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1.Wprowadzenie

Nowotwory zgdgo§hiweysN, jedoN zhor-b ki

zgon-w pacjent-w w Polsce i na Swiecie
dotyczNcych etiologii, diagnogtakkir - -wni edt
prowadzonymi strategiami pr afei loakntoyt mavruy rei
coraz wincej zachorowa@€ i zgon-w wywogan
(Swiat owe | Organi zacij. Zdr owi a, ang. Wo 1
przewidziano okogo 18 milion-w nowych pr

[http:/www.who.int/cancer/en/f Nowoczesne terapie daj N n

w walce z nowotwor ami, cznsto jednak nie
swoistoSi obejmuje niewielkN grupfi nowo
podej Sci em |percewa dczzeynni ej etsetr api i skojarzo
wykorzystywana j est wi ncej, ni0O jedna
pochodzenia naturalnego oraz ich naturalr

wykazuj N wgaSci woSciogp\t mencei wmawea towar o we 0

mol ekul ar ne zwi Nzane z nowot worzeni em,

l ub wrncz remisjn guza. Ponadt o, Ssubst a
rutynowych terapi.i przeci wnowot wmme wy c h,
na prawidgowe tkanki pacjent a.

1.O.Nowot w- r

111l nf or macje og-I|lne

Nowotw-r jest chorobN znanN juU od
neoplasma Zaproponowana zostaga przez Hi po

zaistnienie zmian w mad elryilalvey wyeethernte cmrnzye

zwane kancerogenami. Podzielil je moUna |
ajczynni ki fizyczne (promieni)pwani e el ekt
b) czynniki chemiczne (azbest, arsen,-nN t r ozozwi Nz ki , sk ge

tytoniowego);
c)czynni ki biol odgiaka ree j (awe wn rfetpr anwk,gadwe f
hor monal nego oraz zewnntrzne: I e ki hor

ludzkiego brodawczaka (HPV, ang. human papilloma virus), wirus opryszczki
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(HSV, ang. herpes simplex virus), wirus Ebstedaar (EBV, ang. EbsteinBarr
virus), l udz ki wirus bi a3 aegzhuman-Zell k o m- r €
|l eukemia type 1 virus) cCczy WwWirusy zapa
hepatitis B(C) virus)), bakterieHglicobacter pylor) or az pasoUyty

z rodzajuSchistosomaOpisthorchis Clonorchis pi er wot ni ak i t aki
(Malariaspp czy Swi dr o wilrgpanosamaecrulyi [Kard@si kni,  (
2007, ii@mo0201&;Collien in., 2001; Strickertssonin., 2017, Botelha in.,

2013; van Tongin., 2017]

Nowot wory moUna podzielil na gagodne
zwykle nie zagraUajN Uyciu, reladzyfwntice §
maj N regularny ksztagt, otoczone sN tor
unaczynieniu, przez co osi NgnNIi mogN tyl

zdgoSliwe sN jednN z g§g-wnych przyczyn zg
zmian lubdenovoWyka z uj N one nieregularnN budowh,
osi Ngal praktycznie nieograniczonN wiel.l
i substancji odUywczych zachodzi juU nie

z wykorzystani emcrhac 2Py@&alkdrt wi,o moSot wory 2z

naciekania pobliskich tkanek, a takUe p
do cznsto odleggych organ-w. Do tego rod:
a) rak (carcinomg |, i naczej nabgoni ak, owg (starfowid z Nc y
ok. 80% nowotwor-w zgdoSIliwych);

b)mi @i ssarkomd , w t ym Kk o esteosareok)o, mi picscalkko d(z Ncy z
pozanabgonkowej, gNcznej, gg§- -wnie tkane

c)nowotwory zgoSliwe ukgadagliomader wowelgod z Nyc
z tkanki nerwowej;
dchgolympadnda( wywodzNcy sin z tkanki chgon
e)bi a§dymphkna ,( kt -rej kom-rki powstaj N z uk
f) czerniak fnelanom@ , wywodz Ncy sifn z tkanki bar wn
g) potworniak teratomg powst agy dkowyéhfpre) Weisbkrg, 2045; o
Kordeki in., 2007]
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1.1.1.1. Cechy nowotworu

Kom-r ki nowot wor -w zgoSliwych wykazu
cech (Ryc. 1). Aby nowotw:-r m-gg sin rozw
w materiale genetycznym podatnej kom-r ki
wobec tego gpeestgbizhNoSZadlhodzN w nich ko
prowadzSmi goacki crh- wni eU do nabycia nowych
juU0 istniejNcych. Zmiany takie w konsek
choroby. Ponadt o, w kom-rkach nowot wor o
naprawy DNA[Hanahan, Weinberg, 2011]

W wyni ku zaburzeniia csyxKllak - W o nr-adgwlweawjo ,
do przyspieszeni a podziag- - w kom-r kowyc|

nadekspresji czynnik-w promuj Ncych ten p

i naktywacjn czynnik-w ograniczaj Negbh. Pc
zahamowania kontaktowego. Proces ten wy
i zwi Nzany jest z istotnym ograniczeniem
dostnpnej powierzchni WzZrostowej | ub uf

Dochodzi wtedy do wysyani a sygnag-w hamuj Ncych prc
kom-r ek nowot wor owych cecha t a zostaje

od uzyskiwanych sygnag-w biadN dalej proli

architektury t kanki [ nap awWdtug waai aw gkuo
nowot wor owyc h, bArndNcych struktur ami

funkcjonowanie cagego organizmu. W nowot
zjawisk T hi perpl azj i, czyl i zwi nkszonej pr ol
stwierdzenia hipepr ol i f eracj a) or az dyspal zj i, |

kom-rkowych w wyniku =zaburzenia mechani :
[Hanahan, Weinberg, 2011]

Jednym z kl uczowych mechanizm-w zachowal

proces apoptozy, czyli Riopgrvam@wangih S
do powaUnych uszkodzeG, ul eggy infekcj.i
wchodzN na szlak apoptozy. lch DNA wuleg
zamykane sN iwi p@&le razidkittortaywcizonnee . Kom- r k
nie czyni Nc szkody pobliskim tkankom, a
kom-r kn. Szl ak apoptozy moUe byl i nduko

12



aktywacij.i okreSlonych szlak-w mol ekul arn

do aktywacji apoptozy, npopr zez aktywnoSi l i mfocyt - w
czynni ki, kt -re indukuj N progrgamgywanN ¢
i perforyny, dochodzi teU do wiNzania cz:

l i mfocytu z jego r ecelpGo direR015) Apopkoparjestr c e  d
regul owana mindzy i-hantyapoptotpcene. Pwewdga tyeghk a p |
perwszych skutkuje Smierci N ikpoanm-erCkyic,i e ma
W przypadku kom-rek nowotworowych, docho
bi agek a rowiinbkisazgeerki paamtt yt ycznych. Z tego
otrzymani e isgrgmiagmui eloz&pmczNtkuje w kom-
apoptozy.

KaUOda kom-rka posiada okreSlony <czas
kom-rek, jak i cagego organizmu wpgyw ma
skracanie tel omer - w. udoway a masadynukleimowyeh| e me n
znajdujNcy sifi na ko@®u chromosomu i z al
Z kaUdym podzi agem Kkom-r kowym dochodzi
nowot worowe odtwarzaj N tel omételpmemazy.wy ni ki
Dzi ikhu eByskujN one AnieSmiertelnoSio c:
warunkach, mogN one pr zec hldadahan]Wephemn,z i a §y
2011}

CharakterystycznN cechN rozwijajNcego s
zapotrzebowania na t]jak iire8wnzs tna remjse f b k

uwal ni ani e produkt - w przemiany mat er i i
pat ol ogi cznej masy. JeUel i tl en i Ssubst
a metabolity odprowadzane, spowoduj e to
zistd¢ ni ej szych przyczyn, dl a kt - -rej guz z
produkci i okreSlonych czynni k- w, mo Ue

krwi onoSne |l ub indukowal powstawani e now

nazwil neoangi okgie ngga yi, n dau kcuzjyNncnei pr oangi og
guza nie tyl ko powoduj e wzrost j ego ob
proliferacj.i kom-rek go tworzNcych, | e c z
[Hanahan, Weinberg, 2011]

Nowotw-r zmienia swoje Swnddkwi skaag,r oamaldwe a

wW nim ostatecznych | ak [ poSrednich me

13



pojawianiu sifA mutacji, prowadzNcych do

nowych cech. Dzi nki temu sN one zdolne n
da rozrastaj Ncego sifn guza, a takUe migr
czy | imfatycznych, kom-r ki nowot wor owe
[ zasi etdwoarj zZN\e  tj zew. przerzuty. Przerzut ow:
rokowaniem dlap acj ent a, mniejszN skutecznoSci N

p r z e (Hamatiam, Weinberg, 2011]
Transformacj a nowot wor owa, przy br al

wewnNtrzkom-rkowego Uus uwa nie aznadza feszcze k znm

~

pewnoSci rozwinincia sin nowotworu. Wa U
i mmunol ogi cznego. Ma on zZ a zadani e ro
ni eprawi dgowe, w tym kom-r ki nNowot wor ow

odpowi edzi N gospodaraduyk gjgn wonk ee lopmyetr

rekrutacjnin do swojego Srodowi ska kom-rek
supresjn ukgadu i mmunol ogicznego. Ponadt
i | oSi zr - Uni cowanych ant yge powierzchniowne. z mi e
Proces tepnazwayu ci eczk N spod nadzwmaUl immua ol @7
choroby do postaci wykrywalnej klinicznjgordek i in., 2007; Hanahan, Weinberg,

2011; Robey in., 2015]

Kom:- r ki nowot worowe charakteryzuje takUe
wWzr ost guza oraz hiperproliferacja kom:-r
[ makroczNsteca&hk chudualkc dwyacihk,a,t | i pi dy

preferuj N metabolizm beztl enocl®szymgd i kol i
ener gi i ni U oddychani e dtkrbteiensayboiej. Ponadte, z a ¢ h
w kom-rkach nowotworowyedtjidoehnpdmi wdme tha
czy transporter - w, m. i n. gl ukozy (GLUTSs
zapotrzebowani e metaboliczne kom-rek zo:¢
w kom-rkach nowotworowych powi Nzane sN
cechami nowotwor{Hanahan, Weinberg, 2011; Robiay., 2015]

Nadmi erny rozrost guza nmelagpowvad owa

Ponadt o, u pacjent-w nowotwor owych doc|
organi zmu, przewl ele@o@goorazanupondl edzeni @
odpornoSciowego, co wW rezultacie prowadz

Robey, 2015].

14



transformacja
nowotworowa

niestabilno$¢ genetyczna

nieograniczony wzrost,

‘ f ‘niekontrolowana proliferacja
oporno$¢ na sygnaly $mierci
' (apoptozy)
s
\ ‘ zniesienie hamowania
kontaktowego
ucieczka spod nadzoru ‘ ‘ ‘ tworzenie guza

immunologicznego Nowotworowego

tworzenie przerzutow

zdolnos$¢ do naciekania
pobliskich tkanek

unaczynianie, angiogeneza

59

nasilenie stanu zapalnego,
lokalna immunosupresja

Ryc. 1. Cekandtwptwdtoovwyoh[ro pr acowani e wgasne]

1.1.1.2. Nowot wor owe kom:-r ki maci erzyste

|l stniejN dwie hi potezy wyjaSniajNce
nowot worowego oraz jego niejednorodnoSi,
kom-rek pod wzglndem morfologicznym, ant
model stochastyczny (ewolucji klonalnej) i ded hierarchiczny (nowotworowych
kom-rek macier hipdertayahjad®j er dskaUda kom: |

kom-rkN nowotwor owN, daj NcN poczNtek gu
Il nnymi sgowy, kaUda kom-rka nowortemiar owa
guza. Drugi model zakgada, iU wystnpuje |
w guzi e, a najwyUe|] postawione sN nowot
ang. cancer stem <cell s). One jako jedy
[ pr zychz ydnoi ajjeNyosii nwazj i i przerzutowani a
zbl i Uone prawdopodobi e@®Estwo rozwoju nowo
uwaUa sifn zatem, iU najbliUszfwapgiiawdy | e

2014; Lathia, Liu, 2017]
CXs odkryte zostagy na przegomie XX i
prowadzono intensywne badania nad pochodzeniem nowaotworo h kom-r ek

maci erzystych, ich charakterystycznych c:¢
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a takUe moUl i woSci N skierowani a terap

i U CcSC odgrywaj N kluczowN rolfin w rozwo

i przerzutowaniyy ak r - wni eU | ekoopornoSci. Odpowi
Prowadzone badania potwierdzigy, i U znis
nie jest wystarczajNce i dop-ki CSCs nie

choroby (Ryc. 2]Lathia, Liu, 2017; Schulenbungn., 2010}

odtworzenie guza

CSC — nowotworowa ’
nawrét choroby

komorka macierzysta

_ komorki zejsciowe @'
) :
csc é’?’é csc

—_—

;

) csc €sC
v,

Qs T -
e

guz NOWotworowy

L et — -

obumarcie guza

Ry c. 2. iPeort-emnaami i standardowe|j oraz celuj Ncej w
Nowot worowe kom-r ki macierzyste wystnpuj
na dziaganie cytostatyk:- -w. Posiadaj N tak!
opornoSci |l ekowej . Po z nicgyzradioterapii, CSCgu z a n
przecholkamMN cly&wy, daj Nc poczNtek nowej gc¢
nawr -t. Posiadaj N one charakterystyczne 1
moggyby stal sin celem terapeutycznym. N

kil ka potencijral wyklaziu¢ N- wktktwnoSI w el i mi
takUe substancje pochodzenia naturalnego,
[Lathia, Liu, 2017; Schulenburg in., 2010; Schulenburg in., 2015; Taylor,
Jabbarzadeh, 2017]

1.113. Mi kroSrodowi sko nowotwor u

Wa Unym el ement em guza nowot wor owe
t zw. mi kroSrodowi sko (TME, ang. tumour r
otaczaj Nce guz, zasobne w czynni ki sprzy
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ochraniajNce go przed aktywnoSci N ukgad

z el ement -w iKkomporzlk&kwynchm kowych. Do tych

perycyty, Kkom:-r ki endotelialne (Sr-dbgon
ukgadu I mmunol ogi cznegdGouldy Eaurtneidyd, i201€¢ c zy

Senthebané in., 20177 Kom-r ki te sN nierzadko odp
w wyniku oddziagywania guza,ch pidek ni®@Sr odo
czynni k- w. | tak w Srodowi sku guza obecn
( CAF s, ang. cancer associated fibrobl as
( TAMs, ang. tumour associated macrophage
z mi krwd S$rkd kean ( MSC, ang. mesenchymal st

supresor owe pochodzNce z me z e nderivgdma |l ny c
suppressor cellg)Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Segal, 2016; Poggi, Giuliani,

2016; Melzeri in., 2016] Kom-r Ki mi kroSrodowi ska mo
czynni k- w, t worzNcych pozakom-rkowy el em
cytokiny (IL-1 6 (i nt er | 6ulk-10n eynnkbmartwicyl lowotworl)

(TNF-U ang. tumour necrosis factt), chemokiny, czynniki wzrostowe (czynnik
wzrostu nask-rka (EGF, ang. epider mal gr ¢
(HGF, ang. hepatocyte growth factor), insulinopodobnynoik wzrostu 1 (IGFL,

ang.insulinl i ke growth factor 1), czynnik wWzr o:
growth factor), czynnik wzrostu Sr-dbgonl
growth factor), pgyt kopoc h detetrdgrived growthn i k w:
factor), transf orb@@GHbNang. transtosmmg grokvth faator))y s t u
bi agka maci er zy zewnNtrzkom-rkowe|j (fil

glikoproteiny, periostynal)a k't y na mi i S8MA, apgjlbsmhdoth enéacle (

actin) czy proteazy, w tym metal oprotein;
ang. matri X metal |l oproteinases). Czynni
proliferacjn, r-Unicowani e, przeUywal no

wzmagaj N Isntyan azkapyavuj N szereg proces- - w
[ przerzutowani a, hamowani a apoptozy,
wzmagaj N |l ekoopornoSi i [Gouldn@ourmeidgey P0d4; ancj N
Senthebane in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Se@416; Poggi,

Giuliani, 2016; Melzer in., 2016]
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MIKROSRODOWISKO NOWOTWORU

(TME)
CAF TAM  Neutrofil Treg MDSC
Q ,\—/\ — rJ\ﬁ
™ (@ @ 53

\J

L]
¥

CTLA-4 TGF-B IL-1B kolagen proteazy
PD-1iPD-L1 EGF IL-10 fibronektyna MMPs
FGF TNF-a periostyna
HGF a-SMA
IGF-1 chemokiny proteoglikany
PDGF glikoproteiny
VEGF
supresja wzrost i rozw0j  nasileniestanu  nabycie fenotypu inwazja,
limfocytow T nowotworu zapalnego migracyjnego migracja,
proliferacja wzrost, rozwoj i przerzutowanie
angiogeneza przezywalno$¢
inwazyjnos¢ nowotworu
Ryc.3. Skgdadni ki mikroSrodowsi ka nowaptacgwanie@ i i ch ud

wasne]

Charaktetystycznym dlIl a Srodowi ska g

zakwaszenie oraz hipoksj a, czyl. ni edot |
wytwar zani a kwaSnych metabol it - w, takic
z pirogronianiu podczas glikolizy. Nowotwoy Apr ef er uj NO gl i kol i z
tl enowym. Zj awi sko t o Nosi nazwn ef ekt
[ charakteryzuje sin prowadzeniem gli kol
Fosforylacja oksydatywna jest procesem bardziej ekonomicznyma d k om- r ki
jednakUe glikoliza zachodzi szybciej, ty
samym <czasi e. Ponadt o, kom-r ka nowot wor

ni e wykorzystuje potencjagu mitochondr.
do produkcji biomolel g , buduj Ncych nowe kom-rki. J
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dl a guza, bior Nc po dKatoiwng2013; Goeldn@oartngidgeg o wz r
2014; Scharping, Delgoffe, 2016] Zakwaszone Sr wthagomj s k 0 s

umoUl i wiajNcym kom-rkom nabywanie nowyc.
nowot wor u. W takich war unkach i ndukowar
oraz promowana migracja kom-rek guza. C.
zmniejszal ef®tkd ryavmelStiy kecehwemij ak r - wnieO

| i mf o c[idatoiim, 2013; Senthebanen., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016]
Zakwaszeni e Srodowi ska wywodane |jest
ale takUe hipoksjN. W waaomeksbBhmninddptiae
koduj Nce enzymy glikolityczne, w wyniku
Z drugi ej strony, zakwaszone Srodowi sk
tl enowego na beztlenowy. Pojawia sifn zat
Hipok a powstaje w wyniku aktywnoSci er
gg-wnym jej induktorem jest niedostatecz
to byl spowodowane <chaotycznym wytwar zar
powstawanie w warunkach fizjologiczoyh | e st Sci Sle regul ows
nowot woru, wytwarzana jest duUa il oSI czy
wi el e nowopowstagych naczy & jest nieprawi
MoUe takUe dochodzil do stkwacjaby gunyo Ud
ukr wi eni e c a §SeharpingeDelgoffey D065 Qtrockg 2009; Geiger,
Peegr, 2009]
W warunkach hipoksji aktywacj i ul ega wi e
j est czynni k i nduk elwany.y hipdxienduzibles fa®or). 1 ( HI
Zbudowany | est on z dw-ch podjednost ek,
konstytutywne akt ywne|j b.-1Bktwy waarSu nkklIchh nor m
hamowana przez zaleUne od tlenu biagko
prolinowej (PHD, ang. prolyl hydroxylase domano nt ai ni ng pr ot ei n)
HippetlLi ndaua ( VHL) czy Eld, amgnfactor inhitimuHIFN c y  H |
Nast fpnliUe ,ul Hlgimacjui fest degradowany w proteasomie (Ryc. 4). W
warunkach hipoksji aktywnoSi PHD i VHL
powstanie stabilnego dimeru HIF. Podj ednost k a stdbilizoveathe by |
przez czynni ki wydziel ane przez kom-r ki
wzrostowe, cytokiny oraz onkogeny, np. MYOtrock i in., 2009; Dondajewska,
Suchorska, 2011; Muizin., 2015] Stabilny di mer podjednos"
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kom-r kowego, @ddowiedaie qzymmpkr tzaeskrypcyjne i kofaktory
aktywuje geny pronowotworowe, koduj Nce b
BNI P3, erytropoetynn, VEGF, i NOS czy enz\
zakwaszenie Srodowi skaz, hiannduujkNij &p oapntgoi zofg ¢
Ponadto, HIFL reguluje szl aki mol ekul arne zwi
i nwazj N, migracjN czy metabolizmem &kom
nowotwor u. Czynnik ten uczestniczy takUe
kom- r ki nowot wior oavei «[@mookiiwmp2809; Dondajewska,
Suchorska, 2011; Muzn., 2015; Masson, Ratcliffe, 2014; Nomian., 2015]

| vaL [ v
(o]
normoksja ———> | hipoksja ————| mm
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
—> ﬂ—> erytropoeza
HRE
proteasom ﬂWW —_— VEGF —> angiogeneza
Ryc. 4. Regul ac-l awakwaywmb&ch M™MoéFmoksj i i hi poksiji

W Srodowi sku hipoksyjnym podjednostka U ulega ubi
Podczas hipoksjiak y wno S czynni k- wl (\WHh, IFlH bRHD)astagje h HI F

Zzahamowana, przez co powstal moUe stabilaly di mer
ulega transl okacj.i do jNdra kom-rkowego, gdzie po
indukujeekspr esj i gen-w zwi Nzanych z progresjN nowot wo:

Hi poksja mikroSrodojggopkagnewpt woba Spody,]
Sci Ngane sN makrofagi (w szczeg-lnoSci
z nowotworem (TANSs, ang. tumour associated neutrophilg)t war zaj N one ¢
i ndukuj Nce angiogenezn, wni kani eaeckp@ r el
kr wi on ayrstarc tapalnySentheband in., 2017; Singel, Segal, 2016]

Ni edotl enieni e uni emoUl i wi a tak Ue Wy
i mmunokompetentne reaktywnych form tl enu
kom-r ki nowot wor owe . Ponadt o, ograni cz:¢

cytostatyk-w r-wnieU bazujNcych na reakHi
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[Senthebanea in., 2017; ScharpingDelgoffe, 2016; Noman in., 2015; Plaks
i in., 2015]

1.1.1.4. Stan zapalny

Chorobie nowotworowej nierozgNcznie

Srodowi sku dochodzi do uszkodze@ DNA, i n:
aktywacj i | wekspresjinszenelus czyekm iwa | szlak-w o ct
pronowotworowym.

W warunkach fizjologicznych stan zapalny jest zjawiskiem pozytywnym i ma na celu

pobudzenie i ukierunkowanie odpowiedzi immunologicznej. Powstaje na skutek

infekcj i, uszkiodgdaeE at kahekgendw i t ok
aut oi mmunol ogicznej. UmoUl i wia on zwal cz
transfor mowanych. PoczNtkowo pojawia sidih
zostag zainicjowany. W mi ej s c peutrdflé,c zy nu
a nastnpnie makrofagi i kom-rki dendrytyc
one szereg czynnik-w prozapal nych i che
stanu zapalnego na poziom ukgdgadowy. Doch
b-l u, zaczerwienienia miejsca odczynu zap

zapalnym | ub o s[tGoNgiar2085k Schetierirg, a p2ad InON;, Fou g’
i in., 2016] Aby w or;ani zmi e zachowana zostaga r -\
wygaszony. Gdy wskut ek zmi an patol ogi
czy zaburzeni a funkcjonowani a okreSlony
wygaszeni a, pojawia sinfn chr onszeteg mmjan st an
w funkcjonowaniu okreSlonych biagek, kon
Podczas chronicznego stanu zapalnego poj
medi ator-w pronowotworowych. DIl atego t e
iprogresi nowotworu poprzez aktywacjn zgoUone
rozw- j [ przetrwani e z m[Sehatteiinp 20000 Samagi c z n e |
iin., 2015]
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proliferacja

uszkodzenia DNA inhibicja apoptozy
proliferacja angiogeneza
przezywanie migracja

inhibicja apoptozy inwazja

immunosupresja przerzutowanie

angiogeneza
migracja
inwazja MMPs
przerzutowanie M / HIF-1a mutacje
I'NF-g indukcja
7 < \ VEGE proliferacji
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proliferacja {eytokin \ -
przezywanie ’ \ {RONS przerzutowanie
inhibicja apoptozy - inhibicja

migracja PI3K/Akt
gracy - — I/ proliferacji
apoptoza

inwazja =16
przerzutowanie \ \
< iNOS
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rozwdj mikrosrodowiska { chemokiny ———> STAT3 PGE2 przezycie
proliferacja / angiogeneza
przeiycie \ TwistSnail ZEB migracja
inwazja Ras l przerzutowanie
przerzutowanie =
5T 3 mutacje apoptoza
proliferacja immunomodulacja
inhibicja apoptozy w kierunku
immunosupresja zwalezania
angiogeneza nowotworu
migracja
inicjacja i progresja inwazja
supresja i zwalczanie nowotworu przerzutowanie

guza

Ryc. 5. Molekularny mechanizm kancerogenezy indukowanghronicznym stanem zapalnym

[ opracowani e wgasne]

NF-aBiczynni k ap;l@X-2iwyklooksygenaza2; PGE21 prostaglandyna E2; iNOSI

indukowalna syntaza tlenku azoru; RONSI reaktywne formy tlenu i azotu; NOT tlenek azotu;

PI3K/Akt T szlak kinazy-3 fosfatydyloinozytolu i kinazy Akt; PTEN i homolog tensyny i

fosfatazy, inhibitor PI3K/Akt; VHL T bi a g k o V-indalinhpipoeBMT; EMT i

przej Sci emepénehy manme, proces nabycia przez kom:
Twist/Snail/ZEB 1 szlaki mol ekul arne i nédli kzynpilncagwick méwatworti N F
Ucytoklnaprozapalna MMPsimet al oproteinazy macier zyJizewnNtr z
podjednostkaUc zy nni ka i ndukowanioyonkwirgsm&sj dlb VEKGE naczy
czynnik proangiogenny

Podczas chronicznego stanu zapalneg

protoonkogen-w w onkogeny oraz Il naktywacji
dochodzi do konstytutywnej aktywacij.i cCzyl
zwana teU0 i n$2u KWNOSy ahgn Mduc{ldl @itric oxide synthase),
cyklooksygenaz2 (COX-2, ang. cyclooxygenas®) i prostaglandyny,

5-lipooksygenaza (BOX, ang. 5-lipooxygenase), HIR U¢ zynni k ajBNdr o w)
(NF-a Bang. nuclear factos B, STAT, ki naza bi a g hkaomitagenank t y wo w
(MAPK, ang mitogenactivated protein kinasgyzlak kinazy3 fosfatydyloinozytolu

(PI3K, ang.phosphatidylinositol kinase) i kinazy Aktczynniki wzrostowe (TGHb

VEGF) czy cytokiny prozapalne (IL b-6, -11, TNFU) [ chemokiny (
CXCL8 (IL-8) ) . Powoduj N one z jednej strony p
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zaS pedgni N funkcje pronowot worowe popr ze:z
5) [Schetteri in., 2010; Samadi in., 2015; Hoesel, Schmid, 2013; Thompsan.,
2015; Zimmers in., 2016]

Do indukcji onkogen-w i inhibicji gen
zmi an epigenetycznych oraz wuszkodzenia ¢
gg-wnie z wytwarzaniem podczas Sstanu zapse
reactive oxygen species) i Wany ¢ h rodni k- w. |l ndask cj a o
z jednoczesnN inaktywa33jARC pRe PTEM VLU pr es o1
prowadzi do inicjacji rozwoju nowotworu i jego progrd§chettet in., 2010; Samadi
iin., 2015]

Jednymznaj@a Uni ej szych czynnik-w indukowan

stanu zapalnego jesyklooksygenaz&. Jest to enzym zlokalizowany na retikulum

endopl azmatycznym, kt-ry katali zup2e pows
j ak i prost agl an drgstaglandyrsa EAWPGE2, arry.epstaglandirs ¢ i [
E2) , s N Kl uczowymi czynni kami odgrywaj

i kancerogenezie. COX ulega nadekspresji w nowotworze, tym silniejszej, im

wyUsze stadi um K1 i niczneg &ykloakaygewaad@ s o wa n i
i produkt jej aktywnoSci, PGE2, indukuj |
nowot wor owyc h, angiogenezn, przerzutowan
transformowanych nowotworowo. Wykazano r
guza oO0oraz upcazvessttanw acrziNu W ok al n e | I mmunos L
indukowanych przez CO® nal eedBN NFTAT3 (uczestniczN
nowot wor u, i ndukcj i czynni k- w prozapal

Twi st/ Snail/ ZEB, pdShetedin. i2010;Sanadire, 2015; a gk a |
Thompson in., 2015; Zimmers$in., 2016]

COX-2 ul ega wzajemnej aktywacji z syntazN
( NOS2, i NOS). Gg-wnN rolN tego enzymu | es:
reaktywnodt Eo¢ RNSazang. reactive nitrogen
w kom-rce i organi zmi e. PrzedW kvortysk &d ime
nowot wor u, NO moUe pegnil fukncje sprz
przerzutowani e, amagldwaiane z wnnmikgr azj
ograniczajNce go (indukcja odpowiedzi i m

kom-r ek nowd¢Schetenio. v2§10;NVannini in., 2015] Zar - wno NO

jak i inne reaktywne formy tlenu i azotu (RONS, ang. reactive oxygen and nitrogen
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species), pedgni N szeiegozwnkaj Ncwmssani a
Przede wszystkim powoduj N peroksydacijf

do ograniczenia |l ub wutraty ich funkcjona
prowadzil do niestabilnoSci igezekagal mui
Smiertelne dla kom-rek nowotworowych, z
i przerzutowanie. RONS wpgywajN takUe na

proliferacjn, aktywuj N szl ak[Scagiterignt,o0zy or
2010; Thompsonin., 2015; Brennerin., 2014]

Podczas stanu zapalnego uwolniony zostaje szereg cytokin i chemokin.
Cytokiny mogN dziagal prozapalnie |lub pr
reguluje r-wnieU odpowied¥ i mmunomegogi cznl
dochodzi do nadekspresj.i ccyTNB-Ui ar gbokhpa
I IL-6 [Samadii in., 2015; Thompsonin., 2015]Z kol e chemokiny, é
CXCL8 (inaczej I8 ) , CXCL1 <czy CXCLG6, powoduj N
w miejsce odczynu zapalnego k tw- rnei kr oSr odowi sku guza
pronowotworowe poprzez wydzi e-B[@hompsons zer e ¢
I in., 2015] Ponadt o, chemokiny mogN indukowal
kom-rek, a takUe regulowal odpowied¥ i mr
[Samadii in., 2015]

Czynnikiem pegni Ncym szereg funkcj.i [
podczas chronicznego stanu zapalnego jes
przez Pl 3K, kt-ra z kol ei I ndukowana | e
(RTKs, ang. reqator tyrosine kinase). Szlak PI3K/Akt uczestniczy w inhibiciji
apoptozyj ndukcj N proliteynnj k- wzjyESamadimabt pj NC
2015; Brown, Banerji, 2017] W Srodowi sku zap-aBnpnymN@ABSt

TNF-U, -61-17[Samadi in., 2015]

1.1.2.Proces kancerogenezy

Kancerogeneza jest to proces$onpyi gojsia
na 3 etapy: i nicjacjn, promocjn i progr
preinicjacji, czyl:i naraUenia kom-rek | ul
6) [Kordekiin., 200 7i;in.,, ZDd5) a4 b
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Ryc. 6. Mechanizm kancerogenezyiprzez ut owani a [opracowani e wgasne]

Podczas i nicjacj.i procesu nowot woroweg
rakotw-rczego, dochodzi do zmian w mater
do powstania tzw. kom-r ki zainicj@mawane]
gen-w supresorowych, kt -rych produkty ©bi
przeciwdziagaj N pojawieniu sin kom-rek zé
akt ywowane sN protoonkogeny, staj Nc sin
(np. bjaBa&af, R&st, Myc, czynni ki wzrostowe
takich jak proliferacja, apoptoza, angiogeneza oraz migif&gedek i in., 2007;

G o giany, 2015; Barrett, 1993; Croce, 2008; Markowitz, Bertagnolli, 2009; Siddiqui
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iin, 20151 Zmi any w materiale genetycznym Kkon
Zzar - wno mut acj i punkt owych, ] ak r-wni
Do transformacji nowotworowejpravd zi | mogN takUe zmiany e
[Kordeki in., 2007; Croce, 2008; Markowitz, Bagnolli, 2009]

Na tym etapie dochodzi takUe do zabur ze
[ antyapoptotycznymi . Skutkiem tego zj a\
aktywnoSci biagek,jprko ntujwhciyecth naoplbep t bajinS i
potert j adgu bi agek h dkougkNr,2@0H Croce, 200@Pormdtce s

w kom-rkach nowotworowych dochodzi do 1 n:
tzw. system-w naprawczych DNA.N: DoMMRa | wz
(naprawa nieprawi dgowo -matphaapair)yMHER{nadiawa a s a d
przez wycinanie nukleotydu, ang. nucleot@eision repair) i BER (haprawa przez
wycinanie zasady, ang. basex ci si on repair). W prawi dgo
odwr apcuafkN owe mutacje w materiale genety
w kom-rkach nowotworowych umoUliwia poj e
do kancerogeneZz¥Kheirelseidi in., 2013]

PierwszN | ini N zoebdr onnoyw oot rwgoar neinz nmue sptr a k
supresorowych, gg-wnie biagka p53 (Ryc.
systemy naprawy DNA, a w s kr[kheirelseigiinpr zy p a
2013; Simabucoa in., 2018] O tym, jak waUne jest bi ac

kancerogenezN Swiadczy fakt, i0 w wiifks:
Oznacza to, Ue dopiero gdy zostani e I n
nowotworu. Inaktwacj a bi agka p53 moUe zad@mBadzil

jak r-wnieU poprzez zwifkszenie aktywno
[Kheirelseidi in., 2013; Simabucoin., 2018; Labushagns in., 2018]

Ostatni N Ilini N obrony organizmu przed
odpornoSciowego. Wzajemne relacje Srodowi
okreSlono ] ako i mmunoredagowani e. Proce
Wp er wszym, nazwanym etapem el i minacji, k
l' i mfocyty T i kom-r ki NK (tzw. natur al ni
nowotw-r . W kolejnym etapi e, dochodzi d
nowotworem i nwlgfddbevg modpbwrost atni m, trze
nabywa proces nowot wor owy, prowadzNc

immunologiczneg¢ G o gira,2015; Swann, Smyth, 2007]
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Ryc.7 Mechanizm akt y[wn wonpor Sacci 0 wbai nai gek aw gpass3n e |
W wyni ku zaj Scia uszkodze®& DNA dochodzi do aktywe
zahamowaniem cyklu prrrm-rrakzomaekgtoyvxjacpjrlibIsiyfsetream:-jw' nap
JeUel i nie moUe dojSI do naprawy bgnd-w w DNA, bi
proapoptotycznych, |~ndukujANc tym samym progr amowe
gdy apoptoza nie moUstadgjoSl nlakh ylwioavghe ,padchodzi
zmi eni onych zleam-urkdggladp i mmunol ogi czny (111)
Badibi agko proapefibbagkaenant Bapoigyteatroyne,zaymik cyt . c
uwal niany z mitochondrium, indukuj Ncy proces apoj
Nadaktywe onkogeny powoduj N, i U kom-rk
przewagni proliferacyjnN, tj. ulega podzi e
spos-b powiela sw-|j fenotyp, przerastajN
mutacj i, a kom- rek as i zia i knoi nt-jrokwNa nrmo wsottawo r o w

nazwn p i wrrakcig jego trwaniak s zt agtuj e si A strukt

z podzi agami kom-r kowy mi zwinksza on sw
sNsiednie tkanki . W wyni ku e kesypopoetyy i okr
czy i NOS, dochodzi do powstawania nowyc|
z jednej strony odUywiajN guz, z drugie
Z miejsca pierwotnego I ut wor zenia przer .
kiedy kom-r ki nowot worowe nabywaj N dodat ko
popul acj i kom-rek opuszczenie guza pierw

do nar zNd- yKordeldiline, @@V; Bérrett, 1993; Siddiquiin., 2015;
Markowitz, Bertagnolli, 2009; Schettemn., 2010]



Wraz z postnpem kancerogenezy, pr omo
kom-rek, za$S coraz silniejszej presji po
wysokie stnUenia czynnik-w zw2Newymkych ze
czego nasi |lsazesgion noinl dwitfiykchczas znaczeni
mi kr oSrodowi ska guza, co zwi nksza ] eg
odpor no §koidekiire, 087; Schettdrin., 2010]

W ostatnim etapie kancerogenezy dochodzi do metastazy, czyli uwolnienia
kom-r ek z guza ©pierwotnego, wndr - wka w
utworzeneguza Wt -rnego w odleggym narzNdzie
wi el oetapowym i skompl i kowanym, kt -ry p
Do powstania przerzutu odl e,gakestan@apganyzyczy
czy hipoksyj ne,rodawiskowan Zijfinn2011mi kr o S

1.1.3.Mechanizm przerzutowania

|l stniejN r-Une hipotezy wyjaSniaj Nce
Jedne z nich z agktdgve doapjz&izutowarda yk ovma-rrzkaij N c z y
sygnalne, majNce na celu uformowanie Sr
Weddjug innych to powstage wczeSniej Sr
indukuj Nce zmiany w kom:r kac migracgnegpwa d z Nc
Ni emniej jednak, i stotnym jest wytworzen
nowot wor owe moggy =zasiedl il odl eggy org
przerzutuje do okreSlonych organ-w. W pr.
pJurczagadzi ej m-zg. Mechanizm odpowiadaj Ncy
do koE&a poznany. Podejrzewa sin, i U now
powstaga nisza wt-rna bfidzie odpowiadal
Zz guza piervctm eagdpopw e dkNej anatomi i, C
(np. integryn), chemokinc yt oki n czy c ZGeigeriPkeper, 2002, r ost u
Brooksi in., 2010; Jiang in., 2015; van Zijli in., 2011]

Przerzut nowot worowy jest procesem
odgrywa mi kroSrodowi sko nowot wor u pop
i ndukuj Ncych okreSlone zmiany w kom-rkacl
epitelialnemeznchymalnego (EMT, ang. epithehalesenchymal transition),

procesu, podczas kt -rego kom-rKki nowot w
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Kom-rki takie zdolne sN opuScil guz pie

tkanki. WnikajN one idmt rnaawazsyal j kar) wi oknto-Srn
do innych organ- w, a nastnpnie opusczaj
do l okal nej i nwazj i, kol oni zacj i t kank

W powstagej wc z E8gei, Reppern2009;avan Zijint, 2011 e |

1.13.1. Mi kroSrodowi sko a przerzut

Wpgyw niszy nowot worowej na kom-r ki
kancerogenezy. Z jej udziagem dochodzi b
prowadzNcych do nabycia przez kom-r ki o]
oddziagywuje na katidwamri at apd wmepdzleacij i
ich uwolnienia z guza, poprzez migracjn

Czynny udziagd w tych procesach biorN kom

TANs, Tregczy MDSCs, kt - -re ponkirppmetastatygzhewa r z a n
HIF-1, COX-2, czynniki wzrostowe (EGF, FGF, HGF, PDGF, VEGF, 6 czynni k
wzrostu tkanki gNcznej (CTGF, ang. conn

( MMP s, proteazy cysteinowe (katepsayny) i
w aktywacji MMPs, urokinazowy aktowator plazminogenu (UPA, ang. urokinase
plasminogen activator)) czy cytokiny ¢L U , -8, IL-IL0) oraz chemokiny (CXCL12)

regul uj N mobil noSi k[GeigerrPedper, 2609 was Fijim.r mowan
2011; Guan, 2015; Jiangn., 2015; Buterain., 2018; Zhand. i in., 2018]

1.1.3.2. Stan zapalny a przerzut

Stanzapal ny ni e Zawsze j est wyznaczni
patol ogicznej, |l ecz w praktycznie wszyst

podwyUszony odczyn z aypsarkyj ywalczensutchoyoby,s t a n

gdy jednak nie zostaje on wygaszony, [ o0z\
zapalnego napgywaj N kom-r ki i mmunshkompet
kt -re ulegaj N modyfikacji w mikrgl8a odowi

wytwarzaj N one szereg czynnik-w sprzyja
i chemokiny (TNFU, -6ldraz -8 (CXCL8)), VEGF, uPA oraz MMPs,
COX2/ PGE2, Wn t czy Pl 3K/ Akt. Czynni ki t e
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nowot wor owe z donlynconS c iw  npirgorcaecsyije -przej S
mezenchymalnego. Ponadto, podczas chronicznego stanu zapalnego dochodzi

do upoSledzenia odpowiedzi i mmunol ogi cz1
pr z e r[Brooksiim, 2010; Dominguetzin., 2017; Qian, 2017]

1133. Pr zej Sci e-mexgnchynalhdEMT) n o

W pierwszym etapie przerzutowani a, d
zdol noSci do migracji. Pr oecneesenchyganegoosi n:
Ni eruchl i we, epitelialne kom-rKki raka, p
osgabi omejy aohezjnioSci kom-rki, nabywaj N
(Ryc. 8).

naciekanie

. . tkanek

EMT ‘
- zajecie weztow
[ —_— —— chtonnych
komorka komorka
epitelialna mezenchymalna ’ _—>

E-kadheryna N-kadheryna ( /‘/’/__/1
Z0-1 wimentyna . et
a-SMA infiltracja /'- ,/v" \ 7
do naczyn s &J
krWion()ényCh przcrzuty
odlegte
Ryc. 8. PrzemBeeaechgmaeéhiealopracowani e wdasne]
EMT indukowane | est przez szereg mol e

do kt-rych nal eUN: &G@GF RGF|PDGF, VEGF, 0GR J)o,we ( E
MMPs, HIF1, NFa B, cyt-6HKLE8ny c(zlytnni k stymul uj Ncy

granul ocyt - w i -CRmB kango granglocymmacfohlje colony
stimulating factor), TNF0) , chemokiny (CXCR1, CCL2, C
czy mi RNA. Przejméeciemclepinalemé amodde byl 1t a
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zakwaszeniem mikroSrodowi ska [ hi poksj i
zapal nym. Do gg-wnych szlak-w mol ekul arn
Snail, Slug oraz ZEB1 (homeoboks 1NMUNcy kasetn E palca
kt -re z kol ei mo g N podl egal pozytywne,]
PISK/Akt/mTOR, Ras, Myc, Wnt, Notch, Shh (ang. Sonic hedgehog)pNF c z vy
COX-2 [Ye, Weinberg, 2015; Zhand. i in., 2018; Tam, Weinberg, 2013;
Kessenbrock in., 2010; Fuxe, Karlsson, 2012; Dominguem., 2017; Suarez
Carmond in., 2017; Dalla Pozzain., 2018; Singh in., 2018]Z kol ei do <czyn
hamuj Ncych EMT n akadhdiyNa czybnhibitgr lsabaku PBIZAkt E

PTEN (Ryc. 9)Li, Li, 2015].

Kom:- rki nowotworowe na wczesnych etap
kom-rek wepitelialnych: sN nieruchliwe, |
E-kadheryny (CDH1, ang. cadherin 1), cytokeratyn orazlZ@onula occludens 1).

CDH1 zakotwiczonajestw oni e kom-r kowej domewNNgNZkg

sin z kadherynN wsbtlsestniegNckowm- rtkwar ze
mi fidzykom-rkowych typu zwierajNcego. Don
funkcje regulacyjne, posi ad atenipaanwwgm mi e |

bk ateninN. W ten spos-b -hkamenpienaktyavaondaC

W progresjn nowotworu i przerzutowani e.
nowot wor owe nabywaj N cech kom:-r ek me :z
charakterystyczna jes wy s o k a a k t ykadheoySyl (CDH2), iwimen§y N

czy US MA . Zmni ejszeni e ekspresji CDH1 na r:
kadherynowego. Prowadzi t o do zmni ej sz
oraz kom-rkami a maci er z N. extracelnldd matixk o m- r k
Ponadt o, nastfipuje zmiana polarnoSci Kk om

do ruchu[Zeisberg, Neilson, 2009; Ye, Weinberg, 2015; Li, Li, 2015] Obni Uon a
ekpresj a CDH1 powo-Kaf eniondyy Nc z greije thr ans |
kom-r kowego, gdzi e I ndukuj e ekspresjn C

<

nowotworu. Z kolei, indukcigCDH2 pr owa d z iowadi@ cytpsekieleta r a n U

oraz tworzenia protruzji czyli lameli podi - w, umo Ul i wi aj Ncych
r-wnieU i nwadi opodi - w, odpowiedzial nych
W procesie tym, uczestniczN biagka z rod:

wyni kiem EMT. Zatem kom:rmki ,sNktdor & ugrhae s z
do uwol nienia z guza nowo tvaozijloiwab i mi g
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EMT w kancerogenezi e j est oznakN p
epitelianome zenchymal ne rmaolbie elby przyczynN opo
nowot worowych na | eczenie chemiczne i r
choroby[Ye, Weinberg, 2015]EMT, poprzez szlak molekularny Snail, przyczynia
sin do i mmu nloismfporceyst - w ofaz pograzeont doukkscyj cnz rnzynci ha |
ekspresji antygen-w zgodnoSci tkankowej (
uk gadu i mmu [Kado-8agai .z 20@9g Akalayi in., 2015; Terryi in.,

2017; Dominguezin., 2017]
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Ryc. 9. Mol ekularny mechanizm regul acj.i EMT [ opr e
PRC2, SET8i metyltransferazy histonowe

Przej Sci emezpchymane zaahbdziov warunkach fizjologicznych
w Uyciu zarodkowym oraz w regener acj i t k

i morfogenezy. W nowotworach wykorzystywane jest jednaklw z@iany fenotypu
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kom-rek, co umoUl i wi a p r[oesber,sNeilBon,i2009;wor z e
Ye, Weinberg, 2015]
Opr - cz EMT, zaobser wowa n o-amébaidalbes pr z

(CAT, ang. collective to ameboid tran$ i o n) w przypadku mi n

chgoni aka, a takUe raka piersi, pguca ¢c
ameboidialnego ( MAT, mesenchymal t o amet
piersi, czerniaku czy w@g- knz N kdani nasbaykcui.a (
kom-rkn zdolnoSci do ruchu ameboidal negc
stabil nego ksztagtu kom-rek, kt-rych mob
wg-kna ECM bez proteolitycznego trawien
perwotny ni U mezenchymal ny, zachodzi j ed
od MMPs. Klwuczowy wudziag w migracji, czy

zal eUOnego od EMT, czy ame b[ean dijkilinn 20810 , odg
Guan, 2015; Simiczyjew in., 2018 Opr - cz mezenchymal nego i
trzecim typem ruchu kom-rek |est me c h a |
W postaci zgrupowa@E, a p o JCGeigerdaeepel@ ze s O
Friedl, Alexander, 2011; Guan, 2015]

1.1.34. Uwol ni eni e kom-rek z guza, inwazja

W wyniku spadku ekspresjirkadherynyiwzrostuMk ad her yny, j ak r
i nnych mar ker -w kom-r ek m eSMA, nwanegtyna | ny ¢ h

czy fibronektyna, dochodziod z mi any pol aryzacj.i kom-r ki
z kom-r kami sNsiedni mi oraz macierzN ze
obecne w mi kr oSrodowi sku guza, gg - wn
zewnNtrzkom-rkowej [ adaml i zy nckniowmo g N w
dodat kowo os §abi gAriddicAleaatidere 2011W kéneekwemcjg k
kom-r ki nowot worowe mogN uwol ni sin z
t kanki wykorzystujNc | ub nie system pro
aktywnoSci biagek Rho, szczeg-Ilnie Rac

cytoszkidetu aktynowegdgFriedl, Alexander, 2011]
W prawidgowych warunkach, gdy dochoc
od maci er zy zewnNtrzkom- r k owappptotyczn& t y wo w

gg-wnie -KLagkazBukgad Fas/ FaslL. Konsekwer
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kom-r kiodreaee dapoptozy uwarunkowane] braki e
nowot worowe uni kajN tego mechaimiegymy, a K
aktywuj Nce kinaznin kontakt-w ognilsikmavyic h (
Src oraz MAPK/ERK1/2 (kinbma 1/ 2 regul owana sygnagem
ang. extracellular signakgulated kinase 1 and 2). Dochodzi do fosforylacji kinazy

PI 3K, aktywuj Ncej AR ktzw. wykonawchke] (efektojowej), k a s p ¢
zapocz Nt praces agoptozi@giger, Peeper, 2009; Guan, 2015; Ramésh

2009; Sakamoto, Kyprianou, 2010]

integryna

APOPTOZA

Ryc. 10. Regulacja uni kramwea gmaiekzi sk o[np prkd c cmvoavit ew ¢
FAK i kinaza adhezji fokalnej; Srci kinaza; Bimi b i a § k-apopftycane; RTKT
receptorowa kinaza tyrozynowa

Kom-r ki, kt-re uwolnigy sifn z guza p
mi growal w ggfibszeowasgthwyutlamkik.omwr ki
odgrywaj N biagka Rho, umoUl i wi aj Nce pr z
regulacji wg-kien aktynomiozyny.

W procesi e przerzutowani a najcznSci ej]
mezenchymalny mechanizm rucf&imiczyjew i in., 2018; Friedl, Alexander, 2011;
Guan, 2015]
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W pierwszym etapie ruchu mezenchymalnego dochodzi do polaryzacji
aktyny i jej polimeryzacji. TworzN sin |
Nastnpnie, w rejonie mhafmel oppdida, wr ey ks tz

adhezyjne oraz odbieraj Nce bod¥ce podcz

z biagkami macierzy zewnNtrzkom-rkowej d
bazal nej kom-rki, wytworzonepadbaaj Nwbs Nz ¢
z aktywnoSci N proteaz. Biagka macierzy u
sin. W wyni ku skracania wg-kien aktyny
do wytworzenia wewnNtrz kom-rKki si g, k t
zmniejg eni e si g adhezji na krawndzi dystaln

Kom-rka zostaje przygotowana [@Guan, 2016} ej neg
Friedl, Alexander, 2011; Singhn., 2018; Simiczyjew in., 2018]

wytworzenie

inwadiopodidw,
wytworzenie wydzielenie depolimeryzacja
tworzenie filopodiow, proteaz, aktyny, skrécenie ,,ogona™
lammelipodiéw adhezja trawienie ECM ruch komérki (depolimeryzacja aktyny)
74z, 74 T4 74 T4 74
= A //’*’:\\:\ /4?%\\\ ‘ 7{} \\§
X = = = = £ =
< == 2 S - — e
—
* ’
Lt
Ryc. 11 Mechani zm mezenchymal nego ruchu kom-r ki [ op!

1135 Transport naczyniami krwionoSnymi

PierwszN barierN dkanmwgtrwpNowgbh kpeé

podstawna ( BM, ang. basement me mbr ane) .
od | eUNcej pod nim tkanki @§gNcznej. 0Oddz
anatomi cznym, fizjologicznym czy Snol ekul
mechanicznN. BM j est wyspecjalizowanN ¢
z kol agenu, fibronektyny, witronektyny ¢
przez kom-r ki tylko w szczeg-Ilnych przy
metastazy przaeegejnNoyyn- v pdpieol i tyczn)

[Brooksi in., 2010; Singh in., 2018]
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Mi gruj Nce kom-r ki nowot wor owe, osi Ng:
adhezji do jego Sciany wykorgd swruijeNcz wg rte
i ntegryn. Nastnpni e, wydzielajN enzymy g
wytrawi aj N bgonn podstawnN Sci alBrgoksnaczyn
I in., 2010; Singh in., 2018] Proces ten mecgi .n&own rikmt
wni kal do krwiobiegu takUe z wczeSniej z
zespolenia naczyniowo i mf at yczne kNt -w Uylnych utwo
szyjnych i Uyg podobojczykowych. I nfiltr
sam guz nowotworowy, a wytworzone podczas procesu angiogg@emer, Peeper,

2009; Brooks in., 2010; Singhin., 2018] Ko m:- r ki nowot wardowe m
do naczy® takUe w wyniku mechanizmu ni e
na drodze aktywnoSci bi agek Rho, kt -re

kom-rkom nowotworowym przeni kani[8inglpr zez

iin., 2018]

W krwiobiegu, kom-r ki nowot wor owe sN b
na aktywnoSIi ukgadu i mmunol ogicznego or a
na 1000 jest w stanie przeUyl w krwiob
transformowanych nowot worowo moUe wni knN
mi mo iU relatywemba bhiyewi ebkarek przetrwa
zainicjowal powstani e guza wt - rnego. D

nowot wor owych przed ukgadem odpornoScio

ze sobN i ZGeigsl, Paepern 2009; Brookis., 2010; van Ziji in., 2011;

Singhi in., 2018; Blazejczykin., 2015;Vam har ant a, Massagu®, 201
Po osi Ngnificiu miejsca docel owego, kom-rl
naczynia krwionoSnego, wytrawiajN jN, a
proces ekstrawasacji. Od tegawmdmewey ha&s

odl eggej od pier wot rMEege, Peepee POOI; Brooksm,z wo j u
2010; Singh in., 2018]
Do czynni k- w reguleuksNicryacvhasanj ia or az pr
w krwiobiegu naleUN mifdzy innymi: czynni
TGFb ) , -1Hptoteazy (UPA, MMPSs), ikadheryna czy integrynseiger, Peeper,
2009; Brookg in., 2010; Singhin., 2018]

NajczfistszN drogN osi Ngania niszy wt -

naczynia krwionoSne. JednakUe, wyr - 0Onili
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transcelomiczny pogr e

grubego naciekaj N,

-

z jamy <ciaga. Szl akiem transc

[Geiger, Peeper, 2009; Jianm., 2015]

otrzewna

Uo g Nd e k ,macitye(Ryk.i12) pr os

jelito grube

/ : adhezja

poprzez CD44—__,
(nowotwor)
i kwas
hialuronowy
(mezotelium)

Ryc. 12. Transcelomiczny

wasne]

Kom- r ki uwol ni one z guza

nabgonkowa wyScielajNca

otrzewnN)

otrzewna

komorki
mezotelialne

/ otrzewnej

mechani zmagwanier zut owani

o ulegaj N adh
a sprawN czyn

pierwotneg
z

nowotworu i kwasu hialuronowego ze strony mezotelium. Tak utworzonygumo Ue naci ek al
pobliskie tkanki i organy

1.136. Lok al na

€
1

C

r

oraz przerzutowal do ni

il nwazja, MET, utworzenie guza

Po osi Ngnifnciu mi ej sca Wwt-rnego, kot
ggnbsze warstwy tkankim Osi N

migracjn w

[ przechodzN process

(MET, ang. mesenchyma&l pi t hel i al

odwr ot ny -epitelialBeMT , cz

transition). TrachN

na rzecz adhezji i proliferacji. Indukcja MET zachodzi poprzez zatrzymanie
aktywnoSwii mdukakj-Ncych EMT, takich | ak

z ograniczonej il oSci

w wysokich

stnUeni ach

czynni k-w regul uj

 ~

wystfiApowadgy W ni sz
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nawet do cagkowit edamkzah gpmpwariza ctzyom i K i
wt -rnej. W wyniku tego dochodzi do przywr
z kl uczowN [Guan, RD15; Rriedk Alexangen 2011; Brodks., 2010;

Singhi in., 2018]

Ryc. 13. Schemat klasycznegoslau t wor zeni a przerzutu [opracowani
(') Proteoliza ECM i BM. (11) Intrawasacja. (1 a)
guz |l ub lIimfatycznych poprzez wnhnzgdgy chgonne. (111
ut worzenie guza WwWt-rnego

Aktywn o ST czynni k -1w tHeEKRI2c h FjAKk HIzFFnni k- w w

VEGF, TGFb ) ich receptor - w, chemokin (CXCR/
prowadzi do final nego [Brdoksizin, 201Q; Blazejozyka ni s
i in., 2015] PoczNt kowo, Kom-r ki t wor z N
(ang. mi crometast asiy&k) u wWomodkRwegbdakiucC
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w stanie uSpienia, l atencj i, nawe-t przez
gospodar za i mo g N proliferowal w odpo
np. osgabi onej odpornoSci Or g armeeratmu . Ut
(ang. macr omet ast asi $Geiger, Pdeperz 20@800Brookm.e s i N ¢
2010; Vanhar ant al,stMdadgdNgsie@a o ubvMOrzedij guza

Wt -rnego w obrifibi e, beaaksaywnaisa ck i Bloakso S reekg ¢
iin., 2010]

1.1.4Regulacja procesu przerzutowania

Przerzutowanie jest procesem ielwetapowym i skomplikowanym.

Na kaUdym etapie regul owane | est przez

z nich, bndNcych przedmiotem poni Uszych
zewnNtrzkom-rkowej , bi agka RRaq, Nogladk r-
kl uczowym onkogenem, odgrywaj Ncym rol#f
Czynni ki te ulegaj N wzajemnej regul acj i

1.14.1. Met al oproteinazy maci eMMPg) zewnNtrzkon

-

Proteazy odgrywajN ogromnN rolfn w pr

proteazy serynowe (kalikreiny, plazmina), cysteinowe (katepsyny) oraz

met al oproteinazy ( MMP s, ADAMs) . Enzymy
w kancerogenezi e. Przede wszystkim odpo\
zewnNtrzkom-rkowej . Pozwal a fils naj Maud gpa o
guza, ut worzeni e przestrzeni dla migruj N

takich jak Sciany naczy@® czy bgona podst
aktywowal inne proteazy, a takUewtimor N u
czynni k-w wzirostbakcw zwi Nzanych z kanc
odpowiedzialne sN takUe za trawienie bia

czemu mogN zmniejszal adhezjn mindzy kot
[Brooksi in., 2010; Friedl, Al exander, Ii2nQ11; M ¢
2012]

Met al oproteinazy macierzy zewnNtrzkon
podgrupy peptydag EC 3. 4. 24) . SN t o %20mtveaphim€d od | o1
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endopeptydazy, kt-rych gg-wnN rol N jest
zewnNtrzkom-rkowej w celu przeksztagcani ¢
to potrzebne podczas owulacjmplantacji zarodka, organogenezy i morfogenezy,

goj eni a ran czy angiogenezy, a t ak Ue

nowot worowe wykorzystuj N aktywnoSi prot e
w nich nadekspregjUlissei in., 2009; Kessenbrodkn., 2 01 0 ; iikl,£2018]z ®n vy i

Obecnie znanych jest 28 MMPs (wty2 wy st fipuj N u czJowi ek a)
na grupy w zoleecdrfdXkdi adkd ywn kdlagenazypr ot e c
UOel atynazy, matrylizyny, stromielizyny,

bgonowe oraz met al oprotei ndajywi mikesszkyl ats d z
w kancerogenezie i progr-2is9 i ( elwatt ywroa aia o.
oraz poSr-MAdMTLMMMMP g§- wni e poprasic, i nt er &
Santibanez, 2014; Cathcarn., 2015; Cui in., 2017]

Tabela 1. Podziag oravakppcygféeknaakmgowneSzy mewn)

[ opr ac owa nnapodstagie lsrstie Santibanez, 2014; Cathcarti in., 2015; Cuii in.,
2017]

Klasa MMP Specyfika aktywnoSci
MMP-1, MMP-8, Kolagen typu I, II, 1II, IV_, V VII_, VIILX,Ue | ai
Kolagenazy agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elasty

MMP-13, MMP-18 nidogen, serpiny
Kol agen typu I, I, I
agrekan, laminina, fibronektyna, nidogen
KolagentypulV,XUe |l at yna, agr
Matrylizyny MMP-7, MMP-26 fibronektyna, fibrynogen, witronektyna, elastyne
enaktyna

Kol agen typu I, 111,
agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elasty

telatyn MMP-2, MMP-9

MMP-3, MMP-10,

Stromielizyny MMP-11

nidogen
Enamielizyny MMP-20 Kolagen typu V, agrekan, amelogenina
Elastazy MMP-12 Kol agen te)llastyl;a IV, Uel at
MMP-14 (MT1-MMP), )
Metaloproteinaz MMP-15 (MT2-MMP), Kol agen typu I, v, U
b P ono v?// MMP-16 (MT3-MMP), laminina, fibronektyna, fibryna, witronektyna,
(MTEJMMPS) MMP-17 (MT4-MMP), elastyna, nidogen, {adheryna, siarczan
MMP-24 (MT5-MMP), chondroityny, siarczan dermatanu
MMP-25 (MT6-MMP)
Metaloproteinazy MMP-19, MMP-21, Kol agen typu I, 1vVv, U

MMP-22, MMP-23,

niesklasyfikowane MMP-27, MMP-28

fibronektyna, nidogen

Met al oproteinazy wszystkich klas wyk

dl a wszystkich MMP s struktur a zawi er a:
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N-t ermi nal nym, kt-ra decyddgnmenal loakaal idan
katal i t koZEtN.n®Po@adto, wszystkie MMPs z
i -26) posiadaj N biagkowy gNcznik oraz ¢

hemopeksyny, ktaranbedpakcjaea mi ndzy bi ag
Anakierowuj eo MMP s na specyficzny sub:
produkowane sN w formie zymogenu, a brak

reszty cysteinowej obecnej w pdomenie z jonem cynku domekatalitycznej, przez

co dostnp do tej drugiej jest zabl okowany

prod omeny, dzi nki czemu czNsteczka zmien
aktywnoSi enzymatycznN (tzw. przedgNczeni
maci er zy mogN posiadal dodat kowe el emer
fiborynopodobna (MMPF2 i -9), domena witronektynopodobna czy domena

i mmunogl obul i nopodobna boga2 &) ,w kcy srteei mc
zmi eni al aktywnoSi zMMResembManawepr azt ek mlae

domeny kot wi cizd\bcnee njfie tw abnjsonmei-feb-15a-46) wbN ( MMP
GPI 1 glikozylofosfatydyloinozytol (MMP17 i -25) [Kessenbrocki in., 2010;
Cathcart in., 2015; Kessenbroakin., 2015; Cui in., 2017]

MMPs sN produkowane i wydzielane prz
proMMP . Do ich aktywacj.i dochodzi pod wpg)
rodziny peptydaz zwi Nzany c h-relatekpeptidases),ei n N
samych MMPs (aktywna MMP moUe aktywowal
autoaktywacji oraz oksydagprzez reaktywne formy tleniKessenbrocki in., 2010;

Mason, Joyce, 2011; Sotiropouloiun., 2009]

Kl asycznym mechanizmem aktywacji -MMPs J
co katalizowane | est przez przeksztagcen
regul owane j est przez szereg czynni k- w

plazminogenu (tPA, ang. tissue plasminogen activator), katepsyna B czy KLKs.
NajcziSciej jredgrud o wamgycgesttempoprzez UuPA,
bgonowego r ecept[Masaen, JoyaceP20R; UlisRén.c2009;Tany,

Han, 2013; Jaiswalin., 2018]

41



degradacja ECM
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Ryc. 14. AktywacjaMMPs[ opr acowani e w@gasne]

Akt ywne metal oproteinazy macierzy zewWw
wszystkim proteolizy biagek macierzy zew
[ wydziel ane zar - wno przez ikeolm- klim- rnkoi
mi kroSrodowi ska, przede wszyst kiKmstcmakr of
Santi banez, Rif,2@12; Caiheartsnz @05} i Okazuj e sin |
i U MMPs pe§ni mgulacgre,(pezarbtaolitykzog.Metaloproteinazy
wydziel ane przez kom-r ki guza, j ak [
chemoatrakcyjnie na neuscefiglue.a, Teo.edsdicN
ochronne dla nowotworu, jak r-wnieUO wydzi
VEGF czy MMPs. Metal oproteinazy macierzy
W progresjn nowotbvocmny, t p&beeaBakdPKlAGFz | al

oraz PI3K/Akt. Pegni N takUe roln Iigandu
( PARSs, ang. protease activated receptors
I nwazj i or az [Kirstig, rSantibariez, 20b4mKessenkrdck., 2010;

Kessenbrockin., 2015; Cui in., 2017; Shuman Mossn., 2012]

MMPs w wujficiu nowotworu kojarzone sl

[ przerzutowani em. Ok a z ulj leu cszi aiw N erdonlark , n a
etapie kancerogenezy. PodwyUszona il oSl |
sprzyja procesom takim, jak: (i) r-0Unic:
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mi kroSrodowi ska czy i ndukcjn okreSlonyc|
kt -re regulujN r-Unicowanie kom-rek do

nowotworu[Kessenbrok i in., 2015} (i) proliferacja kom:- i
guza, poprzez modul acji dostnhnpnoSci czy
zaburzenie r-wnowagi mindzy ni mi [ i ch i

regulacji z TGFb [Cathcarti in., 2015; Kessenbrockin., 2015; Gialelii in., 2011}
(i) stan zapalny, w wynilk modulacji cytokin i chemokifKrstic, Santibanez, 2014;
He r s 2i®n2012] (iv) inhibicja apoptozy, na sk
Pl 3K/ Akt, jak r-wgraeOaopjiot eobgandaz Fajs d
pogNczy sifn ze swoim receptorem Fas (Fas
kaspazy, co prowadzi do [pG oodiar-200bo Kystia) e | Sm
Santibanez, 2014; Kessenbradk., 2010; iide20KRzGRinckandi, Gores,
2009; Gialelii in., 2011} (v) angiogeneza, kt-ra ind:u

wW wyniku zwifnkszenia iloSci VEGF, wskut
proteolizn i zwi fkszenia jego doSinghpnoSc
i in., 2018; Krstic, Santibanez, 2014; Kessenbridok, 2 01 0 ; iiHg2012]z ®n vy i
Udziag MMPs w unikaniu odpowiedzi i mmunol
FasL obecnego na | imfocytach T, CoO uni e
nowot wor owych. Ponadt o, proteazy ADAMs o
aktywnoSci N [Kessenbraclke k., 2010; Gialelii in., 2011] MMPs

i naktywuj N takUOe, w  czynnjkn i ¢hemotakiyczne,t e o | |

kt -re powodowagdyby SciNganie w miejsce
o aktywnoSci p r Zmeackirwonf cawgo- tww ocr zQyw eljji arld orc y wn i
wchodzN w i nt earnmaik cd oep ezgden i sakcjzaadgradakja &&M y wu j KN

przez MMP s powoduj e uwol ni eni e czynni k-

dla neutrofil-w. Te z kol ei indukuj N pr
pronowotworowew tym MMP-9 . WystfAipuj e z aotne dodasip:r z i Ue
MMP s przyci Ngaj N neutrofile, kt -re W\

w

w mi kroSrodowi sku guza wKeBsEnbrock in.i20l0e z gy n
Her s zi®m,y2012; Shuman Moss in., 2012] Ochrona nowotworu przed

odpowiedzi N gospodarza jest takUe osi Ng
receptoraobecnegohai mf ocytach T, c¢co hamuje i ch pr
TGFD co skutkuje ograniczeniem odpowi edz

nowotworowym (Ryc. 15B)Shuman Mossin., 2012; Gialeli in., 2011}
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MIGRACJA
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wydzielanie MMPs w‘
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Ryc. 15. Udziag MMPs w kancerogenezie [opracowani

Jak juU zostago wspomniane, MMPs u
W progresji nowotworu. RegulujN i aktywuj
na kaUdym jego etapie: -EMTeksitnaavajs@ac| imj
W miejscu wt-rnym oraz przygotowanie ni s:
I ndukcj a pr z emeeachymaleg i tz | ukNiAs epizebiega
dwoj ako: (i) akwywynNkaner ©GEol itycznego
i ndukuj e EMT; (i) met al opr ot «adheyrg,y mac i
bAdNcej inhibitorem EMT orazkodg[Fuxdyaj Ncej
Karlsson, 2012; Krstic, Santibanez, 2014; Shuman Mass 2012; Gialelii in.,
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2011] Ponadto, degradacjalEa d her yny p o wo datgniey, wwyrd ni e n i
czego dochodzi do aktywacji szeregu c
zapoczNt kowuj Ncych EMT o rfSinghiip.,r20l8; Eredl,pr o g r ¢
Alexander, 2011]

MMPs wuczestniczN w przeJamywaniu barier
takUe produkowane przez i nwjSihghoip, @08, a pod:
Kessenbrock in., 2010; Kessenbrockin., 2015; Shuman Mossin., 2012; Gialeli

i in., 2011; Isaacsonin., 2017]W wy ni k u z2vMPsptbtedijy lamiainy,
dochodzi do powstania czynnik-w indukuj N
w powstawaniu ni szy wt - rnej . Do czynni
przerzutowe nal eoltNa-bV ETQEFF,- rTeGFwr az z f i br or
S®Ngnifncie do niszy i zakotwiczenie w niej
pochodzNcych ze szpiku kostnego. Ws zyst
met al oproteinazy ma c iKessenlyrockzire, 201N iSumano m- r k
Mossi in., 2012;Gialelii in., 2011]

MMPs mogN wykazywal takUe aktpyrwnmooSidal pr .
programowanN Smierl k om- r ki kutekruwdanieriaa mo wa |
C z y nni kangmgerayoht (yp. angiostatyna, endostatyna, tumstatyna) podczas
proteoliy s kgadni k-w ECM (np. kol agenu typu I
pegni N funkcje przede Wwszahy sptokdiwy Usrzaomaw oet
koreluje z progresjN nowotwor u, nawr ot em
dl a pacjent a. ZkawaeaU jest $ebinak tod typw wnawowwvoru,
jego stadi um, j ak r - wn i[Kestlc, Santilapeg,c2814; pr odu
Kessenbrock in., 2010; Iiide2012;zK@ssenhrodkin., 2015; Gialelii in.,

2011; Isaacsonin., 2017; HadletOlseni in., 2013]

Regul acj a aktywnoSci met al oprotei naz
przeprowadzana jest na poziomie transkry
do aktywnej formy), atdie poprzez modul acjn aktywnoSc
regul ator-w MMPs nal eUN czynni kbi, tEaGkF,e,
VEGF, PDGF), cytokiny (TNFJ, -11bL, -6),INFe B, MAPK/ ERK, bi ag
ROS prostaglandyna E2 (PGEZ2), i nne met al
degradacji ECM. MMPs indukowane sN takUe
h i p o[Krsti¢, Bantibanez, 2014; Cuin., 2017; Gaffney in., 2015]
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MMP s podl egaj N takUe negat ywne|j regul ac
tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy (TIMPs, ang. tissue inhibitor of matrix

met all oproteinases), kt-re miesbelaktywneet al op
Do inhibitor-w MuMPlsr ogl eIl it a&k Uer &2 bi agk
indukuj Nce powr -t do post aeinducipg cgstemeot n e j
rich protein)) He r sim®20¥2j Gaffneyin., 2015; Affarai in., 2009]

1.142. Ukgad uPA/ uPAR

Gg-wnym mechani zmem aktywacij.i i Zzar a
uPA/ UPAR. W wyni ku podydNakignatod mazmedgenu ur o K i
(uPA) Z jego receptorem, dochodzi do ke
do plazminy, kt - r-sIMPzdo KMIMH. Bonadta, lsamg parziniea pr o
takUe moUe d gRraoksiiro, @G10; MaschMoyce, 2011; Ulissa.,

2009; Tang, Han, 2013; Jaiswah., 2018]

Urokinazowy aktywator plazminogenwy d zi el any | est zar - wnho
nowot wor owe , j ak i kom-r ki mi kr oSrodow
jednogaEG uchowego zymogenu, kt-ry aktywo
cincia prowadzonego przez proteazlh) taki e

czy kali kreina. W wyni ku tych proces - w
czNsteczka. Posiada ona trzy domeny: don
serynowej -tnear nki on@&cl un y@n, domenn kringle or

wzrostu na wb&EbUa B [Ukssedin. NG0B Rang, Han, 2013;

Jaiswali in., 2018] Gg-wnym substratem dla uPA | e

[ pl awyrd tnfigpriutjlea wz aj emnej aktywaciji, t ]

akt ywa«jPA pooaktywnej czNsteczki, z kol e
plazminogenu do plazminy. Ork i naz owy aktywator pl az
samodzielnie aktywowal pl azminn, j ednak!

aktywnoSIi ta wzr as {Masork Joyck, 20l¥, Taegs Han, @018,k r ot
Jaiswali in., 2018]

Regulacja uPA ma miejsce (Ryc. 15A). iia poziomie genetycznyiin gen PLAU,

koduj Ncy uPA, regul owBRKycJmNOer myhapnkeki
(JNK, ang. €Jun Nterminal kinase), czynniki wzrostow&inazy FAK i Src, jak

r-wnieoB;NFii) na poziomi e elacjiiglenetgacyy c zny m
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DNA, acetyl acji i deacetyl acj i histon- w,
hi stonowych; (ii1i ) piocpynnkievzrostoveegtakie jakcEEGHR wy d 2
czy VEGF, | add i nwawuyizeelnk URAF (iv) poprzez prt e o | i z i
sekwencji pre zymogenu (trypsyna, termolizyna, katepsyny, kalikreina, plazmina);

(v) zahamowanie aktywnoSci przez inhibit
plasminogen activator inhibitorg)lissei in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswah.,

2018]

Wi fkszoSi czNsteczek uPA wy s tzyimpgejue  w
|l ub zwi NzangchW &sobdpwPAku nowotworu, po
podwyUszony, gdyU produkowany jest r-wn

Biagko to uczestniczy w nabywaniu fenoty
takUe wi amodhiinwazjn, migracjn [Wsseaz pr z
i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswah., 2018]

Receptor uPkPA (UPAR) j est biagkiem zako
Nie posiada on domeny transmembranowej, zakotwiczony jest poprzez GPI,
dodgNczony dtermidpaefe uRAR posiaiazyr domeny: D1, D2 i D3
uczestniczNce w wiNzaniu uPA, przy czym
Opr-cz uPA, uPAR moUe wi Nzal sin takUOUe z
oddzi agywal z i nnymi powi erzchni owy mi r
procs ach zwi Nzanych =z kan c[dlisseire, 2080z Tangj prze
Han, 2013; Jaiswalin., 2018]

UkgaduRARR podl ega negatywnej regul acj i p
do rodziny serpin (i nhi bseine@roteagenhibiton,t eaz s
PAI-1 i PAI-2, przy czym ten pierwszy odgrywaawd ni ej sz N r ol fi. Bi ag
sN Ainhibitorami samob:-jczymio, jako Ue z
z degradacj NliPA-Bi mbgbr aakBAal hamowal akty
inny inhibit or -amyplazmidazA2APY), czesticzy W maktywadi
plazminy[Brooksi in., 2010; Ulisse in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswah., 2018;

Li iin., 2018]

Gg-wnN rol N-uBRBadjuesuPA ndukcja akty
wW szczeg-lnoSci pl azminy i met al oprotein
maci erzy zewnNtr zkonyrckho we jg utzkeam, e kn ascNesyi @&
czy bdony podstawnej, wumoUliwiajN inwazij

~

jako Ue UPAR nie posiada domeny transme.
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wzdguU bgony kom-rkowej i dobiagkhba tHwomil
podgNczeni a mindzykom-r kowe or az mi ndzy
przeprowadzaj N proteolizn biagekPAR aangal

poprzez indukcjn wytwar zarbi,a E&GFY, n WiEKGFw VA

FGF, | GF) , rekStlywmayocjhii sk ak-w mol ekul arny
NF-a B, Pl 3K/ Akt), j ak r-wnieU interakcjn
proliferacjn, angiogenezn, i nwazjn, mi gr

sN takUe i/mPARak® eszdRwamimizamnigatdokc| n
jak r-wnieU biagkami Rho. Dochodzi wtedy
fenotypu migracyjnego i st y[Brooksaim,j2010;i c h p c
Ulissei in., 2009; Tang, Han, 2013aiswali in., 2018]

1143. Bi agka podrodziny Rho

Rho to nadrodzina kil kudz-Hazsavanyahi u bi
takUe ze wzglndu na swoj N niewi alakjV nmas i,
bi agkami G l-audama.gybnd rGajfPwadnri @j sayelNpo R
Rac2, Rac3, RhoG), Rho (RhoA, RhoC, RhoB) oraz Cdc42 (Cdc42, RhoJ, RhoQ).

Gg-wnN funkcjN biagek Rho jest interakcij
poli meryzacjhn i depoli meryzacjn Umo Ul i
t worzenie wypustek, mi gracj n, a takUe z
kom-rki. Biagka Rho odgrywajN takUe rol
mitozy i cytokinezy, jak r-wnieU w hamowv
akt ywnoScit -kkeam-nraktar,afki §a na i nnN kom-r ki,
Bi agka Rho wchodzN w Scisde interakcje z
uczestniczNc zar -wno w regulacji adhez|j

zwi Nzanych z migr &ojmN rie kp m o eviKimadaavakavry ic & m
i in., 2011; Batson in., 2013; Jansem in., 2018; Malinova, Huveneers, 2018]
Szczeg-InN roln w raku jelita grubego od
nadekspresj.i w tym nowotwor ze. Z kol ei,
przeci wnowot wor owNJansering2p®] zmni ej szeni u
Bi agka Rhug NwyrkaUni ce w budowi e. Ws p
przedstawicield@ rodziny |Jest obecnoSi d

na ko& u N oraz domena efektorowa o powi
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w czitSei miChal nej . Domena tbla poptteamskadyjaej e w
poprzez dobudowanido jej strukturyreszt lipidowych farnezylu, geranylogeranylu
pal mitylu czy mirystylu. Biagka podrodzir

sN geranylogeranyl em, przy c¢czym RhoB w
farnezylu. Dzinki |ipidowemu Aogonowi 0 bi
odpowi edni o | okalizowane w kom-rce (w ko
oddziagywal z okreSl onymi c[Jansennni., ROA&N| , re

Wertheimeri in., 2012; Hanna, ESibai, 2013; Warnerin., 2019; Ridley, 2015]

Bi agka Rhot nrpogwa i wyws f or mi e aktywne]
PrzegNczenie mifndzy nimi regulowane jest
GTPazowN magych bGHdse ketivating p®wiRsy graz ezyngiki
wy mi any nukel otyd:-w guanyl oeotyde kexchdnGE F s ,
factors)\GAPs i ndukuj N hydrolizi GTP przez bia
Z kolei GEFs katalizujN przeksztagcenie
Tym samym, forma aktywna zwi NZzan@DP,j est z
Ponadto, w regafrazczpanmafeowbhn6&6TEN bi agka
dysocjacjn nukleotyd-w guaninowych (GDI s
i nhibitors), kt -arzeo wNi NUMN gedkmeRmhio ,GTzRapobi e
[ u t rcgeywrstapieNnieaktywnym (Ryc. 1¢Klimaszewskai in., 2011; Jansen
i in., 2018; Wertheimerin., 2012]

Biagka Rho aktywujN okreSlone efekto
cytoszkieletuPr zedst awi ci el e podrodziny Rho akty
(ROCK, ang.Rho-associated protein kinase) oraz ssaczy homolog demnanous
(mDia, ang. mamman homolog of diaphanougHanna, EiSibai, 2013] Ich
indukcj a skut kuj e s t a, bkurczerdem c gktynomiezyny k i e n
i pol i merwy[Zaasen i 204 Wertheimer in., 2012; Hanna, ESibai,

2013; Warnei in., 2019]
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EGF
PDGF

HGF .

insulina

napre¢zeniowe

F-aktyna
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03]

inhibicja bialek
Rho

tancuchy
lekkie \
miozyny mo ; ge)
2]

(MLC)
50

zmiana polaryzacji komorki
tworzenie protruzji
kurczliwo$¢ komorki
skracanie ogona

MIGRACJA
MIGRACJA

Regul acj a akodrgdasimy®®ci i chag@élkt or
przeksztagtapracakwByne wdgasne]

Ryc. 16.
RTK i receptorowa kinaza tyrozynowa; PIP2 fosfatydyloinozytolo-4,5bisfosforan; PIP31

fosfatydyloinozytolo-3,4,5trifosforan ; DH, PH T domeny GEF; GEFia kt y wat or
bi agdekieRheok;t omDyl Ab,i aRjGEGata RIM;MLC L 1 MK

GAPiinhibitor
gaCEcuch ekki mi ozyny

W W procesi

bi agek
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Dzi ki a&ftekwtnbdukcovanghpr zez bi a § kagestRdolna k o m-
do tworzenia protruzji | amel | i podi - w, filopodi - -w czy
nastnpst we m -pkyhyiije) kurcyeniavskuiek dEpolimeryzacji aktyny.
Ponadto, w wyniku przesuwania sin miozyn
doruchu. Na skutek poli merasykaagjniy idodcéedpdlzii
do skracania Aogonaodo podczas ruchu, a ak
kom-r ki do ECM. RhoA i RhoC uw@z-eksitenni c z
naprfiAUeni bwygt & logniskewych (FAs, ang. focal adhesions)
kt-re zapewni aj N odpowi edni e naprfnUeni
do przemieszczenia sin, w yJdngemilra, 2018; or a z
Wertheimeri in., 2012; Hanna, ESibai, 2013; Warnerin., 2019; Pellegrin, Mellor,

2007; Burridge, Guilluy, 2016Ponadto, GTRRzy Rho, szczeg- -1l nie z
uczestwiyezmnbcwani u ki er unkauz noidggruyjwecjeN kklot
rol n w wypesteksensaryaznydhf i | o p[@vdrmeri w., 2019; Ridley,

2015; Karlssonin., 2009]

Bi agka Rho uczestniczN nie tylko w kIl asy

(ruchu mezenchymalnym), ale teU podczas
Szczeg-I nN rolf odgpPanseain., R018ut aj RhoA i R

Odgrywmaej klawczowN rolfn w migracji i f
dzinki modyfi kacij i cytoszkieletu. Okazuj
pronowotworowe niezaleUne od przeksztagc
licznych szl ak:- wvimbhkekanarakchwnd$h w no
j est wyni kiem nadekspresj.i GEFs [ czyn
pozytywnie regulujN procesy takie, j ak:

iwzrostguzda popr zez indukcjn cykchodreyklinfObKs, D1) i

ang.cycindependent kinases) oraz hamowanie i
genu supresorowego, biagko p21); iii) p
popr zez szl aki MAPK/ ERK, ROCK/ LI MK2 or a

poaptotycznego Bax or az ilwiwgnkkirsdukgiHe-B ; (i
[ VEGF; (i v) progieespnzez pszleakuPoB®ENAE
HIFF1IU z jednoczesnN inhibicjN VHL, indukec
t owar z yrsazieN¥es (YAP, ang. Yesssoci at ed protein),

e k s p r-kagepiny[Jahseni in., 2018; Wertheimer in., 2012; Hanna, ESibai,

2013; Karlssonin., 2009; Croft, Olson, 2011]
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Bi aglb® Rlykazuje aktywnoSi przeci wnowi
zal eUnN od JNK indukcjn biagka proapopt

cznsto dochodzi d o s u[pansersii.,i201l& CrofB Olsen, n o wo t
2011} |l stniej N doniesienia 0o pronowotworow
jednk potwi erdzone, a wifnkszoSI Fr-degd ws

I funkcje przeciwnowotworowe.

Regul acja biagek Rho podlega przede

MogN one ulegal indukcij i pod wpgywem Kki
indukowany h przez RTKs. Okazuj e sin, i 0 sz
akt ywowal Rho. Ponadto, ulegajN one regu
Te drugie mogN byl indukowane ddJamdnt ywac,]

i in., 2018; Wertheimei in., 2012; Hanna, ESibai, 2013; Warner in., 2019]

Ponadtp aktywnoSi biagek Rho, w szczeg-1noS
kinazn FAK; moUe to byl regulacja pozyty
j est, i U proces a kot yprzex cCFAK zadhodzi cyldidzriiey wa c j i
Na poczNtku cyklu ruchu kom-rki zachodzi
indukcja RhoA[Tomar, Schlaepfer, 2009) st ni ej N takUe donies

aktywnoSci biagek Rho przezwsa®Hei MMPsp I 2
pr ot e ekhdhexyny)[LEnch i in., 2010; Orgaz in., 2014 Podej r zewa s
i U0 za i ntegracjn MMP s [ bi agek Rho odr
receptorem dla kwasu hialuronowego (HA,
zwi Nzamidw, | iHAg przekwniif ezaygamgr kdio, C (
zwi hkszeniem proliferacji, i nwazyj noSci

Proponowanym mechani zmem odpowiedzial nym
szl ak-w Twist, bi agek RhoA i RhoC oraz s
z CD44. Okazujeec espitiiorr -twenni entlb, Ue OwirNzal akt
maci er zy ( g9)[Bourguigeoni MMZD10; Torre in., 2010; Cheri in.,

2018]

1.1.4.4, Cyklooksygenaza2

Cyklooksygenazy (COXs), «czyli syntazy prostaglandyn (PTGS,
ang. prostaglandirendoperoxidase synthas¢),o r odzi na enzym-w n:

gupy ksy dor eduktaz (1.14.99.1) o aktywnoSci
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na retikulum endopl azm&tykd domkmy gerbaoni k:
przeksztagceni e kwasu arachidonowego, l
do prostagl andy naz tfoD®ksan& &2, Pomanb 3 izoforny tego r
enzymu, przy czym cyklooksygena2a, zwana i ndukowal nN, odg
w stanie zapalnym i kancerogenezie. GOX mo Ue byl produkowana
kom-rki guza, | dSbolewskiink20103 uiond 2005; Behebi

iin., 2018; Su in., 2016]

COX-2 ulega indukcji wskutek przerwartgai Nggo Sci t kanki | ub
sin stanu zapalnego. Zatem w kom-r kach
czy wczesnych polipach jej ekspresja jes
nadekspresji. Do czynnik-w2 nnn@NkayNokch
(TNF-U, -11bL-6) L czynni ki wzrostowe, l i popol i s
U- § c il adeoisycholowy (DCA, ang. deoxycholic acid). Ponadto, ulega ona
wzajemnej regulacji z N B o r a #SamadliGnS 2015; Vanninii in., 2015;

Sobolevskii in., 2010; Liui in., 2015; Benelliin., 2018]Wy k azano t ak Ue, i
2 moUe ul egal-e & adltUynvwegcjoid p\Fzez bi agka R
ROCK|[Benitahi in., 2003; Lang in., 2017]

G- -wnym produkteth alwt N\wao$mi zCOXwot wo

prostaglandyna E2. Powstaga PGE2 szybko

receptorem (EPL1, EP2, EP3 l ub EP4) , ak
W kom-rce, w zale®Ucoceftiorodosegd, pkbudyon
pobudzenia EP1 dochodzi do nagromadzeni

pobudzenia fosfolipazy C (PLC, ang. phospholipase C) oraz trifosforanu inozytolu
(IP3, ang.inositol triphosphate . Zwi Nzani e si P4 RovaEd2i z EP

do kaskady aktywacji biagka G oraz cykl a:
co skutkuje zwinkszeniem il oSci c AMP (
w kom-rce. Prowadzi to do indukcji okreS
kihaa bi agkowa A (PKA, ang. protein Kkinas:ée

prowadzi d &k ad lethy ma/cj iDolchodzi wtedy do zw
zaangaUowanych w wunikanie apoptozy czy
i migracyjneq@atkomimalkikcpPon moUe ul egal
pobudzeniem cykliny i wzmoUeniem prolife
do aktywacji biagek Rho (Rac1l). Receptor
do EP2 i EP4, a jego aktywacja skutkujeiniicj N cy k|l azy adenyl owe
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i 1 oS c i[SamadliMP, 2015; Jansehin., 2018; Sobolewskiin., 2010; Liui in.,
2015]

Cyklooksygenaz odgrywa kluczowN rolfAn w ind
zapalnego oraz w kane2er ojgaekn eizi RGEZ ag N ww o
z mirkordooSvi s ki em nowot wor u. | ch aktywnc
pozakom-r kowe skgadni ki TME, gg- wni e
[ dojrzewani e skgadni k-w kom-rkowych
wydziel ani e pozdk Pl rcdloA)y Teh z KoleiLnai | aj N
I mmunosupresjn oraz ucieczkn spod-2nadzor
ulega wzajemnej regulacji z N\6B or az i NOS/ NO, CO Wz ma(
w Srodowi sku guza, | ak [Sthetteidang 2040; ®amadia n i z mi
in., 2015; Liui in., 2015; Zelenayin., 2015]

GUZ NOWOTWOROWY 1 JEGO
MIKROSRODOWISKO cp4

Th
MDSC /\ .
CDs

! —|.1c

ODPOWIEDZ

\ PRZECIW-
@ NK NOWOTWOROWA

@ D( \

—'MH( kL1
COX-2/PGE2
/ PD-1 -
(TLA s

/7“ ~17 ANGIOGENEZ/ .. T ] hmlogle limfocyt B

Treg

.............

proliferacja limfocytow T i B

komoérka supresorowa pochodzenia

mieloidalnego (MDSC) firoblast (CAF)

(® komorka nowotworowa ®  makrofag M2 (TAM) & neutrofil (TAN)

@ limfocyt T regularorowy (Treg) . limfocyt T pomocniczy (Th) . limfocyt T cytotoksyczny (Th)

@ komorka NK (natural killer) @ komorka dendrytyczna (DC)

Ryc. 17COX2dRiGE® wydzielanych przez kom-rki nowot
mi kroSrodowi ska wi isnmamioenodapalcpym [opracowani e W

Cyklooksygenaz2 wraz z PGE2 oraz w mniejszym stopniu innymi

prostagl andynami, odgrywa klubywwNsidl fic
gg - wndper zez inaktywac]j APCKHRya g8k @OX-8/BGER e s or o
uczestniczy takUe w i nduk prpmocj pngiogeriefye r a c |
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oraz inhibicji apoptozy. MoUe[Sammdilde, pop:
2015; Greenhough in., 2009; Liui in., 2017; Sui in., 2016} Ponadto, pdczas
hipoksji COX-2/PGE2mogN si |l ni ej wz mdgali Ualdtzy verj eS1

w warunkach normoks[iGreenhough in., 2009]

Wykazano, i U zwifkszona2 ejkesoptr esiwaNzarkd o
prognozN dla pacjent-w i winkszNOdghmi ert el
iin., 2008]

TGFBRII

MIGRACJA
INWAZJA

PRZERZUTOWANIE

NV’\
Ryc. 18. dAFGE®R & OXancerogenezie [opracowanie wg(g
EP1 receptor PGE2; ACi cyklaza adenylowa; PKAT ki naza bi a®klbbiwagko ®Brty

apoptotyczne; IAPibi agko hamuj NcébmrpghkooadpoBE®BGRdAdzZi wWczesne
Tcf-471 czynnik transkrypcyjny;

W farmakoterapii raka jelita grubego oparte na hamowani u ak:
COX2 wykorzystywane sN niespecyficzne i
nal eUONce do grupy niesteroidowych | ek-w
grupy naleUN gg§-wnie aspiryna, ziabSuprof
np. celekoksyb (celecoxihpobolewskii in., 2010; Greenhoughin., 2009; Liui in.,
2017; Sui in., 2016; Gong in., 2012; Salehifar, Hosseinimehr, 2016; Shawv.,
2017]
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115 LekoopornoSi nowot wor - w

I m wyUsze jest stadium nowotworu, tym
na |l eczeni e. Nowot wory stadium | V, pr
w najwyUszym stopniu. Odpowi edzialne za
obecnoSi wt -rnych edmeske chkjabv, i mmas$
ze wzglndu na dgugN, czfhiisto wieloletniN,

podwyUszona ekspresja system-w opornoSci
mi ndznyny mi bi agka, kt -re w spos-dwkiczynny

w tym leki chemioterapeutyczne.

OpornoSi Il ekowa polega na zmniejszeniu

docel owych. W przypadku nowotwor - -w wystn,
(MDR,ang. mulidr ug resi stance), zjwedNemnekrrze $lpon
a na cagN grupn. OpornoSi wielol ekowa mc
kom-r ki nowot worowe wykazuj N aktywnoSi s
zostanie |l eczenie oraz nabyta w przypadk

na dziaganie |l ek-w, uzyskuj NHuimp20t6no Si w
Namee, OO0Dr.i scoll, 2018]

Kom-r kviot wor owe wyksztagcidporwoeicd mec hlaa
uj awni aj Ncpahpozi omi e:

a) molekularnymi z mi any epigenetyczne, mechani zn
czynnie usuwaj Nce ksenobiotyki, inhibic
b))k 0 m- r k iomeghanizmy mitochondrialnepm any w cykl u kom-r Kk
c)pozakom-iTkaodwiyamy mi kr oSrodowi ska, czynni
pncher zyki zewnNtrzkom-r kofdeijin,e018;y my me
Namee, OODr i scaih.]2018;2iDir,2016; PakthivelaHariharan,

2017; Buerai in., 2018; Nacii in., 2015; Guerra in., 2017; Velaei in., 2016;
Houthuijzeni in., 2014]

JednN z cech nowotworu jest .in@Qkaywjaej a
jedn&lom-ir @i nowot wor omechamznyijegp haprgwyitalfig i nn
jak biagko WRN, system HOTAIR czy kinaza
w wyni ku aktywnoBziifiloin ktogram -mogN byl opor
powoduj Ncych powstawani e HJSpkthivel warivaramat er i
2017] Ponadt o, charakterystycznN cechN now
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W wyni ku tego skutecznoSi substandgji i |
programowanej i&ona[duiin.i2056;,eSakthived, Harikaran, 2017;

Buterai in., 2018; Nacii in., 2015] Zmiany mitochondrialne, w tym mutacje

w mitochonrial nym DNA ( mt DNA) , prowadz
na apoptoziakUsezliakdnugkacdeaanych w progres,]
Ponadt o, prowadzi to do promocj[Guerai agek
iin., 20177W kom-r kach nowotworowych <cznsto dc

enzym-w uczestniczNcych w [Pathaniti in.a2018ff or mac

Kom-r ki nowot wor owe zdolne sN wytwarzal
ang. extracellul ar vesicles), za poSredt
kom-r kami r-Une czynni ki, takie jak mi RN
i enzymy. WSr-d tych czynnik-w znajdowal
czy mi RNA takNkakNgwnoSi. Ponadto, EVs n
do opgaszczania i usuwalnNameleek -OW Dzr i w0t
Buterai in., 2018] Kl uczowN rol i w | ekoopornoSci o
i pozakom-rkowe skgadni ki TMEUe worna mbw
promowana przez EMTor a z nowot wor owe k [Bakthivelk i ma

Hariharan, 2017; Buterian., 2018; Velaei in., 2016; Houthuijzemin., 2014; Ween
iin., 2015]

1.151. Bi agka opornofwbDR) wi el ol ekowej

Do najwaUni ej sz yaddho wamyrcrhi kw we hzears nogo p o

bi agka opornoSci wielolekowej, bandNce p
wi NONcych ATRTPpAB@A@s hgam@ssetes). SN to t
o charakterzd r ansporter -w, kt - -re uubstdidjiipraez aj N t
bgomndr,- wno z kom-rki, jak i do niej. Do t
innymi czNstki sygnagowe, metabolity czy

48 przedstawicieli tej rodziny uszeregowanych w 7 podrodzin, ABBEG. Trzy
najwaUni egaaegdlaya&me w tocglkepnoteinaoP @@p,n o S i

ang.PRgl i coprotein), MRP oraz biagko opor noS
resistance proteifHu i in., 2016; Weenin., 2015; Fletcherin., 2016}

Bi agka aMRRINNn do podrodziny ABCC, d «
9 przedstawicieli. Biagka te zlokalizowa
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z -hlel i s przeni kaj Ncych membr ani, zgrup
transmembranowe T MD (ang. transmgmbr ane
ang. membrane panni ng domai n) , kt - re z kol ei p
nukleotydy (NBDs, ang. nucleotidei ndi ng domains), odpowi ed
ATP (Ryc. 19A) . W pedgni struktuNRBLne MRI
i TMD2-NBD2, przy c ym ni ekt -re MRP posiadaj N dod
Transporter w stanie wolnym otwarty | est
[ hydrolizy ATP dochodzi do zmian konfor
transportera na z e wn Nt rangportdwanego r skibistratui u W
a nastnpnie powr -t biagka[ZthgY-Kitim., 205 ury pi
Kryczka Boncela, 2018; Robeyn., 2018]

A dhugie MRP
(MRP-1, -2, -3, -6, -7)

krotkie MRP
(MRP-4, -5, -8, -9)

Ni,  TMDO T™DI1 TMD2
.\
T [ Sunii S 1 | bl
| | L | [LLLLLL | boiblL J | Ll |
~ COOH
NBD1 NBD2
B uwolnienie
substratu
przestrzen zwigzanie Zwigzanie hydroliza ¥ uwolnienie hydroliza uwaolnienie
zewngatrzkomérkowa substratu ATP ATP | ADP ATP ADP

N e L e L
ot Q0 Q0 W @ W ¢ NP

awolny” Zmiana Zmiana powrot do stanu
transporter konformacji — konformacji — wyjsciowego
zblizenie domen otwarcie
NBD transportera
na zewnatrz domena domena S transportowany - ATP
komorki TMD NBD substrat ADP

Ryc. 19. Struktura biagek MDR podrodziny ABCC ( M
za ich poSrednictwem (B) [opracowanie wgdasne]

W wyni ku zwi Nzania substratu dochodzi do zmian Kkc¢
domeny NBD1 i NBD2 ulegaj N zbliUeniu do siebie.
ATP, kt-re kolejno najpierw ulegaj N premwszejo!l i zi e,
z nich powoduje zajScie zmian w konformacj. bi aglk
na zewnNtrz kom-rKki i uwol ni eniem transportowane
drugi ej czNsteczki ATP powoduje KHahepgdonestmuahyurkc
pierwotneji ot war ci a transportera do wewnNtrz kom-rKki
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Biagka MRP odpowiadajN za transpor
kt -ry odgr ywa rol n w regul acji transpo
gl ukuronowego, fosfoljpipdowtagwasdwn Ui gt¢
cyklicznych nukl eotyd-w oraz cytos-tatyk:-
11), doksorubicyna, etopozyd czy winkrystyiu i in., 2016; Fletcher in., 2016;
Domenichinii in., 2019] W r-Unych nowotworach, w tyl
MRPs ulegaj N nadekspreessgabN coodppowi Bdan &
na chemioter api fWeeniin. 2915 Fletch&r mw2016] e Bii a g k a
te, opr-cz usuwania z kom-orki w elozw,jmodgN

nowotworu. Za sprawBNABC@i tdtyan&kporeowalne

i ndukowal szereg szlak-w molekularnych w
w procesach anabolicznych, dzi nki czemu

kom-rek. MRPs wuczestniczN ytnakiOel ew ktortan s
co skutkuje nasileniem stanu zapal nego,
oraz indukcj N angiogenezy, mi gracij i [ i n
do ABCC translokacji na zewnNtrz kom-r|

z proliferacj N i[L pmz2oley Kriycekey Bdnoern, 2058k
Domenichinii in., 2019]

MRP s mo g N ul egal nadekspresj.i ni e tyl k
mi kroSrodowi ska. TakN cechin wykazuj N mihf
do progresji nowotworu i chemiooporo Sc i . Ponadt o, MRPs or a:
mogN byl przekazywane mindziyskKao,m-m& ami z\g

za spr gLiviN., V6sDomenichiniin., 2019]

MRPs oraz pozostage biagka MDR ul eg:
promuj Nc progresjhowymazczpndNEki elkml uzaan
w chemioopornoSi. Do czynnik-w prlomuj Nc
czy cytokiny, -1jfldukiin.n2816]pMykazekod & e | Li U bi a gk
(gg- wgpi ealPe t-hiki)Je uMRR al mogN indukcji poc
COX-2/PGE2[Sobolewskii in., 2010; Saikawa in., 2004; Surowiak in., 2008;

Maengi in., 2014}
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1.16. Wzajemna regulacja czynnik-w zaangaUo

Do g§g-wnych czynni k- - w regul uj Ncych

przerzutowanie kom-rek nowotworowych, Z €
jelita grubego, nalce @N z yne z @ wo Nt 0 z & io ma z K
rodziny Rho oraz cyklooksygena2a. Szczeg:- |l nN roln w

przerzutuj Ncych odgrywa takUe opornoSi
odpowi edzialne sN mifadzy innymi bi agka

czynnirkiedsnh ogem bada@ niniejszej pracy.

Pomindzf, CUONXKPSs [ bi agkami Rho wystnpuj e
Met al oproteinazy macierzy, poprzez zaleU
RTKs, indukuj N szlak aktywacj.i bi agek F
GTPazy Rho poprzez integry+#y.moWek awaNzoal t
z receptorem dla kwasu hialuronowego, CD
podrodziny Rho mogN r-wnieU ul eyyRGE2 akt yw

poprzez szlak MAPK/ERK. MM® mogN byl z kol ei i ndukoc
a takUe w wyni ku-2/PGERl aktvagi]j szlakudMARKERK
orazTGFb i-aBIF Ekspresja metal oproteinaz maci

zwi fkszeniu w wyni2 us tzyamuS co vaa nfaM ZneozU0e® Kbnyal z
ROCK, natomiast szlak COX/ P GE 2 mo Ue i ndukow&ki bi
wielolekowegd , Wgawmaine PakUe2 mdle ywd madkrsi
ekspresj n-1brazMgdk MRP

WzajemnN regul arcij ki- v pgd rszaendysctita veizoymo na Ryc
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1.2 Rak jelita grubego

Rak jelita grubego (CRC, ang. col or e
wystnpuj Ncych i naj bardzi e] Smiertelnych
bardzo cznsto wykrywany | est w p-Ffnym s
na wyzdrowienie czy priéy c i e . Powodem tego mogN byl
choroby oraz duUe spektrum czynnik-w eti

Wi fkszoSl nowotwor - w | elaenaarcnompbego t
MogN one powstawal z e z madanomag a gjoadkn yrc-hwn i

zpd i p- w.

1.2.1.Epidemiologia

Zachorowal noSi i ungreubad ghao Swy knaaz urj aek at
wzrost owN. Wedgug danych przedstawionyc

(wykonywanym kaUdego roku przez Mifndzyna

(IARC, ang. Internlion al Agency for Research on Canc
w roku 2018 I|liczba nowych przypadk-w CRC
z kolei |iokbgozg80 - wysifncy. Ten typ now

mi ej sce p ozda cwhzogrl afwdagd@ei wd k o nt e k[Brayiiia., Smi er
20188 W Europie, |liczba szacowanych zachor
tysificy, zgon-w za$S okodo 200 tysinfncy ( we
Onkologii Medycznej (ESMO, ang. European Sociaily Medical Oncology oraz

| ARC) . Naj winkszy odsetek =zachorowa@ i
WEuUuropi e przypada [BrayiiNo0201& eviglvenzi im., 2000 g r vy

W Pol sce, CRC w 2018 roku byg na druginm

(ok. 61 tys. przypadk: - w) [ trzecim pod
w przypadku mnUczyzn oraz trzecim miejsc
(okogo 33 tys.) i z g o ru-kebiet (Tatk BJEedayilin3, t y s . )
2018]
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Tabel a 2. Szacowana zachorowal noSi i umi eral noSi
Pol sce, Europie i na Swi eci eBrdyoim,26l8 Mavezziire, wjasne ;
2017; Ferlayi in., 2018]

MimiUc zy Ukobiety; R r azem obie pgcie

Zachorowal no¢ $mi dmtoeS1  (t)
M K R M K R
Swi at 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 sin z tkan

|l ub odByeznirorwi ja sin z kom-rek znajdujl
Krypty to swoistelwdg@nbiodmiaa t 8cideonySwi at
krypci e, u j ej podstawy, znajduje sin Kk
do zaburzeniaregulacjipiolf er acj i i migracji tych kom-r
w genieAPC, w- wczas rozwi nN[Wright 2000;nBarkke in.n o wot w
2009; Tani in., 2015; Testd in., 2018 Mut acj e mogN zachodzi
genach, takich jak gen supresoroW®53 gen k-kadepiNe§y 6w wyni ku
staje sin ona oporna na fosforylacjn, p
czy proteconkogenKRAS Dochodzi takUe do niestabiln
mechanizm klasyczny, tzvadenoma to carcinoma c z y | i p rraceckalsaz t a § c €
(nowotworu Qgagodnego) do gruczol akor aka
trwa kilkanaScie | at. Drugi m, charaktery
j est przeksztagcenie polipa do raka popr
pathway)W pierwszym etapie dochodzi do mutacji w protoonkogekd®AS BRAF

[ powstania kom-r ek CpG idaednneethyapi phenaBlpeMP ( a |
czyl i takich, u kt-rych doszgo do metyl a
wystihipuj Ncym oohedzitdausikadrenisesystemhu MMR, co prowadzi

do niestabilnoSci mi krosatelitarnej. Me ¢
Lyncha[Testai in., 2018;Mustafai in., 2016; Kuipers in., 2015]

1.2.3. Stadia nowotworu

Guz nowét wor owy powstaje wW najbardzi e]j v
jelita. Wraz ze wzrostem, zaj mujdeej kol e

ograniczaj Nc Swiatgdgo jelita. Aby m-c cha
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kl asyfikacje okreSlajNce tzw. stadium no\
system TNM. Obecnie cznSciej sin stosuje
raka j el ita grubego, @l asSyfaidkacijr®zIlwiolf eir mw M

przedstawione na ryc. 21.

warstwa wewngtrzna
warstwa migsniowa ——+-_

warstwa zewngtrzna — [
otrzewna trzewna — |

A B C D
0 1 1A 11IA IVA
(Tis) (T1-T2, N0, M0) (T3, N0, M0) (T1-T2, N1-N2a, M0) (dowolne T,

dowolne N, M1a)
® ¢ @

1B
(T4a, N0, M0) )
1B
(T3-T4a, N1-N2b, M0) VB
é (dowolne T,
.« . dowolne N, M1b)

L - A D \
* carcinoma in situ A | ( N |
&

. 2UzZ NOWOtWorowy (T4b, N0, M0) s

s
$ “ wezly chlonne ! R
TR SN niezajgte przez nowotwor (T3-T4b, ‘\ ":'i

4‘ wezly chlonne dowolne N, M0) i
-~ )] zajgte przez nowotwor L ]
%
L.
a» »

,
"‘!’

Ryc. 21. Stadia rozwoju raka jelita grubego; Tis' carcinomainsitui nowot w- r ni e t wor zy
jeszczeguza; Twi el ko Siiigwdd; zmjgn wy c h @@ifbrak)dvhi obecno Si

i i1 oSl pr zbrakzMO)[- avp rl aucbo W a rimia podstagiekordek i in., 2007;

AJCC, 2017]

1.2.4.Etiologia
UwaUa sifn, iU niewielka tyl &gubege iSIi (
ma podJjoUe genetyczne. Rak powstaj Ncy w
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od czynni k-w takich, jak diet a, dziedzic
czy historia rodzinna chor-b, w tym nowo!
Jednym z g§-wnych cN ydnzniiekd zwi crzynzey kia nOFR
choroby jelita. WSr - d chor-b dziedziczn
rodzinnej polipowatoSci gruczol akowatej (
zesp- g Lynaomasip- - § rRl@yeewsh zpol i poovbztioeSEc zmg
czy polipowatoSi zwi Nzana z genem MUTYH.
z ryzykiem zachorowania na raka jelita grubego to przede wszystkim niespecyficzne
zapalenia jelit (IBDs, ang. inflammatory bowel diseases), w tym choroba
LeSni owsrkoihenggo ¢ zy wr z ojeiz[Testai M.c 2018zMugptafd e ni e
i in., 2016; Haggar, Boushey, 2009]
Do genetycznych i epigenetycznych czy
wszystkim mutacje w genach supresorowyid53 i APC oraz protoonkogenach
KRAS BRAF SMAD4 HER2 czy PI3KCA Ponadto, dochodzi do aberraciji
chroms o mal nych i niestabilnoSci chromosor
instability), uszkodzenia | ub inaktywac]
metylotransferazy metyloguaninowej (MGMT, ang. methylguanine DNA
met hyltransferase), tamycle smetyladjil wyspS €pG mi k r
czy zmiany ekspr e dTestaiiro, R018& Mustafaiy, @016] mi RN A

KluezowN rolfn w etiologidi raka jelita
SpoUywanie duUych iloSci czerwonego miifs
przyczynil do rozwoj u choroby, ze wzgl i
N-nitrozozwi Nzk- w, rl eeankut y wonryaczh ifrodrurk c jti

pronowotworowych[Haggar, Boushey, 2009; Corpet, 2011; Oostindjer., 2014;

Helmusi in., 2013] Obok spoUywania czerwonego mii
j est di et a zasobna w tgdguszcz. Przyj mo
przek szt agceniem przez bakterie jelitowe |
cholowy <c¢czy chenodeoksychol owy) do wt -r
DCA) czy |l itochol owy (LCA) , kt -re p OWO O
pronowotworowycHLiu iin., 2017; Ajouz in.,2014] Ponadt o, tJgusta d
doz wi fikas T @ Bici tbkraznuksiz ntefjluszczowej oraz ot yo?
tego do rozwi niengcoi as tsainfu kzoanpsatl ynteugwon, j ak
czynni k-w przeci wn o Wprononotwarowych hO 6iNienv,2 1 o st u
2016; Tarasiuk i in., 2018] Okazuje sifi jednak, i C
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wi el oni enasycone kwas3y) ,t gzunsazncez oave g W@j. € jt
prozdrowotnej, wykazuj N [Thadiukia20i8e przeci
Do skgadni k-w di et ywencynie-wrstosunko dpNakadjelita a § a |
grubego nal eUN naliwog,e. z bMyld ,k awaroz yzwao bi e
witami ny D, j on- w awatpynoi kas,y dlaghdanmwi kia,subst ar
przeciwnowotworowym, takich jak apigenina, genisteina, rezweyattokumina,
epigallokatechina czy triterpenoidy tym kwas ursolowy i oleanolowyOostindjer

i in., 2014; Ajouzi in., 2014; Campbell, Trump, 2017; FerMayorgai in., 2019;

Haggar, Boushey, 2009; Wanm., 2012]

$ci Sle zwiNzany z rozwop&makakanp®c¢it &i

Regul arne [Iwiczenia z jednej strony zmni
otygoSci, z drugiej zaS dochodzi do indu
fizycznej zmi anie ul ega c¢har akutleerg aw yt dazki Uee
i nsul i n ¢Hagyar,rBoush8yl, 2009]

Na zapoczNtkowanie kancerogenezy w jelici
spoUywani e al kohol u. Sam al kohol et yl

pronowotworowejp d powi edzi alny za ni N jest produl
octowy, kt - -ry powoduj e uszkodzeni e strukt
oraz wzmoUeni ¢Nasleea20ii7] zapal nego

ZasadniczN rolfi w rozwoj u iizaprr-owgmroe sjje g oC RsC

jak i funkcjonalnoSi. Zar-wno bakterie p:
zmiany strukturalne i wydzielnicze w tk
do wydzielan a cyt oki n i czynni k- w o[Chenhia.r akter
2017; Sun, Kato, 2016; Warign., 2017} Z dr ugi e strony, met a
bakterii, na przykgad kr-tkoga@& uchowe Kk
(powstagy w wyniku fermentacij. bgonni ka)

i mmunomodul acyjrmizev-d g rr sabegofCheriiny 20%7; Sgr, u

Kato, 2016] WSr - d bakterizi CRWI Naywantycghuj N t e
Enterococcus Helicobacter Streptococcus Peptostreptococcus Salmonella
Bacteroides ParabacteroidesFusobacterium Akkermansia a  E. adk; @fekt
antynowot wor o wBffidoactkriam spgziNPrapiantbacterispp[Chen

iin., 2017; Sun, Kato, 2016; Wanq., 2017]

W rozwoju raka jeliNatagkUbegaoymudizkiag p$

geograficzne czy socjekonomiczngBray i in., 2018; Haggar, Boushey, 2009]
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NABIAL

“fgm A WITAMINA D
'APNI/
azotyny
WARZYWA aminy heterocykliczne
1OWOCE policykliczne aminy aromatyczne
CZERWONE MIESO ———— 1T
antyoksydanty N-nitrozo
zwiazki
PRODUKTY BLOMNIK k“jm NeusGe MIKROBIOM
ZBOZOWE a R thuszezowe
blonnik
ROS .
LI T8 krétkolaiicuchowe
| e 3 kwasy thiszczowe
ETANOL kwas cholowy K%NCER §
kwas chenodeoksycholowy % % W JELICI maslan
\/ I\ ‘\ wiclonienasycone
— kwasy tluszczowe
MIKROBIOM n :
kwasy \. K-ras (omega)
tuszczowe s
tuszezowe Wnt/B-katenina RO
aldehyd Seail MAPK/ERK
il nail
octowy \"_ | — NE-kB/COX-2
MMPs
; IL-1
1y IL-6
cytokiny sytokiny IL-1 TNF-a
uszkodzenie hormony LS adiponektyna leptyna IL-6 SXELY
$luzowki insulina PI3K/Akt TNFa NF-xB
jelita 1GF-1 w// NF-xB / \
OTYLOSC 4 TLR4 TLR4
ZWIEKSZENIE
TKANKI
TLUSZCZOWE]
BRZUSZNEJ kwasy
tluszczowe
Ryc. 22. Mechanizm aktywnoSci wybranych czynni k- v

rozwoju lub hamowaniurakajel i t a grubego [opracowanie wgasne]

1.2.50bjawy, diagnoza, biomarkery i leczenie

Objawy raka jelita grubego sN zwykl

stadiach rozwoju choroby mogN nie wystifp:
kt -re s N trudne do |l eczeni a. To, j aki
od umiejscowienia nowotwofikordeki in., 2007]
WSr-d objaw-w CRC moUna wyr - -0Unil zmiann r
wypr - -Uniémdiaa, wni etrzymanie gaz-w i st ol
z anemi N, a takUe objawy bnAndNce wyni kiem
problem z oddawaniem stol ca. Do bardzi ej
powstania guza czy krew wostu [Kordeki in., 2007; Kuipers in., 2015]

Diagnostyka raka jelita grubego wykorzystuje szereka c h| ar z bade
Donajmniejinwazyjnyp nal eUN test na krew utajonN w
czy i mmunochemiczny FIT) oraz badanie pe.]
fagszywie negatywny. Wi nksze prawdopodo
badania endoskopowerektoskopia, sigmoidoskapi kolonoskopid u mo Ul i wi aj Nc
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jednoczeSnie wusunifncie polip-w czy wcze
moUna diagnostykn opartN na badaniach r a
komputerowej, rezonansie magnetycznymezy, o st at e psji[fadéldin, bi o
2007; Kuipersi in., 2015; Dad in., 2017] Obecni e, coraz cznSci
takUeNAesum®Ul i wiajNcy z wysokN dokgadnc
zwi Nzanych z[Kkpereiine20tbh e ne z N

W skriningu CRC wysokN wartoSi di a
Do najcziSciej wykorzystywanyc hantypeno mar k e
karcinoembrionalny (CEA), kadheryna 17, geny septynysBRT9, APC, KRAS

BRAFPIK3BCAPTEN a takUe profil niestabilnoSci
anal i zowal moUna markery prognostyczne,
choroby i szansach przeUycia pacjent a. D

BRAF, KRAS APC, CA199, COX-2, MMPs EGFR, VEGF czy SMAD4Kuipers
i in., 2015; Das in., 2017; Eri in., 2015; Berrettain., 2017; RonnekleirKelly i in.,
2016}
Do podstawowys met od | eczenia raka jelita

chemioterapia oraz resekcja chgiczna.

1.3. Terapie przeciwnowotworowe

1.3.1. Rutynowe terapie

Do rutynowych terapii nowotwor-w zgdoS$S
radioterapia, chemioterapia oraz hormonoterafia hst o by wa, iU ter

na zastosowaniu knal buzyk@myobegticie g k @!

sin wstnpnej terapi. cytostatykami l ub r
chirurgicznej konieczne bndzi e dokonani
lub anastomozy (zespolenie jelitowe) oraz utworzee st o mi i (pogNczen

ze sk-rN w cel u ut wo r[Kupersiia., 2018 MRadpterapinj Sci a
czyl i wykorzystanie promieniowania joni z
| eczenia nowotswoorsuo wajimSljiensetgog - wni e w p
[Kordeki in., 2007] W chemioterapii CRC obecnie stosowalrategie terapeutyczne

oparte sN na tizapti ds oavg uivearm tdbw-egh | ub t

NajcziSciej s t o sfloovoaracy, oKsadijlatyna, tkapecytalbna
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czy irynotekan, kt-ry jest jednoczeSni
w przypadku t er ap iKuipemsirinz 2015 TsujiSudgthara 8046; CR C

Gustavssoni in., 2015] Razem z chemi oterapeut ykami
inhibitory EGFR i VEGF or az pr z[&dpersimi 20Thav/ogalo no k| ¢
iin., 2017]

Chemiote api a to zastosowanie cytostatyk:
kom-rki, w celu zwalczenia nowotwor u. El
cytostatyki moUe zachodzil nal[Kddebithze r - Ui
2007; Lii in., 2016; Espinosain., 2003; Malhotra, Perry, 2003]

ANTYBIOTYKI bleomycyna

PRZECIWNOWOTWOROWE

mitomycyna C
QUPHODHO // it

(cis-platyna,
temozolomid)
NAPRAWA DNA USZKODZENIA DNA
nukelotydy

ANTYMETABOLITY
0"} “‘p.b 4'““"” ‘-/SYNTFZA DNA |_ (5-fluorouracyl,
INHIBITORY \

gemcytabina)
TOPOIZOMERAZY I REPLIKACIA \ | TRANSKRYPCIA |

(irynotekan) i II (etopozyd, \[
s . o topoizomeraza II
doksorubicyna) \;‘;g& "
ALKALOIDY VINCA

(winkrystyna, winblastyna)
TAKSOIDY — (R

(docetaksel, paklitaksel)

\ W
LEKI

ZABURZAJACE | PROLIFERACJA

ANTRACYKLINY
(doksorubicyna,
daunorubicyna)

FUNKCIONOWANIE
CYTOSZKIELETU

Ryc. 23. Mechanizm aktywnoSci [gdpwaycWwamgirepwdgasme

Hormonoterapia stosowanajesiwe c zeni u nowot wor -w hor
(np. rak tarczycy, gruczpoeganpoadiwyWsgeni j
lubobniuUesntin Ueni a okr K&dekimyaO0¥] hor mon - w

1.3.1.1. Kamptotecyna-11

Gg-wnym cytostatykiem stosowanym w t
grubego jest kamptotecyrid (CPTF11), inaczej irynotekan. Lek ten jest analogiem
kamptoecyny, alkaloidu izolowanego z kory drzew@amptotheca acuminata

PoczNtkowo w chemioterapii stosowano kamg
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jednak na powaUne skutki uboczne Il eki t
pochdidynokkkan Mi momniieJ swym stopniu niU czy:
topotekan, to CPL 1 r - wni e U wy k a z[Mathessesikiru, t260L; u b o c :
de Mani in., 2018; Lii in., 2017; Martina in., 2017]

A
a4 o
Vs,
kamptotecyna (CPT) topotekan
B

topoizomeraza |

INHIBICJA

irynotekan (CPT-11)

WYDALENIE
z 76lcia

Ryc. 24. Por-wnanie st r,topotekamuykankptotegyry-dlt(@d-yiny ( CPT)
irynotekanu) (A); metabolizm i m&1y (B)dopracowaniea k t y wn o ¢
wgasne]

SN-38iggd - wna f or ma -14;I8N38@ingluku@ritddbwa pochodna SN38; CEi

karboksylesteraza; UGTi UDP-glukuronylotransferaza

CPT-11 j est prol eki em, zwykl e podawanym
met aboli zowany | est do kil ku f or-38, naj w
powstaga w wyni ku hydrozyl acj i pr ze

ang. carboxylesterases). W mniejszym stopmiu metabolizmie CPAL 1 rol n

odgrywaj N takUe cytochrom P450, w wyni ku
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formy (kt-re pod wpgywem CEs-38mBNB8 byl
i nakt ywowany j est w wyni ku pr38ksztag
co katalizowar jest przez UDB| ukuronyl otransferazhn (
glucunoryltransferase). Re a k @lukarontdazy mo Ue
produkowane przez bakterie jelitowe, co
u pacj ent [MathissRryiw.,.2002; de)Mamin., 2018]

Przeci wnowot wor owy me elh aSNB&polega katimpibia o S ¢ i

topoi zomerazy I (Topl), epkykacj haabhAa
Kamptotecynal 1 wi NUe sifi z DNA i Topl, twor z N
aktywnoSi topoizomerazy, jak i stanowi

Skutkuje to powstaniem si g napriUeniowyc
podjwnej nici DNA i Smielrlimdkben-pdkwaddPwalia
ekspresji okreSlonych gen-w zaangaUowany
angi o dLeinne 20f7; Martina in., 2017]

Zar - wn-l, jakH BN3 8 , moUe wysthipowal w dw- ch

od pHT | akt onu (niskie p H) o] wysoki e] a
(pH fizjologiczne i wwuUsmeWw orawsklfjejyak
[ krwi obiegu irynotekan bnidzie wykazywadg

mi kr o Sr o d dKaiosirk, 20013y deManin., 2018]

1.3.2Nowoczesne terapie przeciwnowotworowe

Poza rutynowymi terapi ami, coraz Wi
nowoczesne terapie przeciwnowotworowe, zwane biologicznymi. W strategiach tych
wykorzystywanes N nar zndzi a inOyni eri.i genet yc:z
specyficzne inhibitory hamuj Nce okreSlo
w kancerogenezn czy t e U substancj e po
wgaSci woSci przeci wnowagtcwortoeweapi Do trea@jowse
() terapiagenowap ol ega na zast Npieniu uszkodzone

wprowadzeniu gen-w koduj Ncych bi agka pr

zaangaUowanych w kancerogenezn, Wwrzer z
[ §1 i wHilEsTkoaha, 2011] (i) przed wc i agnaklonalne (mAbs,
ang. monoclonal antibodiesmo g N przyczyni i sifn do zni sz

gospodarzaczyt ewd wyni ku zabl okowania okreSlony:
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Ponadto, mogN byl sprzinUone z <cytostaty
czy enzymen| $ | i wHill(E&dcha, 2011; BBakri i in., 2010; Chiavenna in.,

2017} (iii) celowanie w CSCi t er api a opart a na wykor z
(przeci wciag monokl onal nych, l ek - w dr o
lub  substancji pochodzenia naturalnego (np. kwercetyna, rezweratrol,
dihydrck apsai cyna czy Kur kumi na) specyf i
charaktetystyczne dl a CSC <czy i ngeruj Nc
prowadzone pr zez [Guealint 2014; Igba i0.i 2016;zZAglianb e

I in., 2017; Taylor, Jabbarzadeh, 2017jv) immunoterapiai wykorzysanie
czynni k- w i kom-r ek I mmunol ogi cznych S
do zwalczania nowotworu |l ub Dblokuj Ncych
spod nadzoru immunologicznedialeta-Richteri in., 2019; Phung in., 2019]

(v) immunoszczepionkii pol egaj N na podani u pacj
nowotworowych w celu wzmocnienia i skierowania przeciwhkion odpowiedzi

i mmunol ogi cznej ; wykorzystywane s N mo d
nowot wor owe pacjent a l ub pobrane od p
(DC, limfocyty T), indukowane z antygenami nowatrowymi [ § | skaHill(E

Trocha, 2011; Agliano in., 2017; Soifferi in., 2003; Wolny, Lasek, 2010]

(vi) inhibitory kinaz tyrozynowych (TKls, ang. tyrosine kinase inhibitors)

i drobnoczNst emAbk duly substhnejé ipochodzenia naturalnego
(rezweratrol, kwercetyna, kurkumina, apigenina, genisteina czy gallusan
epigallokatechiny) k t - r y c h aktywnoSi pol ega na han
tyrozynowych (EGFR, VEGFR, #as, Braf, MET, CDKs, Sttwy st ipuj Ncyc
W nowotworze w nadeks p prensyoiworowgDunLdviyk uj Nc y
2018; Bhullari in., 2018; Tani in., 2018} (vii) terapia fotodynamiczna (PDT,

ang. photodynamic therapy) zast osowani e substancj i, k1
okreSlonego rodzaju SwinumsingetowgydOw s jddngi N wy t

strony ongWwektj eyt otoksyczny w kom-rkach

stymul acj n kom-r ek I m miadetelRiohter icirz, 2§18;h gos |
Phungi in., 2019]

Przegomem w terapidi nowot wor - w byg
skojarzonej, czyli zastosavn i a wi ncej , ni U jedne,j strat
dotyczyl zastosowania kil kuidheniorppia), r uty

kil ku cytostatyk-w, jak r-wnieU pogNcze
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l ub kil ku r - Un[y&dbodasadiej] 2011j Mokhtasi inh 2017]
Szczeg:-Il nym typem terapidi skojarzonej ] e
natural nego, wykazuj Ncych potencj adg pr

z cytostatykiem. Podej Sci bataksie jest pr:

1.3.3. Substancje o potencjale terapeutycznym

Dotychczas poznano ogromnN |iczbfi su
i ¢ch pochodnych czy t eU substancj i
przeci wnowotworowej . Zwi Nz K i te mogN s

zmniejszania wzrostu guza, indukcji apoptozy czy inhibicji proliferacji, angiogenezy

migracji i przerzutowania. Ponadto, weel z tych zwi Nzk-w moU

efektywnoSi chemioterapii, a nawet dziag:
Do substancji naturalnych o aktywnoSci

pochodzenia roSlinnego, taki eu),jeaveratrolk wer c ¢
(winogrona), apigenina (pietruszk@)j set yna (j abgka i truskaw

genisteina (soja), gallusan epigallokatechiny (zielona herbata), kwas rozmarynowy
(rozmaryn), kurkumina (kurkuma), dihydroksykapsaicyna (papryka choijberyna
(berberys)[Wang i in., 2012; Taylor, Jabbarzadeh, 2017)zy t eU pol i sac
(9§ wglukemy) b proteoglikany, gli koproteiny,
substancj e bi oaktywne p o ¢ hleeatiauld ceglodeg gr z\
Flammulina velutipesPhelinus linteus Ganoderma luciduminonotus obliquus

Formitopsis betuling Trametes versicobr, Cerrena unicolor, Cordyceps spp

Pleurotus spp i wielu innych [De Silva i in., 2012; Figueiredo,
Blagodatski in., 2018] | st ni ej N t &iereeprzeciwnonarorowym ¢ h ar

i zol owane z organizm-w zwierzncych.

134Pentacykliczne triterpenoidy jako przy

przeciwnowotworowym
Przykgadem grupy ¥ dva Ny &kh w w@®paScpowo
przeciwnowotworoy ch s N tri ter p2ZwmioNdki (tsapambiuvmyp)

ze szkieletu, bndNcego aglikonem, do Kkt -r

reszt cukrowych. Ponadt o, triterpenoidy
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poznane pod k Nt em potencjagu pzterbe ci wn o
[ pifnciopierScien-ilubwe plemdmawikd d ciza et) e t rDa
grup pentacyklicznych trit emmaynynayoleaayl e ON |
(kwas ol eanol owy, k vamgynahidupdny (knvasbgtylinowye t ul i r
[Parmari in., 2013; Yang, Laval, 2014]

Pentacykliczne triterpeny produkowane S
l ch synteza zachodzi najcznSciej na dr od:

dochodzi do powstania podjednostki izoprenowej. W wyniku jej kondensaciji

wyt worzony zostaje skwal en (C30), kKt -
do 2,3oksydoskwalenu. Tenzkole ul ega cyklizacji, w wyni
zwi Nz ki p iParm&ini, 2013j YangelLaval, 2014; Voein., 2008]

Jednymi z najwaUniejszych przedstawiciel
ursolowy (UA, ang. ursolic acid) i kwas oleanolowy (GAng. ol eanol i c ac
przedmi otem bada@® Zwi Nzki te sN izomer &

dw-ch grup -@H)iWplrazwychd ku UA przygN©zone s
icC20, w przypadku zaS OA obi26 Wgitukiuozg do g N
obu zwi Nzk-w wystnpuj N 3 mieQH)c ap razkyt ywngel
C-3, karboksylowaCOOH) przyG2 8 or az podw- j nel2aGlBlzani e

( Ryc. 25) . Mi ej sca te mogN upochadayth, podst
odpowictmdlea] Ha aktywnoSi kwas-w. Relacje n
zwi Nzk-w nie sNPdadekntwa poizimnaniel UA i O/

z cholesterolemp owo duj Nc des kalmi r kRosdotkiin., 2060p n y
Pollier, Goossens, 2012; Shanmugam, 2014; Zhangin., 2017]

29

kwas ursolowy kwas oleanolowy
(kwas 3B-hydroksyurs-12-en-28-owy) (kwas 3B-hydroksyolean-12-en-28-owy)

Ryc.25.$ ruktura kwas-w ursdlopweagm wiandlee avij@alsmwed g o
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Kwasy ursol owy i ol eanol owy wystnpuj
Kwas ursolowy obecny jeshi ndzy isnkn-yrntie w abgek, Our awi
a takUe ziogach, r ezmadenives.zyKkw&s$ molweano
gg-wnie w |iSciach i.Powadtaeh idz aleowaany i
z GeE®nia, jemiody, Gapaldrddudidkm[Shanmuggmirg,r z y b a
2014; Jung in., 2010; Shanmugamin., 2013; do Nascimentbin., 2014; Oprean
iin., 2016]

Badane zwi Nzrkd S| p etipecihN umwkcj e. SN skgadn
dzinki onémMu rolStini pbrizoerdN uutdrzaitaNy ww dg ¢ d
allelopatycznymor az pegni N f unm&z ¢ et wdoastzadirasily wn e

r oS|I i nPdlierr Goessens, 2012; Shanmugiam, 2014]

Wykazano, iU UA i OA wykaznoyphNakglz er e g
jak: immunomodulacyjne, antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciw
autoimmunologiczne, antydepresyjne, przeciwcukrzycowe, przeciwdrobnoustrojowe,
zmniejszaj N otygoSi i reguluj N gospodar
na UogNdek sewdNeéeroby ukgad nerwowy. Zwi N:
przeciwnowotworowy o pi sywany juU w |iteraturze,
w prezentowanej pracijungi in., 2010; do Nascimentbin., 2014; Checker in.,

2012; Baekin., 2014; Machadoin., 2012; Zhangin., 2006; Kunkel in., 2012; Jang
i in., 2009; Kureki in., 2012; Fontanayin., 2008; Kongi in., 2013; Ishikawa in.,
2008; Saravanann., 2 0 0 6 ; -Réballedo ®.r 205;zHan, Bakovic, 2015; Lu
iin., 2007; Yang in., 2010; Salvador in., 2014]
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2.Hipotezy badawcze

Celem bada® bygo okreSlenie wpgywu
oleanolowego (OA) i kamptotecyriyl (CPF1 1) podawanych osobno
na zahamowanie migracj.i k o miemeanikechaniankua | e | |

bAidNcego podstawN tej aktywnoSci.

Badania podzielono na etapy odpowiadaj Nc
a)Czy UA, OA i CPT11 wykazuj N aktywnoSi prz

Czy pogNczenie kwas-w ze sobNe?i z cytos

b)J aki j est wpgyw badanych zwi Nzk-w na
[ nowot worowych oraz czy podanie ich w
c)Na jakie szl aki mol ekul arne zwi Nzane z

Czy aktywnoSi tadpestu BthnivepejBcpeniyup
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3Materiagy i met ody

3.1.Materiagy

311Linie kom-rkowe

Badania prowadzone bygy na trzech | iniacl
a)j ako kontrol a, wykorzystane zostagy | u
nabgonka jelita grubego szczepamswirusa SWé0wa n e
i linia CCD 841 CoTrATCCECRL-1 80 7 E)

b)mo d e | wczesnego stadium rozwoju nowot w
kom-r ki raka jelita dirlinisbH-@DATEEGEHTB- u m | (
38E)

c)j ako mod el p- ¥Tnego, przerzutowego, st a
adherentne kom-r ki raka jelita gr ubegc

c h § o ni fineagw/ 620(ATCCECCL-2 2 7 E)
K o mkimodowanovn p gy ni e TRIP-BAL SWL6RM I0b mieszaninie@y n - w
RPMI 1640 i DMEM (1:1 v/iv)(Gibco (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA1
CCD 841 CoTri z dodatkiem antybiotyk:-W0O0 10d@/ nlL/
streptomygny) (Gibcooor az 10% | ub 2% pgodowej sur owi
bovine serum)(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA. Hodowle prowadzono

W inkubatorze w wilgotnej,vatemperaiuizedze z p
(CCD 841 CoTr) lub 3% (HT-29, SW 620).

Kom- r ki pasaUowano popr zez przepgukani e
buforowany fe f or anami , ang. phosphat@iMpgtiffer ed

(Biomed, Lublin, Polskaoraz 0,25% roztw@m trypsyny z 0,02%oztwaem EDTA
(Sigma Aldrich) a n asgd wikpagiyeeem hodowl anym z doda

W doSwiadczeniach stosowano kultury o oki|

byga kaUdorazowo poprzez policzenie kom:
regugy dw- ch bok-w B¢rkera i r oyinc i e (ECc z
Wszystkieprocedurywy ma geaj War unk - w sterylnych prow
z |l aminarnym przepgywem powietrza (Holt el

W badaniach wykorzystano model zar - wn

stadium nowot wor u, aby -ftemial kwmg kWi Ukct

ekspresji podlegaj N szlaki zaangaUowane
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prowadzNce do przerzutu jeszcze nie zas
badanych substancji nie tylko do zahamowania samego procesu migracji i inwazji
wkom-rkach zdol nych do utworzenia przer zl
prowadzNcych do nabycia tych cech.

DoSwi adczenia prowadzone bygy na hodowl a
jak r-wnieU na kokulturach. Koykmiarbwejur y ut
(2D) kultury kom-rek CCD 841 CoTr twor zN
na kt-re dodawano p o 10 sferoid-w (for
z kom-r ek IlubiSW 620 (BkTOk om- rek/ sferoi d) . War i
dl a doSwioaddovd e@®@hw hret er ogennych stanowi gy
CCD 841 CoTr oraz sferoidy (3D) linii HZ9 i SW 620 (Ryc. 26B).

A komérki linii o o
CCD 841 CoTr komorki linii HT-29 komorki linii SW 620

hodowla plaska homogenna hodowla plaska homogenna hodowla plaska homogenna

NG SHCSY

\ CCD 841 CoTr

B & nr
kokultura komoérek hodowla przestrzenna sferoidow
prawidtowych CCD 841 CoTr utworzonych z komorek linii e SW620
i sferoidow HT-29 HT-29

hodowla ptaska homogenna - - . . . et 129
komérek linii CCD 841 CoTr ( ) g o ° o ) @ steroid SW 620
Xy
( ) gi: . g

kokultura komorek hodowla przestrzenna sferoidow
prawidlowych CCD 841 CoTr utworzonych z komorek linii
i sferoidow SW 620 SW 620

Ryc. 26. Schemat kultur wykorzystywanych w badani
orazkokultur(B) [ opracowani e w@gasne]

31.1.1. Zakgadani e hodowli w kokulturach

W przypadku doSwiadcze® wykonywanych
zakgadano trzy rodzaje hodowli: hodowl a
hodowla pgaska CCD 841 CoTr z wprowadzon
z k ®knHT29 | ub SW 620 (po 10 sferoid-w n
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or az hodowl a samych sferoid-w ut wor zon
Wykorzystanie hodowli w kokulturach miag:¢
jaka ma miejsce w organizmie podczas @agr nowotworowego.

Sferoidy kom-rkowe otrzymywano poprzez Ww
HT-29 | ub SW 620 *koo ngfrsetko/ Sli  dlox tdo § k o we jp,g y
opgas zc zon yl&hoztworem edrozyEyka (Honeywell), Morristown,

NJ, USA) w 0,85% NaCl(Avantor Performance Materials Polando czterech

dni ach, gdy sferoidy sin utworzygy, pob
hodowl anym, a nastnpnie umd egkecwajno mwo
sferoid-w/ dogek. eHkodoiwliei p@GD k8i4el k@onl-rr z a

wczeSniej poprzez wyl ani eSkb mmlr exd wil e iRy

pobranie sferoidow, odptukanie
i dodanie na ptytke 24-dotkowa
z komérkami CCD 841 CoTr

wylanie zawiesiny
komorek
HT-29 lub SW 620

oplaszczenie
agaroza
SN

zalozenie hodowli
plaskiej komorek
linii CCD 841 CoTr

Ryc. 27. Schemat zakgadphopmnakowahtitarwgamnekowych

3.12Badane zwi NzKki

W projekcie wykorzystano dwa pentacykdne terpenoidy, kwas ursolowy
(UA, kwas 3 khydroksyurslz-en28-owy) i kwas oleanolowy (OA, kwas
3b-hydroksyolearl 2-en28-owy) j ak r - wi kaenptotecynel 1o(GPfFa t y k
11, irynotekan, pochodna kamptotecyny). Substancje podawano osobno,
jak i w pogNczeniu, kaUdN w jednym okreSlI
Badane zwi Nzki, zakupi A A ¥ Sigma Wldriclc y ] ne g
CPT-11 7 MP Biomedicals Santa Ana, CA, USA rozpuszczono w DMSO
(dimetylosulfotlenekjSigma Aldrichi r oz ci &@&wzomnce Ip@ynem hod
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do uzyskania stock solution 10 mg/ml (10% DMSO). Podczas prowadzenia
doSwi adcze® substancje rozcieEzano do

W celu ustalenia stinUe@® substancji or az
dokonano wstnpne,j analizy met odami NR i
kom-rki linii -Z€CD 83IW &€&d0TrpodHdiano dzi agan
st nU0e®02,009/ ml-1 1orva zs tCiPOON iGgd ml 0 p¥ zez czas
godzin. Na podstawiei zy skanych wyni k- w, do dal szy«
inkubacji 24 godz. i stnUenia: 5 Og/ ml

daCPF11 (tabela 3). W kol ejnych badani ach
podawany mi osobno or azianty bapawizdlprzedstaviomo z e s
wtabeli 4SSt nUenia zostagy tak dobrane, aby n

wzglndem kom-rek.

Tabela 3. Wybrane (wyznaczone empirycznie) stnUer
Substancja StiUeni
UA 5eg/ml (11eM)
OA 100eg/ml (220 M)
CPT-11 0,075eg/ml (0,215 M)

Tabela 4. Warianty badawcze

Skgadowe war i ant| Oznaczenie wariantu

UA (5 eg/ml) UA

OA (100eg/ml) OA

CPT-11 (0,075sg/ml) CPT-11

UA (5eg/ml) + CPT-11 (0,075¢g/ml) UA+CPT-11

OA (100eg/ml) + CPT-11 (0,075eg/ml) OA+CPT-11

UA (5 eg/ml) + OA (100&eg/ml) UA+OA

UA (5eg/ml) + OA (100eg/ml) + CPT-11 (0,075¢g/ml) | ALL

3.2Metody

3.2.1.Barwienie May-Gr ¢ n wd&lemsy

Bar wi eni e stosowano w cel u zwi zual |
w k om- r k ac lwidoazrieniavwygilkel prowadzonej analizy. Metoda polega

n a wybar wi eni u c yt o p-hiebieskiyprzea darwkilo Mayr r - u
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Gr¢nwal da oraz jNdra kom-rkowego na kol o
w wyni ku zwi Nzania barwni ka Giemsy z DNA,

W piewszym etapie barwienia pgyn znad |
przgggukano PBS. Nast npnGrein wlaolddaan o( Ob,a5 wwmli kwa
pgytdogRdwej, 1 ml w przypadbgkdgqSgmphki Pe
Aldrich) i barwiono przez 3 minyt. Po tym czasi e, dodano
wody dejonizowanefl Zakgad Wi rusol ogi i. Poi3 minmanlu nol og
Sci Ngninto barwnik, kom-r ki opjJukano wo
30 minut barwnikiem Giemsy (0,5 ml lub 1 n(pigma Aldrich) Po tym czasie

barwni k Sci Ngmzpijtuk,an b odvovwdlNe dej oni zowanN

do wyschninci a.

3.2.2.Barwienie fluorescencyjne cytoszkieletu

Bar wi eni a cytoszkieletu aktynowego n
sprzinUony z czynni kidzréerdo RaktyNydGkygnpikiemdakim s p e ¢
j est fall oi dyna, toksyna p o ¢ h cAhanitec a z
phalloides . SprziUona ] est ona z bar wni ki en
pomara@ zowN fluorescencjin po nadwnetl en
(Swiatgo zielone).

Barwienia wykonano w szklanych;i4o mor owy ch p § yltekkgiuic t y pu
(Thermo Scientific)) Po i nkubacj) i substancjamei ich urwalerdud a n'y m
(5% formaldehydAvantor Performance Materials Pola(@hwnieij POCH, Gliwice,

Polskaw PBS przez 5 minut) i p eXrl00qSigma | i z a ¢ |
Aldrichy w PBSpr zez 2 minuty) dodano po 200 Ol
a nastnpnie inkubowaemno8ciezw30empawuat wwr
Po tym czasie, prpar aty przepgukano trzykrotni e
w mikroskopie fluorescencyjnyf Zak gad Anat omi i i [Vuft ol ogi
iin., 1979; Chazotte, 2010]

3.2.3. Efekt cytotoksyczny

CytotoksycznoSi zwi Nzk:- w b apddknobu met od
met od doSwiadczenie prdowkdwyrcd, nanapkyt k
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po100e Izawi esiny kom-r ekkoom-ghneskt/ofci( |1l,n75ax 1p
lub 1x1ICk o m- r e k / ml (kom-r ki nowot worowe) WwW p
24 godzinachmedim usuni At o, a do edwagrki-awn td-owd abnaod apt
zwi Nzk-w rozpuszczonych w pgdgynie hodowl al
do wariantu kontrolnego). Kom:- r ki i nkubo
po czym doSwi adc z e n ipmcetur ndpgwiednizjvdia metodyv e d § u
NR lub MTT.

3.2.3.1. Metoda NR

W metodzie NR wykorzystuje sin bar\

ang. neutr al red), kt-ry wnika do kom-:
zgromadzony zostaje w |izosomach. Podcza
z kom-rek martwych, zaS w Uywych wuwal n

Uzyskane wart oSpriosatb sprrdpmrcgjiomnal me do i |

Metoda ta wykorzystywana | est w badani

nastfipstwem przerwania ci NggoSci bgony k.
Po inkubacji ze zwi Nzkami, pgdgyn hodow
dogk -1 0podl barwnika NR (0,4 mg/ (Bigmaw pgyn
Aldrich). Po 3 godzinnej inkubacji w 37 lub &2, NR usuninto i ut r w
przez 2 minuty (po 200 Ol 0, 52Avdntorr mal de
Performance Materials Polandyt r wal acz wusuninto i do wsz
po 100 Ol rozpuszczalnika (1% (Mwas ocCct o
Performance Materials Poland) a nastnpnie inkubowano

z wytrzNsaniem w temper at uokenano pomiamj o we j
spektrofotometrycznegbc zyt ni k mi kropgytek model ELS8
USA z oprogramowaniem KCjuniopr zy dgJugo Sci [Bdreafteind, > = 5
Puerner, 1985; Atadn., 2017}

3.2.3.2. Metoda MTT

Metoda ta oparta |jest na reakcji pr :
(bromek 3(4,5-dwumetylotiazyle2-yl)-2,5dwufenylotetrazoly o] bar wi e O-

do fioletowych, brunatnych krysztag-w fo
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NAD(P)H i enzymy glikolityczne obecne w r
ni erozpuszczalne w wodzie krysztagy | ok
l i pi dowych. Absorbancja jest wpr ost pro
Met odN moUnavnbadeayit otraksycznoSi substanc
na proliferacjn kom-rek.

Poinkubacjisadanymi zwi Nzkami, do wszystKki
MTT (Sigma Aldrich)i inkubowano 3 godziny w 34 lub 2Z. Po tym czasie,
do wszystkich d®&g§k SRrSzmdddeayla sogupSigindAdrich)
w celwu rozpuszczenia krysztag-w formaza
Nastnpni e, dokonano odczytu abdosmabmnc]| i
1983; Stockertin., 2018]

324WjgaSciwoSci antyproliferacyjne
3.2.4.1. Metoda MTT

Met odn prowadzono | ak opi sano powy Uce
gfist oSi kom-r élkom.y/nmols,i a dzxd® inkubacj.i
i 96 godzin.

3242. Kl onal noSi

Met oda oparta | est na ocenie klonalr

kol oni i przez proliferuj Nce kom-r ki . G
aby na cage,] powi erzchni naczyni a hodo
i wystnpadwagty opojW wyni ku proliferacji, z
ich klony w formie kolonii, kt-re nastinpi

wprost proporcjonalny do liczby utworzonych kolonii.

DoSwi adczenie prowadzonPetmra emloa sot i &kroe
30 mm. Wylano po 1 ml ®kkoonm/micepozostawiagpai st o Sc
na dobn. Po tym czasie usunifnto pgyn ho
roztwory badanych substancij.i |l ub samego
imkubowano przez 24 godzi nyztwoldra 8ypsynyni e,
ZzEDTA, ponowni e policzono i wylano do nowy

v

5x1Ck om- r e k / ml w pgynie z 10% FBS. Po upg
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na medium z dodatkie2% F B S . Kom-r ki hodowano przez
zmi eni aj Nc pgyn na SwieUy, po-Gozywahadow
Giemsy i policzono kolonifFrankeni in., 2006; Lii in., 2015]

3.2.4.3. Czas podwojenia generacji (DT)

Czas podwojenia generacji (DT, ang. doubling time) to czas potrzebny,

aby |l iczba koneggeak pwo dwodjoewnliiu.ull m wsp- §c z
tym szybci e]j zachodzN podziagy kom-r ko
proliferacyjny kom-rek.

Na pgy tdkoagckho wydch zagoUono Stkodnowlek / anl g
w dw-ch powt - -rzeniach. Po 24 godzinach,
medium z 2% FBS i z dodatkiem badanych substancji lub bez nich (kontrola).
Kom- r ki z dr ugstergyop spyomitz orvwaenno ai policzona
warianciepr zyj it o j ak o waHodowl&ihkubowanaSubstamajahhi (N
przez 24 godziny oraz 72 godziny po czym strypsynizowano je i policzono.

Wsp-gczynni k DT ob[l Kezoy@s kvae,d Ziygc lwawir ez ,

0"y ’
gdzie: DTi czas potrzebny na podwojenie populagji;t zas pocz Nt kdwyo8éh godzi n

prowadzenia hodowli; Ni i | 0 ST  kom- ¢ Niki Iwo &iz aksoine- rtek po czasie t

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci obliczonego DT oraz w przeliczeniu

na kontroln. W przypadku, gdy efekt <cyto

proliferacjiwy ni ki przybieragy wartoSi ujemnN;
325.Akt ywnoSi i mmunomodul acyj na
3251.0cena il oSci wyt wd metaaGrgioe stsléean ku az o't

Tl enek azotu (NO) wytwarzany przez Kk

i nnymi przez syntazn tlenku azotu, ggd - wn
tym wyUsza aktywnoSi i NOS. Ponadto, akty\
zCOX2, i wzr asdtaauzapaltégopodc z as
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Pomi aru NO moUna dok6Gnaksgkfaay au (pydiew ameatac
stnUenia tlenku azotu na podsiN@uwietedapo mi at

oparta | est na dwuet apowe| czarworekoletpwy, W W)
produkt azowy. Jego iloSi jest wprost pr

Na pgytolgik oave wyl ano po 1 ml 17%Mi esi ny
kom-r ek/ ml (l'inia°>kpomawial/owla) ( Kam- rikxil 0n

Nastnpnego sdwstakicdho dwgk-w dodano pgyn
i z dodatkiem |l ub bez badanych zwi Nzk- w.
[ zamroUono w0 .emWekat ef ngm et apie spor
Gr i e(@% suHanilamid(Sigma Aldrich)oraz 0,1%dihydrochlorek N(1-naftyl)
etylenodiaminy(Sigma Aldrich)w 4% kwasieortofosforowym(Avantor Performance

Materials Poland) or az r oz ci e (Ec z e p) (Aeanta Pesforrjamae s o d u
Materials Poland) ak o st andard W $t.2dndMoaech :wck;e Sh,i
pgyny pohodowl ane rozmroUono, odwirowano
i dodano do da®dlg-kwwejg.yt Wy | @r60 t ak Ue [
przygotowanych stinUe@ standard- w. Nastnpi
Ol o0dc Gy mn e isitkd@avano przez 10 minut w temperaturze pokojowej.

Po tym czasie, dokonano pomiaru spektrof
nm|[Tarpeyi in., 2004; Kumar, Kashyap, 2015]

3252.0cena il oSci pr o dmekodavElI8AY ch cyt okin

Jehymi z gg§-wnych czynnik-w biorNcych
stanu zapalnego sN cytokiny. Dokolntano wi
i IL-6 oraz cytokiny przeciwzapalnej,4L 0. W tym cel u wykonano
ELISA (test immunoenzymatyoy, ang. enzyménked immunosorbent assay)
wedgug i nst r (BRBigstienges, $ad doseeQAtUsSMcenie poddano
pr - bki zebrane znad hodowl i i nkubowany
substancjami.

Badani e przeprowadzono zar - -wno na hodow

DoSwi adczenie prowddjekowyeowhpgpPokaabldedo

po 1 ml zawi esiny komCEDe &1l ©oTr)glibslxl® S ¢ i 1
kom-r ek#2mBSW 62B)Tw przymhk u hodowl i pgaskich 1| u
wczeSniej procedury w przypadku kokul tur
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roztwor - w badanych substancji. Po 24 (

znad hodowl i i zamr 80®.no Pow rtoezrmpriedk Ghet nuir w
worteksowano i odwirowano, a hastnpnie w
326WjaSci woSci hamowania migracji kom-rek

3.2.6.1. Metoda rysy (wound assay)

ZasadN met ody j est wykonani e w mo n
(ang. wound, scratch), a nasddlpeng o Spg o
przemieszczeni a czoga kom-r ek do wnnt r z
proporcjonalne do potencjagu migracij.i K o

Do Swi mied pramadzono w szalkach Petj o o Srednicy 3
na kt-rych zagoUono hodowl e rzbzanieal@0§oc h ko
konfl uencji wykonano rysn. Szal ki przepd
bez badanych substancji. SporzNdzono tak
a hodowl i wyb ar ¥@ir g maoGiémedyazardzNoo WMylopaniu rysy.

W pozostagych przypadkach, kul tury wybar
z badanymi Ssubstancj ami (lub samym pgy
wyschninciu prepar at -(nwkroskep kQdlympus oBX51z d j N c i
z oprogramowaniem CellSans) zmi er zonodbpdl eg§ g & mi ko -
obu stronach rysy. Wy ni ki przedstawiono

procentowe (% kontroli)Hulkower, Herber, 2011; Jonkmann., 2014}

3.2.6.2. Metoda migracji przez pory membran (chamber migration assay)

W metodzie te]j wykorzystuje sin inse
z porami o okreSlonej Srednicy. W zal eUn
przez nie |lub wypuszczaj N protruzje. I 1 o
po spodni ej stronie insertu (membrany)

mi gracyjnego kom-rek.

W badaniach wykorzystano inserty z p
przechod w ca o S&knm )( porrzaezz Op,odr y przechodzN ty
Inserty (Nunc (Thermo Scientific)y mi es z c z o n od oM kpogwetjc,e a2 4na s
dodano do nich zawi e sxl@ €Ck8InCofreld A0 gfist o
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(HT-29, SW 6200k o m-/rnelk w 300 Ol pgynu bez dodat
do dogka pgytki, obok insertu, wlano 750
miag jako chemoatraktant dla kom-rek. Po

pgyt-#togRdwej, mpaiempashodzpNgGym z pierwot:

kom-r ki . Do insert-w umieszczonypcdgy nw nov
z dodatkiem | ub bez badanych substancji
godziny. Po tym czasie, spophownie ppbdhbhramoma
kom-rki, z kol ei i ns eqrt¢yn wayl Eaarswi. o rGo r meNt s
perforowane] bgony insert-w wytarto, aby

ogl Ndano pod mikroskopem. Pol i dagmMayiclhoS§
sili na spodni ej warstwie bgony we wszys
przeliczono W por-wnaniu do kontrol. i

procentowych (% kontrolijHulkower, Herber, 2011]

327Hamowani e akteygeamnyailowane w migracjin,

opornoSi | ekowN

W badaniach poddano analizie biadgka
kom-r ek-2i(-MWPA i uPAR, COX2, RhoA, RhoC, RhB ) oraz oporn
wielolekowN (MRPs). W tym celu wykonano

oraz Western Blotting.

3.2.7.1. ELISA

Met od N (R8DISgtems, Minneapolis, MN, USAdokonano oceny
il oSci zewnNtrzRio- okawy alPAMMP uPARe Pr - |
z pgyn-w znad hodowl i kokul tur, przygot

opisanej procedury.

3272.Zymografia Uel atynowa

Zymogr afi a wykorzystywana | est do 0
proteaz. Met oda pol ega na el ektuofor e
poliaryl amidowym z dodatkiem substratu o«
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W pierwszym etapie dokonuje sin rozdziag
denaturuj Ncych z SDS, podczas kt -rego |
proMMP, co prowadzi do przegNczenia cystei
wypgukany z Uel@OprecezsKut k wjne Xsf agdowan
W postaci formy aktywnej. tele inkubuje
strawieniasubsart u, przy czym k| uc z? wNDdmo lafm No dngrt x
jest zymografia Uelatynowa, dzi fnki kt -re

MMP-2 i -9 . W tym przypadku do Uelu poliakr.y

Wi el koSi streb ptopja@Enivgrnirawiania sN v
do aktywnoSci enzymatycznej met al oprotei |l
W badani ach wykonano anal i zn akt2ywnoSc

i MMP-9, produkowanych w hodowlach kokultur.

Pr-bki do analizy zy magakdoaretody ELIiSA jzebramoz vy g ot ¢
pgyny znad hodowl i kom-rek inkubowanych
pr-Hki O( pkabdkejy sl ot) z dod4gThemodSaenttdia)f or u
naniesionma9% Ue |l pol i ak 8DSlizadodatklesnvdyoU e | a(Signmay

Aldrich), Po rozdziale elektroforetyc@2%%ym (12
Triton X-100 w50 mM TrisHCIpH7,4)t r zy razy po 15 minut, |
I (50 mM TrisHCI pH 7,4 (Avantor Performance Materials Polahdjzy raz

po 15 minut, po czym umieszczono je w buforze Il (inkubacyjnym) (5 mM £acCl

w 50 mM TrisHCI pH 7,4) i inkubowano przez noc w temperaturzé37 co | aki S
czas mieszaj Nc. Po i nkubacj(ICN Bibmédiealsb ar wi o
Irvine, CA,USApr zez 20 minut, a nastnpnie odbar\
i 10% kwasu octowego(Avantor Performance Materials Polandy H2O.

Po odbar wi eni u wykon an-DocXRSi(BiaRad Hepcules,y u Uy «
CA, USA) i dokonano anal i z yzystanied iplograia image e j z
Studio Lite ver. 4.Q(LI-COR Bioscences, Lincoln, NE, U$AHu, Beeton, 2010;

Kupaii in., 2010; Renin., 2017]

3273. Akt ywnoSIi fibrynolityczna

W celu potwierdzenwiaNzvwkp gw wua ubaakdi aynvyncohs
uPALPAR dokonano analizy aktywnoSci fibr
powstagej z fibrynogenu pod wpdestpreem akt y
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pl az mi nn. powstje w wykikulpmteolizy plazminogenu, co katalizowane

jestprzezuPR zwi Nzany ze swoim |igandem, uPA.
nani esienie badanych pr-bek na Uel, w kt
a nastnpnie wybarwienie i odbar wienie Ue

strefy przejaSwmiedrkioaSi kte-srtycwprost propo
plazminy, cojestwprogir opor cj onal ne do [&HapinyKajieg Sc i u
2015; Shenkmanin., 2012]

DEGRADACJA

o
< . ( plazmina
Nggmbina Q

7N
| PAR ®\/’

.....,...oc-

( plazminogen

@»

..'..0.

.0'..'. “"““"“

caeese®®
o"..

N

Ryc. 28. Mechanizm odpowi eylez[adimrya czoaw aarkit ey wngpaSs n € ]i

SporzNdzono 10,5% Uel poliakrylami dowy
ludzkiego fibrynogen@Sigma Aldrich)i 20 U/ml ludzkiej trombinySigma Aldrich)
Nastninpnie, Uel umieszczono w wilifot®lych
p rbek (przygotowanych tak samo, jak do metody ELISA). Bodzinnej inkubaciji

w 37A®alevi®eno bgnkitem Coomasie przez 1
mi eszaninN 10% met anol uO.Analitystef wivawiesnia oct o
dokonano przyu Uy c i u pr o g Mational Inktimizsy & Heal{(NIH),

Bethesda, MD, USA
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3.2.7.4. Immunofluorescencja

w metodzi e i mmunofl uorescencji wy k
pierwszorzndowe skierowane przeci wko b a

z fluorochromenpr zeci wci aga drugorzndowe o0 specy

pierwszorzndowych. Dzi nki temu moUna okr
czynni k- w. Metodn tn zastosowano w celu
na | okalizacjn 42i-9 oPAR,COX2bRhEAJEIB orkZMVIRP

w hodowlach pgaskich, homo2§eraziSW620. | i ni i {

DoSwi adczeni e -komoowahsz&h @anwcld papfek&ch ty
do ktdodayoph 500 Olo zgMmsitedB8oiy- AemB8minpnkgo
dni a, do wszyst kb0 60 baldnyrh substanojidapuszczanych

w pgynie hodowlanym z 2% FBS (|l ub samego
Po tym czasi e, kom-r ki przepgukand®l dwukr
5%roztwor u f ormal dehydu w PBS przez 5 minut

dwukrotnie PBS i dokonano pelbDh¥mamwonui zacj i
Triton X-1 00 w PBS (2 mi nuty) . Ponowni e p
[ per meabi |l i zowan e odano gpa 5000¢7,5% mztwora EBSHi pni e

w PBS w <celuwu zabl okowani a ni especyficz
Po godzinnej i nkubacj i w temperaturze p
po 20001z awi esiny przeciwciag pierWrstzieor zfdo
w PBS i inkubowano przez noc w temperaturzZ&.4Po tym czasie, komory
przepgukano trzykrotnie PBS, a nastnpnie
przeciwciag zdwiulcha BETCH owy ¢ e Ec ZmtnigvePBS 2 5 0

[ i nkubowano przez 2 godziny w temper a

przepgukano trzykrotni e PBS [ spor z Nd
fluorescencyjnym (linia lasera 4 88 nm ( Swi at( @ k § doaid iAersak i ¢
i Cytologii. RoSlin UMCS)

W przypadku biagek RhoA, RhoC it RhoB
fluorescencyjne cytoszkieletu aktynowego. Wtymceluppk ubacj i Z przec
drugorzindowymi, komory przepgukpaon o2 0t0r zGQ/lk 1
barwnika falloidynar o d a mi n a B i i nkubowano przez
wW temperatur ze pokoj owej . Nastnpni e, K

i obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym.
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Zdjficia przeanalizowanahpdd aetkemi |l a@lo&loin
intensywnoSci fluorescencji w celuwu p- gi
(programimage Studio Literer4.0 . W tym celu, z kaUdego z
6 miejsc (2 wykazuj Nce najsilnisgjabasMdN f
fluorescencjn i 2 wykazuj Nce Sredni N f1
Dla kaUdego wariantu podawanych substanc
30 wybranych miejsc), z kt-rych obliczon
[Donaldson, 2015]

3.2.7.5. Western Blotting (WB, immunoblotting)

| mmunobl otting wykorzystywanyionuest do
bi agek. Wykorzystane jest w tym celu wi N:
Bi agka poddaj e sin el ektroforetycznemu
na membrann. Do i mmobilizowanych na memb
pierwswerzaddo nich przeciwciaga drugor z
enzymeniper oksydazN chrzanowN (HRP, ang. hor
al kalicznN (AP, angi. ktalrkyal k mtealdlzag pehap r
bezbarwnego substratu w barwnypgukt. Analiza chemiluminescencyjna (HRP) lub
kol orymetryczna (AP) pozwala na okreSlen
wpr ost proporcjonalna do il oSci zwi Nzan
proporcjonalnegl 0 i | 0Sci badanego biagka.

Hodow e kom-r kowe, zadodloavwey mh, pigryk kaacw.

24 godziny z badanymi substancj ami (lub
etapy prowadzono w | odzie. W tym cel u,
po 100 OI zi mn edgdatkisgmPICPrhetmo Saentifid) irkybowamo

przez godzi nn. Nastnpni e, zdrapano k o
do mi kroprob-wek. Lizaty odwiC) owweaelmo ( 14

sedymentacji DNA i frakcji lipidowych, a supernatant przeniesionondaych

prob- wek. I nkubowano je nast fiA&npbezynpr zez
ponowni e umieszczono w |l odzie. cznaSi kaO
il oSci bi agka, a pozostagN cznSi po d

z -nferkaptoetanolenSigma Aldrich)p or cj owano i-80&.amr oUono w
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Bi agko oznaczono metodN BCA z wykorzyst
wedgug i nst r (Tkeamo Bcieptifich ducent a

W kol ejnym etapi e, dokonano rozdzi ag!l
wczeSni-ew (lpiozcaztNt kowo 90V, 120Vt emv zOweil fuk s
poliakrylamidowym (Uel 9 %kadgherga) b I0/6% z y ¢ h
dl a mniej szy&hMMP-9, £gxX2k, (RWMPA, R haktgha)). Rh o B,
Na Uele nakgadanmo pgbib&gk Poa wii ez daj iNxclee Uel
w buforze do transferu. W tym czasi e, pr
por-w 0,45 Om) poprzez pJukanie ich prze
do transfery50 mM Trisi 40 mM glicyna(Ch e mp u r ; P e, @dskiw0%S | Ns ki
metanol). Dok onano -suchegm(§5V@0rminut)pw- &r odowi sku bt
do transferu, po czym membr an(0nMiladsk ano t
HCI pH 7.4w 0,9% NaClz dodatkien0,05% TritonX10Q)po 15 mi nut . Nas
membrany pgukano w 10% roztworze mleka o
w celu zablokowania niespecyficznych mie
membr any przeniesiono do roztworuezawier
(500k r ot ne r ow TBSE) Gokub®wanoeprzez noc w temperaturz€ 4
W kolejnym etapiekrmeé¢mbreampywy ddbukdmaut3 w ]
przeniesiono je do roztworu zawierajNce -
z AP, r o z0O0x evEBST 0 inkebovizano przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji, membrany pgukanc
raz przez 15 minut w buforze AROO mM TrisHCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM
Mg?"). Nastnpni e, umi esvywo@ryavajne aw@GimBAT o z & (
Aldrich) w buforze AP)na kogysce | aboratoryjnej. P c
wykonano zdj-DocXRS+u \haesyt kiiopnnai neop -agh @ INc 2 i w
poziomu badanych bi agek [Kurieny Scpfeld, 2006; pr ogr
Mahmood, Yang, 2012]

3.2.8.0cena efektu synergistycznego

Jako, Ue w badaniach podawano subst a
synergistyczny. Synergizm wystnpuj e wted

razem przewyUsza sumi efekt -w substancji
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antagonizm, gdy efekty dzagani a zwi Nzk-w znosi gy S i

gdy silniejszy efekt wynikag z sumy ef ekH

W celu obliczenia interakcj.i dziagani a z\
060 —,

gdzie:xief ekt dziagani ayiedlk&kt anejiagpne dvesedjst dacpijgad

substancji trzeciej,ae f ekt dzi agania substancj.i podanych w p

Obliczona wartoSi (Cl, combinati on i nde

wzgliidem siebie wyRlazOjN dylgs@Bladiyner gi z
iaddyt ya@nmbd3B antagonizm.

3.2.9. Analiza statystyczna

Wyni ki, zebrane z CO naj mniej 3 pow
wykres-w zK odSrheydneinN e standar dowe. Okr e
statystgzynpr mbami testem jednoczynni kow

z testem poshoc Dun neptrtzdya uUyci u pr ogr (@mphPadcr ap h P

Software, Inc. La Jolla CA, USA) |l stotnoSci statystyczn
w odniesieniu do kontroli i opi sane A*D0
dla p < 0,005.
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4. Wyniki

Wy ni ki uzyskanych analiz przedstawio
j ako SNroeddcrhiyd eni e standardowe. | sttrmt noSc
ANOVA z testem poshocDu n n ®@tztn@a z o n o1 g <0J0F **iAp*<,01( *

* ip < 0,005) w odniesieniu do kontroldi

na (1) screening, wykonany w celu sel ek
inkubacji z nim (ii) podst awowe wdaSciwoSci

cytotoksyczny, Zzahamowani e proliferacj.i
[ przeciwzapal ne), (i ii) zahamowani e mig
zwi Nzk-w na poziom i akygtlwnawSimi mirage ki, z
i opornoSi wielolekowN. NajwaUniejsze u

na koG u rozdziagu.

4.1.Screening

Dokonano oceny wpgywu kwas ursol owego
i kamptotecynyll (CPFL1 1) na Uywot neci8slCoimHR%okaz | i ni i
SW 620. Na podstawie wuvuzyskanych wynik: - w
z badanych substanciji.

Kwas ursolowy, wraz ze wzrostem stnUe
kom-rek prawidgowych i nowotzazas owyicimk wb 3 a
(24, 48 i 72 godz.). W metodzie NR, przy
do Zznacznego spadku Oywot noSci Kkom-r ek
cytotoksyczny przy tym stnUeniu nie prze
CoTriSW 620 i 15% wz g |28.d\e pnzypkdium24 rgedkinnegf T
i nkubacji wuzyskano spadek Uywotfh3g%ci kor
(HT-29)i94,7N4 , 4% ( SW 620) wwyklld) greyrjednioazesriym o | i ) (
wzroScie kbhomiiélr pcjddoilttg N &9% tv odniesieniu

do kontroli)Wyk. 1a) . Wy ni ki uzyskane po oznaczeni
punk:t i stotnego spadku UywotnoSci byg | e
(powyUej 25 Og/ ml dla CCROiSW@E0\WYKr) 1ad?2, '
Z tego wzglndu stnUenie 5 Og/ml kwasu ul
bada .
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Kwas ol eanol owy wykazag o wiele s@gab

|l stotny spadek UywotnoSci nastfipowad dopi
przy czad ach i nkubaciji powyUej 24 godzin. Zn
po inkubacj.i kom-rek ze stinUeniami OA pr:

cytotoksyczny wzglndem kom-rek nowotwor o
prawi dgowych w 2det@adi.e INMRk ubpaocij i z OA
OywotnoSi kom-rek linii NGCR%8«wxgCademwkno
(Wyk.1b) , natomi ast kom-rek nowotworowych: ¢
N 4, 4 %-29ilSW 620 Wyk. 2b, 3b)) lub na podobnynpoziomie w metodzie

MTT (odpowiednio 101,7 N 1,6%, 109,9 N 4,
841 CoTr, HF29 i SW620(Wy k . ). 1 b 6
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Dunnettba
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Kamptotecynel 1 ,

spowodowaga

Ponadt o,

przy czasach inkubacji 48 i 72 godz.) CPTL

wzgl ndm
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c 6 )-p<0.05,*-p<0,01, **-p<0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test poshoc
Dunnettoba

I nteresuj Ncym wynikiem byg 22przyst Uy
stAUeni-hkthpecwylUej 1 Og/ml w obu metodact

inkubacjip o wy Ue | 24 godz. w przypadku NR i W
w MTT)(Wyk. 1-3) . PotencjalnN przyczynN takiej
przez kom-rKki nowot wor owe mechanizm-w op
42Podst awowe wdaSciwoSci przeci wnow
W dalszych badani ach wykonano analizn C
przeci wnowotwor owych zwi Nzk - w, takich
zahamowani a proliferacji, wjaSci woSci
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na czynni ki zaangaUowane w st amigragiapal ny
kom-r ek. Substancje podawane bygy osobno

takUe charakter ich interakcj.i

4.2.1. Efekt cytotoksyczny

X~ [ CCD 841 CoTr
o 1404 Bl HT-29
> . @ SW 620
~— 1204
* *k*k *%
*kk *xk FrK Kk g Kok ok wx

«— 100 Kk *kk - *kk *kk
(%}
o 804
ey

604
-
o
> 407
> 20-
—~ 0_
— K UA OA CPT-11  UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL
o
S
B @ CCD 841 CoTr
< B HT-29
° I SW 620
x

*%k%

o 1407 *kk
= . Kk *kk e *kk
— 120 *
— 1004 *kK|
(%}
o 801
c
_ 601
o
= 404
> 20-
-

0..

K UA OA CPT-11  UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

Wyk. 4. Efekt cytotoksyczny badanych -20wazNzk- - w wz¢
SW 620 oznaczony metodamiR (A) oraz MTT (B); * - p < 0,05, **- p < 0,01, *** - p < 0,005,
jednoczynnikowa ANOVA, test posthocDunnet t 6 a

W badaniu metodN NR, wszystkie wari
stosowanych substancjTdbela 4Mat er i agy i Met ody) Spowo
|l ecz istotny statystycznie spadek Uywot
Naj silniejsze dziagani e cytotoksysykfzne w

przy c¢czym efekt byg naj viy OrazzALL (spadgkr z y p a
OywotnoSci do,N 216% lomy B8®7 N 3%% ,w6 odniesieniu
do kontroli)(WWyk.4A) . Ef ekt cytotoksyczny wzglndem
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ni Uszy, ni U w przypadku prawidgowych. N
HT-29 zanotowano po inkubacji z OA (do 88\33,1%), natomiast w przypadku

SW 620i po dzi agani uNA42%-katol) eraz7ALIO (91,N 4,4%
kontroli)(Wyk. 4A) . Badane warianty §gNczonych su
syner gi styczneTabela B . s kPpaddorbinke- wwy(ni Ki wz gl
pr awi dgowych uzyskano po o zinveacaateGPiFld, Uy wo't
UA+CPT-11, OA+CPF1 1 oraz ALL wykazagy nieznacz
wzgliidem kom-rek linii CCD 8419 3CGRT N (1s pbae
93,3 N 3,6%, 29K, 5, N%5w8ppor 9@%nani u do kont
oraz UA+OA spowodowady nieznaczny (poni U
pr awi dgWwyk yiB).hPon@dto, wariant OA+CRT 1 wy kaza{g synerg
efekt. Kwas ol eanol owy pdprntokzsysyner gliza
kamptotecynyl 1 na kom- r Klabelp9.awi dgowe (

W przypadku -2Bomvyrneikki HToygy odwr ot ne, ni U
CoTr.WariantyzCPIL 1 ni e wywogagy efektu cytotoks
UA, OA i UA+OA seplkbwldywwtagyScipaldom-rek. N
UywotnoSci wuzyskano dla UA+OA WykidB),80, 2 R
co bygo takUe efektenfTabelafer atkeden szynkead

wariant  -w nie wywarg efektu (WyktdB).t oksyczn

Tabela 5. OkreSlenie zaleUnoSci mifndzy badanymi
ocena efektu cyisynergikm @)ca doystcy wyi d@rBadanizng
Efekt
Metoda NR Metoda MTT
. CCD 841 CCD 841
Wariant CoTr HT-29 SW 620 CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 0 0 + +
OA+CPT-11 + +
UA+OA + +
ALL +

4.2.2.Zahamowanie proliferaciji

W metodzie MTT,zahamowani e proliferacj.i k o
wywogagy wszystkie badane warianty Ssubs

w stosunku do kom-r ek prawi dgowych byg
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antyproliferacyjne -2Wz gwyikdeezma g QA+HOP&EIEika nH T

UA+OA oraz ALL (spadek proliferacji do, |
0,9% w stosunku do kontrolifyk.5A) . Te same warianty spowc
spadek proliferacji kom-rek Ilinii SW 620

31,4 N 0,9% w odniesieniu do kontroli).
OA (stopie® proliferacji WykaSApozi omi e 34,

A
EE CCD 841 CoTr

1407 B HT-29
S 1201 = SW 620
£ 1001 & o o - Kok
9 ke Kkk

*kk
\Oﬁ 80- HrE Kk k*k
© ek *k*%
‘o 601
e
3 401
©
O_.
K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

B

1407 B HT-29
S 1201 = SW 620
S 100 —
X
& 80
©
‘G 601
e
3 401
©

o ; B B e

k UA CPT 11 UA+CPT 11 OA+CPT 11 UA+OA ALL

Wy k . 5. Zahamowanie prolifer ac-29ioraZkSowb20rprdz | i ni i C(
badanekizwo Neaczone metodN MTT (A) oraz metodN opa
(tworzenia kolonii) (B); * - p < 0,05, **- p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA,
testposthocDunnett 6a

Podobne wyni ki uzyskano z oOznrRIyY@ane rei a
antyproliferacyjne wzgl ndem kom-r ek no
pogNczonych substancji, przy czym najsi

z wariantem ALL (zahamowanie proliferacji w 94,2% @{@9%) i 98,7% (SW 620)

wzgl ndemWk55B).Weky3(kie badane warianty s
ef ekt antyproliferacyjny wzgl Ald padankk om- r €
osobno (z wyjNtkiem UA+OA wzglndem SW 62
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Analizn czasu podwoj eni a i@2godzinaahc | i pr
inkubacjizbada y mi  z w Whhikikuayskanepo2¢ odzi nnej i nkubac,

sin bardzi ej mi arodajne i tylko ten wari ;
Tabela 6. Wpdgyw badanych substancji na czas podwc
841 CoTr, HT-29 orazSW 620 po 24godzinnej inkubacji; TOX T warianty badawcze, w
kt-rych toksycznoSl substancji przewaUaga nad ef e
po inkubacji z substancpami byga niUsza, ni U w c:
CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
42h 18,5h 25h
Kontrola
(100,00%) (100,00%) (100,00%)
UA 69h 17,5h 39,5h
(162,92%) (93,69%) (157,48%)
OA 37,5h 18h 26,5h
(88,60%) (98,07%) (105,76%)
-61,5h [TOX] 44,5h 218h
CPT-11
(-145,72%) (240,98%) (865,24%)
-56,5h [TOX] 67h -259h[TOX]
UA+CPT-11
(-134,21%) (363,96%) (-1027,43%)
-71,5h [TOX] 57,5h 104h
OA+CPT-11
(-169,15%) (311,97%) (412,06%)
1069,5h 27,5h -83,5h [TOX]
UA+OA
(2536,25%) (149,54%) (-330,83%)
ALL -27,5h [TOX] 206h -39h [TOX]
(-65,18%) (1121,56%) (153,76%)
Czaspodwojeniagener acj i kom- rek prawidgowych ul
z wariant ami UA oraz UA+OA, zmni ejszeniu

warianty z CPTL 1 wykazagy dziagani e cytotoksy
antyproliferacyjny Kddjcizbadaykaoammnelkj poa, i
to)(Tabela 6 . Wszystkie badane zwi Nzki-llpodawa
podawana pojedynczo spowodowadgy 2wy dgu Ue
Najsilniejszy &efekt wywogagy kwasy ur so
z CPT11 (UA+CPT11, OA+CPT1 1, ALL:; wydguUenie DT z 1
67 godz., 57,5 godz. oraz 206 godEkalgela 6 a efekt ten byg wy
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synergistycznejfabela7 . W przypadku kom-rek | inii S
spowodowa §ig czasy pbdwojehe mgeneracji. Najsilniejszy efekt uzyskano

po inkubacji z CPT11 i OA+CPT11 (wydguUenie DT z 25 goc
odpowiednio, 218 godz. i 104 godz.). Warianty UA+CPEI, UA+OA oraz ALL
wykazadgy przewaghin cyt oenopdifgracilamels . nad z

Tabela 7. OkreSlenie zaleUnoSci mifndzy badanymi :
ocena efektu zahamowania proliferacii; (+)i synergizm; (0)i a d d y t y w)i artsalganizng;
brakiocena efektu byga niemoUli wa
Efekt
Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 - - -
OA+CPT-11 0 - -
MTT
UA+OA + 0 -
ALL + - -
UA+CPT-11 brak 0 -
OA+CPT-11 brak 0 -
Ocena ki UA+OA brak 0 0
ALL brak - -
UA+CPT-11 + + +
Czas podwojenia  OA+CPT-11 0 + -
generacji UA+OA + + +
ALL 0 + +
4231 mmunomodul acja i wdgaSciwoSci przeciwz
Analizn wdgaSciwoSci i mmunomodul acyj n
oddziagywania na <czynni ki zwi Nzane ze s

met od N6 &r i les S| gowrygetkzd re-lraknie t 1 enku azotu (|
ELISA poziomu cytokin (prozapalnychdl b -6 i ptzéciwzapalnej I£10).

0257 B CCD 841 CoTr Lia
Em HT-29 *%
= " = sweo **
%

= * *
§ 0.151 *x%
o 010_ . %% % AR% *k%
- *®
L
= 0.051 ’-T—‘

o.noui-i A

K UA 0A CPT-11  UA+CPT-11 OA+CPT-11  UA+OA ALL

Wy k. 6. Stn
i SW 620 po
*% _p<0’01'***_p<0'

Uenie tlenku azotu (NO) wydz29el anego |
ddanych dzi a@arizw nlaaGineeyd@ika&06,b st ancj i
005, jednoczynnikowa ANOVA, testposhocDunnet t 6 a
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Analiza wykazada wzrost stnUenia NC
prawi dgowe i nowot worowe po inkubacj.i z
Najsilniejszy efekt wykazag wariant ALL
(wzrost do 0,170 N 0,064 OM NO w por - wn:
iHT-29 (wzrost z 0,027 N 0,015 OM w kontrol
dziagangey wsgkbaaty UA+OA oraz ALL w przy
(wzrost do, kolejno, 0,103 N 0,063 OM or ¢
N 0,007 OMWyk.6kontroli)(

o A
! *kk
—L 359
£ [ CCD 841 CoTr
= 301
> EE HT-29
& 251 m swe20
o] *
- 201
o 154
= 10
= *%
— 57
—9 o El [
— K CPT-11 UA+CPT 11 OA+CPT-11 UA+OA ALL
1S
o B
o
— 1000 ™8 CCD 841 CoTr
EE HT-29
© goo{ EE Sw 620
-
~ 6001
c 200l®-___JE____HM____
(O] [ [
)
N 44
n 3
21
S 14 ﬁ
=~ kK
o o .
o K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL
[ CCD 841 CoTr
- C BEm HT-29
' W 62
1 35- = SWwW 620
— 301 *
® 25 *
= 207 *
o 15 *
= 101
bl
— 57
0
K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

ez hec

Wyk. 7. Poziom cytokin: IL-1 b ( A§(B)ill-L0 (C) wydzielanych prze
aganiu b

kom-rek I inidi CEZD @rMdz CBIWr62®MHTpoddane dzi
oznaczony met-pd®NO5ELp<0A], **-p < 0,005, jednoczynnikava ANOVA,

testposthocDunnett 0 a

103



W badanych homogennych hodowl ach pgaski

podawane osobno nie wykazagy istotnych 2z
prozapalnych(IkL b 46 )1l L Z kol ei , podani e wadst w pog
stinUenia tych interleukin w Srodowisku Kk

prawie dwukrotny wzrost i1 b (z 7,05 N 0,51 w kontroli
i prawie 1,5krotny wzrostI-6 (z 517,50 N 67,88 Wy 736, 5
7A-B). Najsi ni ej szy efekt prozapalny wzgl ndem
jednak warianty CP1L1 i ALL: odpowiednio 3% r ot ny (z 7,05 N 0,
3,76 pg/ml)iponad4.r otny (z 7,05 N 0,51 dd >9,a%5 |
ponad 1,5 krotny wzrost 6 (z 517,50 N 6 7 pgd8(CRI-41) 823, 5 (
i 837, 90pg/Ml (ABLB(WOKO 7A-B) . $wi adczy to o silr
prozapalnym cytostatyku. O il ellgMdYNczeni
spowodowago wzrost s t f U eodriesienic got sarkegm pr o
cytostatyku, to podanie pojedywywypgdghghbwa
odwrotny: zmniejszenlibe (iotkooFmio Bwmyi ez i el a2My,
(CPT-1 1) do 8,89 N 1), 1.i5 6(, WA+ CWP TO ;12; efektp g / ml
synergisyczny)ilL-6 (z 823 d507R29401% 96)78 69A+8B
132,37 pg/ml (OA+CPIL1))(Wyk. 7A-B; Tabela 8).

W przypadku 11:10, tylko UA i OA+CPF1 1 spowodowadgy wzrost
interleukiny (z 17,3Wi 8ldai @1 2koehtNoOj 4
pg/ml)(Wyk. 7C).

Badane substancj e zadziagagy odmi enni e
na prawidgowe. Wzgi2Mdemwskogm-trke ke IwiamiiianHTy
i ALL spowodowayl bs pa daezk zwssiwzyyj$M trkki iseelih LU A + C |
spadek s@.hAUWnotmu lprzypadkach, najsilniejs
spadek -1bo8cil, 6 N 0,00 w k®&nkrdl 90dd
do O, 0OO0OWyK. 78-B)0.0 RMonadto, wszystkiAOAwari an
spowodowa gy -10w Kajsingejszy dfekt odnotowano w przypadku
OA+CPT1 1 . Byg t-aroprawi wzRosdt stnUenia (z
do 30,58 NWKk707 /pmlzypadku kom-rek SW 6:
UA+CPT-11, OA+CPTlloma z UA+ OA obni Aywg y nsatjislUd miieejlIs
spowodowagy kwasy podawane pojedynczo: z
N 0,26 (OA) oraz ich pogNcz &fktgozdpdnk+ OA) :
w uj n-thvy wlalk gy walliAdrnt \ w2RTost do, odpowi e
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i 6,30 N 1,58 pldl/ ml )p o gMbcdzaemiieu CZPTUA | ub
spadek stnUenia cytokiny zar-wno wzgl nd.
(do 2,19 N -D1P1i (DAZEPRN 0-110)@ykp7d). Whobu ( OA + C |
przypadkach odnotowano efekt synergistyczimabela 8 . Ef ekt wzgl nde
wydzielanej przez kom-rki SW 620 byg pod
tej cytokiny dziagag UA (z 2,40 N 0,28 ¢
pgiml ) oraz UA+OA (do 0, 70 N-6@aohdsetwowagd ml ) .
pod wpdgywemlUAdGP3, 60 N 0, 42 pg/ myR i ALL
7B). NieznacznywzrostH1 0 wywogagy UA lor(aao,OAHCRT no,
4,42 i 24,e4emN2a, 52 Wz dl ®Wyk.gg./ ml w kontr
W homogennych hodowlach pgaskich najsiln
spadkiem stnUen-ilé ¥y dodriaezl anwicihk slz2EOni em s
wywar gy warianty UA,1. O wbanadejzaySat @@ Bci a
przeciwzapalnych kwas:-w wursol owego i o |
ochronnym wzglndem kom-rek prawidgowych.
W hodowlach kokultur, praktycznie we wszystkich przypadkach badane
substancje indukowagy wzrhoFEylko wsprzgipddkini a c
sferoid-w kom-rek SW 620 doszgo -1do i st
(wszystkie warianty) i 1k6 (UA, OA, UA+CPT11, ALL)(Wyk. 8A-B). Z drugiej
strony, w winkszoSci przypadk: woab svrgwowe:
badanychz wi Nz k - w. Najsilniejsze dziaganie w
UA+CPT-11iOA+CPF11 wzgl ndem kokul tury kom:-rek
HT-29. W tym przypadku obserwowano odpowiednio2 ot ny (z 6, 05 N 1
N 4,64 pebptnylwzrosi s ni20e5nlica (Ido 15, 11 RN 5, 52
synergistyczny)(abela 8 . Z kol ei, -1laikOAyORRA101S i wz@P TH d e m
kokul tury kom-rek prawidgowych i sferoid
prawie3k r ot nym (do 22,45 N 6, 6 3konwdt)gpoiadem 7,
2krotnym wzrostem stiUenia (do 17,22 N 0
wywogdagdgy wz{l®wydzielankj priez sferoidy SW 620 oraz wszystkie
z wyj Ntkiem UVAHURPRTOA w pr z y-2PaNMyk 8C).sf er oi d -
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, Bl Kokultura CCD 841 CoTr + HT-29 Bl Sferoidy HT-29
[l CCD 841 CoTr .
= 357 3 Kokultura CCD 841 CoTr + SW620  EH Sferoidy SW 620

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11  OA+CPT-11 UA+OA ALL

£ B Bl Kokultura CCD 841 CoTr + HT-29 Bl Sferoidy HT-29
= W CCD 841 CoTr .

o [ Kokultura CCD 841 CoTr + SW620 Sferoidy SW 620
a

1800~
1600+ *% *kk

ek *k*k
1400 *k * *x
1200 * * * i
1000 1 = I
800
600-
400
200- -0 -H--EE_ L d--MdE_H-- 4L -

S5 - - ::ﬂ: R
b

OA CPT-11 UA+CPT-11  OA+CPT-11 UA+OA ALL

L-6

=

stinlenie

C Il Kokultura CCD 841 CoTr + HT-29 Bl Sferoidy HT-29
e BN CCD 841 CoTr i
~ @ Kokultura CCD 841 CoTr + SW620 Bl Sferoidy SW 620
—1 351 *

o 259

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11  OA+CPT-11 UA+OA ALL

Wyk. 8. Poziom cytokin: IL-1 b ( A§(B)ill-L0 ( C) wydzielanych przez hc
kom-rek Iinidi CCD 841 CoTr, kokultury kom-rek pr e
z kom-rek29 ilnuibi SHWF¥ 620 oraz same sferoidy kom-re
dzi aganiu badanych zwi Nzk- w<dp:*-pzx06dly met odN ELI
*** _p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test poshocDunnet t 6 a

k
S

W heterogennych hodowlach przestrzennych

substancji zaohWadekziziva ikkaszzaji anatdirUeni a c |
IL-10, ni U zmniejszenia ilbo%Bcil Lcytokin pro

Wari ant em o] naj wi nkszym potencjal e
w przypadku homogennych hodowli zegeskich

kwasu oleanolowego i kamptotecyfy (OA+CPF11l). Wariant ten nie tylko
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naj silni ej

chroni §

Tabel a
ocena

k om-

addyt y wxi arlaganizng

obni Uag
r ki

eni @ekzabkeUnoSci
wgaSci woSci

mi Andzy

oS
prawi dgowe

A 7

| i n

cytokin

badany mi
i mmunomoduliasyngrgizmy(@ih

[ CCD 841

Bubstanc]j
[ przeci wz

Efekt
. CCD 841
Metoda Wariant CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 | - - -
OA+CPT-11 | - - -
MetodaGr i es s
UA+OA - - 0
ALL - 0 -
UA+CPT-11 | - - +
IL-1 6 metoda OA+CPT-11 | + + +
ELISA (kultury
pjaskie) UA+OA | + - -
ALL 0 + +
UA+CPT-11 | O + +
IL-67 metoda OA+CPT-11 | - - -
ELISA (kultury
pjaskie) UA+OA | + - -
ALL 0 - +
UA+CPT-11 | + - +
IL-107 metoda OA+CPT-11 | + + +
ELISA (kultury
pjaskie) UA+OA | + + +
ALL 0 0 -
CCD 841 kokultura kokultura
CoTr CCD 841 Sferoidy CCD 841 Sferoidy
(hodowla CoTr HT-29 CoTr SW 620
pgaskiHT-29 i SW 620
UA+CPT-11 | - - + - 0
IL-1 6 metoda OA+CPT-11 | - - - 0 -
ELISA (kokultury) UA+OA - 0 + + -
ALL - - + - -
UA+CPT-11 | - - + - +
IL-61 metoda OA+CPT11 | - - - - +
ELISA (kokultury) UA+OA - 0 + - +
ALL - - - - -
UA+CPT-11 | + + + + -
IL-107 metoda OA+CPT-11 | + + - -
ELISA (kokultury) UA+OA + + + - -
ALL - 0 - - -
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4.3Zahamowanie migracji

Akt ywnoSi UAl1l OpAodaw@mlych pojedynczo

hamuj Nca migracjnin kom-rek, zostaa zbadar
przez porowatN membranin (Transwell) o S
dziagania zostag przedstawiony w przel i c:z
poni Uej 0O SwiadczN o spadku migracji, z |
Zdj.1.Pr zedst awi enie wpgywu badanych substancji na n
(A),HT-29 (B) oraz SW 620 (C) oznaczony metodN rysy,;
odl eggosSci mi Adzy c¢zodami kom- rek w wariancie kor
wyznacza® 0 Om

Mi gracja kom-rek prawidgowych badana
przez wszystkie wdl (CRFY YA+QPTK aOApGPEItlL,e c y n N
ALL) , zaS warianty UA, OA oraz UA+OA ni e
promowagy mi gr aCgbng4lkCoinZdj. & kWyK. BA).iZ kolei,

mi gracja kom-rek nowotworowych zostaga
warianty, przy czym efekt bygdg silniejszy
mi gracyjnym, czyl i i nii S Wariéng OA+OANaj s i |
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