® Postepy Hig Med Dosw (online), 2011; 65: 404-413 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2011.03.30
Accepted:  2011.06.07
Published: 2011.06.21

Review

Receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow
(PPAR). Wtasciwosci antyproliferacyjne

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR).
Antiproliferative properties

Anna Hojka, Andrzej Rapak

Laboratorium Immunobiologii Molekularnej Nowotwordw, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow, oznaczane skrétem PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptors), to czynniki transkrypcyjne, nalezace do rodziny jadrowych re-
ceptoréw hormonéw. Ich gléwna rola jest kontrola metabolizmu kwaséw tluszczowych i utrzyma-
nie homeostazy glukozowe;j. Izotyp Y PPAR moze réwniez wptywac na proliferacjg, przezywal-
nos¢ i réznicowanie si¢ komorek zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych. Zwiazki, ktére
sa ligandami PPARY negatywnie wplywaja na komdrki nowotworowe, indukujac apoptoze, ha-
mujac ich proliferacje i promujac prawidlowe réznicowanie. W pracy przedstawiono ogdlne wia-
domosci na temat receptoréow PPAR oraz skupiono si¢ na wtasciwosciach antyproliferacyjnych
ligandéw PPARY i ich wykorzystaniu w terapii skojarzonej. Terapia skojarzona z uzyciem ligan-
déw PPARY i innych zwiazkoéw, zwtaszcza retinoidéw i swoistych inhibitoréw kinaz, moze by¢
efektywna strategia w chemioprewenc;ji i leczeniu niektérych typéw nowotwordow.

PPAR - retinoidy ° terapia przeciwnowotworowa

Summary

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) are transcription factors that belong to the
hormone nuclear receptor superfamily. Their main role is control of fatty acid metabolism and
to maintain glucose homeostasis. Isotype ¥ of PPAR can also be implicated in proliferation and
cellular differentiation of both normal and cancer cells. Compounds that are PPARY ligands have
a negative influence on cancer cells and can induce apoptosis, inhibit proliferation or induce cel-
lular differentiation of these cells. This review summarizes general information about PPAR and
focuses on anticancer activities of PPARYyligands and their use in combined therapy. Combination
treatment using PPARY ligands and other agents, especially retinoids and specific kinase inhibi-
tors, may be an effective strategy for chemoprevention and treatment of some cancers.
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Wstep

Receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow,
oznaczane skrétem PPAR (peroxisome proliferator-acti-
vated receptors), to czynniki transkrypcyjne, nalezace do
rodziny jadrowych receptoréw hormondw, do ktdrej nale-
zg rOwniez m.in.: receptor hormonu tarczycy —TR (thyro-
id hormone receptor), receptor kwasu retinowego — RAR
(retinoid acid receptor), receptor witaminy D, — VDR (vi-
tamin D, receptor) [44]. Ich gléwna rola jest kontrola me-
tabolizmu kwaséw ttuszczowych i utrzymanie homeosta-
zy glukozowej, poprzez regulacj¢ transportu i przemiany
kwaséw tluszczowych [14]. Ponadto odgrywaja one wazna
rolg w proliferacji i réznicowaniu si¢ komoérek [7].

Receptory PPAR po raz pierwszy opisali Isabelle Issemann
i Stephen Green [25]. Zostaly one wyizolowane z komé-
rek mysiej watroby jako czynniki, ktére ulegaty aktywa-
cji i posredniczyly w efektach wywolywanych po podaniu
zwigzkéw okreslanych jako proliferatory peroksysoméw
(PP). PP to okreslenie odnosi si¢ do grupy zwiazkéw,
ktére wykazuja swoiste dziatanie plejotropowe i w hepa-
tocytach gryzoni powoduja drastyczny wzrost liczby pe-
roksysoméw, co uwazane byto za potencjalng przyczyne
nowotworéw watroby. Dzisiaj ztozona nazwa — receptory
aktywowane proliferatorami peroksysoméw - ma juz je-
dynie znaczenie historyczne, poniewaz aktywacja PPAR
nie wywoluje wzrostu liczby peroksysomow u ludzi i in-
nych ssakéw [10].

Dotychczas zidentyfikowano trzy izotypy PPAR: o, /3
i7y. Kazdy z nich jest produktem osobnego genu. Ponadto
wykazuja one rézny profil ekspresji w tkankach, aktywa-
cj¢ przez swoiste dla danego typu ligandy i sa zaangazo-
wane w rézne, chociaz czgsto komplementarne procesy
komérkowe [62].

PPAR« jest cztonkiem tej podklasy receptoréw, ktéry zo-
stat wyizolowany jako pierwszy [25]. Jest on gléwnie eks-
presjonowany w tkankach, ktére wykazuja wysoki poziom
katabolizmu kwaséw ttuszczowych, czyli w sercu, watro-
bie, nerce [4,48]. PPARa odgrywa wazna role w regula-
cji metabolizmu lipidéw. Aktywacja tego receptora wpty-
wa na transkrypcje gtéwnych enzyméw zaangazowanych
w B-oksydacje kwaséw tluszczowych zachodzaca zar6w-
no w peroksysomach, jak i mitochondrium, mikrosomal-
na w-oksydacje, syntez¢ ciat ketonowych, transport i prze-
miany kwaséw tluszczowych [14,40].

Drugi izotyp PPAR jest czgsto oznaczany jako /3.
Odmienno$¢ w oznaczaniu wynika z réznic jakie wyka-
zuje ten izotyp migdzy gatunkami. Po raz pierwszy izo-
typ B wyizolowano z oocytu zaby. Po wyizolowaniu ko-
lejnego izotypu z myszy, ze wzgledu na nieduzy stopien
podobienstwa sekwencji do wczesniej odkrytych izoty-
péw, oznaczono go jako 8. Jednakze wyizolowanie tylko
trzech izotypéw PPAR z kurczgcia i poréwnanie sekwen-
cji wszystkich dotad wyizolowanych receptoréw z tej gru-
py wykazato, ze PPAR oznaczany jako 8 u ssakow jest or-
tologiem PPARP u ptazéw i ze jest to ten sam izotyp [62].

PPARJ/S jest ekspresjonowany we wszystkich tkankach
na podobnym poziomie[48], chociaz poziom ekspresji
w niektérych organach, takich jak tozysko i jelita zalezy od

poziomu zréznicowania i proliferacji komoérek [6]. Mimo
iz PPARP/S jest najbardziej powszechnym izotypem, to
jego rola w komoérkach jest mato poznana. Do tej pory
wykazano, ze jest on zaangazowany w kontrole homeosta-
zy energetycznej i termogenezy. Bierze udzial w regula-
cji B-oksydacji kwaséw ttuszczowych i transportu chole-
sterolu, dlatego tez jego ligandy sa proponowane jako leki
w leczeniu choréb metabolicznego syndromu X. Ponadto
odgrywa wazna role w proliferacji keratynocytéw i proce-
sie gojenia ran [80].

PPARY jest obecnie najlepiej poznanym izotypem. U ludzi
zidentyfikowano cztery rézne typy czasteczek mRNA dla
PPARY (-v1, -¥2, -Y3, -y4). Powstaja one w wyniku rozpo-
czecia transkrypcji w réznych miejscach promotorowych
oraz alternatywnego splicingu [67]. Gen PPARG sktada si¢
z 9 eksonéw: Al, A2, B i eksony oznaczone 1-6.W sktad
kazdego typu mRNA PPAR wchodza eksony 1-6. mRNA
PPARY4 skiada si¢ tylko z tych szeSciu eksonéw, nato-
miast pozostate mRNA sg zbudowane jeszcze z dodatko-
wych eksonéw. mRNA PPARYI jest kodowany przez eks-
ony Al, A2 oraz eksony 1-6, natomiast mRNA PPARY2
1 PPARY3 przez siedem eksonéw, odpowiednio dla PPARY2:
ekson B i eksony 1-6, a dla PPARY3: ekson A2 i eksony
1-6. Mimo ze istnieja az 4 typy mRNA dla PPARY, ist-
nieje on tylko w dwoch izoformach biatkowych, oznacza-
nych PPARYI i PPARY2. Z czasteczek mRNA oznacza-
nych jako PPARY1, PPARY3 i PPARY4 powstaje izoforma
biatka PPARYI, ktéra jest zbudowana z 477 aminokwa-
séw. Z mRNA PPARY2 powstaje natomiast biatko ozna-
czane jako izoforma PPARY2, zawierajaca dodatkowe 28
aminokwas6éw na aminowym koncu biatka, ktére sa zako-
dowane w eksonie B.

Izoformy PPARY sa ekspresjonowane na réznym poziomie
w réznych tkankach. Izoforma PPARY2 jest gtéwnie eks-
presjonowana na wysokim poziomie w tkance tluszczo-
wej, gdy izoforma PPARY1 wykazuje znacznie szerszy
wzor ekspresji i jest obecna w tkance ttuszczowej, jelicie
grubym, nerce i migsniach szkieletowych [67].

PPARY jest uwazny za regulatora metabolizmu lipidéw.
Najszerzej poznana rolg jaka pelni ten receptor w organi-
zmie jest udziat w regulacji adipogenezy, ktéra jest proce-
sem réznicowania komérkowego preadipocytéw w dojrzate
komorki tkanki ttuszczowej (adipocyty). Typ 7y recepto-
ra PPAR jest ekspresjonowany na najwyzszym poziomie
w tkance ttuszczowej [68], ponadto wykazano, ze poziom
jego ekspresji wzrasta wraz ze stopniem réznicowania adi-
pocytéw [12]. W tkance tluszczowej receptory te dziata-
ja poprzez regulacje ekspresji genéw zwiazanych z prze-
miang i transportem lipidéw [7]. Ich aktywacja indukuje
ekspresje bialek niezbednych w procesie adipogenezy, ta-
kich jak: biatko aP2, karboksykinaza fosfoenolopirogro-
nianu, lipaza lipoprotein, ktére uwazane sa za markery
tego procesu [68]. Uwaza si¢ réwniez, ze PPARY odgry-
wa wazna role w uwrazliwianiu komérek na insuling, po-
niewaz jest modulatorem stgzenia kwaséw ttuszczowych,
przez co uczestniczy w regulacji homeostazy glukozowe;j.

Poniewaz PPARY bierze udziat w regulacji drég meta-
bolicznych, to moze on réwniez wptywac na prolifera-
cje, przezywalnos¢ i réznicowanie si¢ komoérek. Ligandy
PPARY opisano jako czynniki hamujace wzrost, promujace
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E-F

domena wiazaca ligand (LBD)
domena aktywacji zaleznej od
liganda (AF-2)

domena aktywaciji
niezaleznej od

liganda (AF-1)

Ryc. 1. Budowa domenowa receptora PPARY. W regionach strukturalnych:
A/B, C, Di E-F znajduja sie funkcjonalne domeny: AF-1 - domena
aktywadji niezaleznej od liganda, DBD — domena wiazaca DNA,
LBD — domena wiazaca ligand, AF-2 — domena aktywacji zaleznej
od liganda

roznicowanie i indukujace apoptoze komdrek nowotwo-
rowych. Dane literaturowe wskazuja, ze receptory PPAR,
zwlaszcza izotyp ¥, moga by¢ celem terapii przeciwnowo-
tworowej w raku jelita, gruczotu sutkowego, prostaty oraz
nowotworéw uktadu limfatycznego. W pracy skupiono si¢
na wtasciwosciach antyproliferacyjnych PPARY.

Bupowa pomenowa PPARY

Wszystkie izotypy PPAR wykazuja budowe domeno-
wa, charakterystyczng dla nadrodziny receptoréw jadro-
wych, do ktérej naleza. Zbudowane sa z czterech regio-
now strukturalnych: A/B, C, D i E-F, w ktérych wyréznié
mozna cztery domeny funkcjonalne: AF-1, DBD, LBD
i AF-2 [57] (ryc. 1).

Region strukturalny A/B jest umiejscowiony na amino-
wym koncu biatka. W jego obrebie znajduje si¢ domena
AF-1 (ligand-independend activation function), ktéra od-
powiada za aktywacj¢ transkrypcji genéw niezalezna od
liganda [72]. W regionie A/B znajduje si¢ ponadto resz-
ta serynowa, ktéra moze ulega¢ fosforylacji. Fosforylacja
jest jednym z bardzo waznych mechanizméw regulacji ak-
tywnosci biatek, w tym réwniez receptoréw jadrowych.
Doswiadczalnie wykazano, ze aminokwasem ulegajacym
fosforylacji w PPARY jest seryna 82 i 112 (S82/S112) od-
powiednio dla izoformy PPARY1 i PPARY2. Aminokwas
ten zidentyfikowano w obrebie sekwencji PASP, ktdra jest
odpowiednikiem konsensusowej sekwencji MAPK (mito-
gen-ativated protein kinase) [1]. Kinazy MAP sa biatkami,
ktére reguluja odpowiedZ komarki na czynniki zewngtrzne
(np. czynniki stresowe, cytokiny, czynniki wzrostu), a po-
przez fosforylacje, m.in. receptoréw jadrowych moga wpty-
wac na takie procesy jak apoptoza, réznicowanie czy tez
podzial komérek [28]. Fosforylacja S82/S112 moze pro-
wadzi¢ do zmian w obrgbie domeny AF-1, co wptywa na
jej oddziatywanie z LBD oraz na wiazanie si¢ kofaktoréw,
powodujac uwalnianie kompleksu korepresoréw i wigzanie
kompleksu koaktywatoréw. W efekcie koricowym prowadzi
to do utraty aktywnosci transkrypcyjnej przez PPARY [63].

Region strukturalny C jest fragmentem zawierajacym naj-
wigksza liczbg sekwencji homologicznych wsréd wszystkich
receptoréw jadrowych hormonéw steroidowych. Znajduje
si¢ tutaj domena odpowiedzialna za oddzialywanie recep-
tora z DNA — DBD (DNA binding domain). W obrebie

tej domeny znajduja si¢ dwa motywy palca cynkowego,
ktére biora udzial w wigzaniu si¢ receptora do sekwencji
promotorowej docelowego genu [57]. Ponadto w regio-
nie tym znajduja si¢ pojedyncze aminokwasy, ktére bio-
ra udzial w rozpoznawaniu elementu odpowiedzi znajdu-
jacego si¢ na promotorze oraz wspomagaja wiazanie si¢
do DNA poprzez tworzenie dodatkowych wigzan wodo-
rowych. Wykazano réwniez, ze w przypadku PPARY, do-
mena DBD oddzialuje z domena LBD-PPARY i domena
DBD-RXRa, przez co stabilizuje i umacnia oddziatywa-
nie z DNA [11].

Region D jest najkrétszym ze wszystkich strukturalnych re-
giondw. Czg¢sto nazywany ,.regionem tacznikowym” (hin-
ge region). Nie ma on struktury drugorzedowej, przez co
jest bardziej elastyczny, tworzac ruchome potaczenie mig-
dzy regionami C i E-F, ktére umozliwia zmiany konforma-
cyjne migdzy aktywna i nieaktywna postacia biatka [57].

Region strukturalny E-F jest najlepiej poznanym u PPARYy
regionem. Jest on bardzo wazny, poniewaz spetnia wazne
dla aktywnosci PPARY role: wiaze ligand, kofaktory i od-
dzialuje z partnerem biatkowym. W regionie tym znajduja
si¢ dwie domeny funkcjonalne: LBD (ligand binding do-
main) - ktéra odpowiada za wigzanie liganda oraz AF-2
(ligand-dependend activation function) — okreslana jako
domena aktywacji zaleznej od liganda.

Badania nad struktura drugorzedowa LBD wykazaly, ze
kieszen wiazaca ligand ksztaltem przypomina litere ,.Y”
i jest znacznie wigksza w poréwnaniu do kieszeni innych
receptoréw jadrowych. Ponadto samo wejscie i wigkszos$¢
przestrzeni wiazacej ligand sktada si¢ gléwnie z amino-
kwasow hydrofobowych. Cechy te sprawiaja, ze recepto-
ry PPAR w odréznieniu od pozostatych receptoréw moga
wigzaé wiele ligandéw, ktore sa duzymi hydrofobowymi
czasteczkami [83]. Jednoczesnie nalezy zwrdcié uwage,
ze mimo iz czg$¢ ligandéw, zwlaszcza endogennych, ma
zdolnos¢ do aktywacji wszystkich trzech izotypéw PPAR,
to bardzo czgsto obserwuje si¢ réwniez swoisto$¢ w wia-
zaniu ligandéw do kazdego z izotypu PPAR [76].

Licanpy oLa PPAR

Zwiazki, ktére maja zdolnos$¢ do taczenia si¢ z PPAR iich
aktywacji tworza bardzo zr6znicowana grupg. Ogdlnie mo-
zemy je podzieli¢ na ligandy endogenne, czyli takie, kt6-
re wystepuja w komorkach lub powstaja w szlakach me-
tabolicznych oraz ligandy egzogenne, czyli syntetyczne
zwigzki, dla ktérych potwierdzono zdolnos¢ do aktywacji
PPAR oraz te stworzone specjalnie na wzér endogennych
ligandow. Wigkszos¢ ligandéw wykazuje duza selektyw-
nos¢ wobec trzech izotypéw PPAR, ktéra wynika gtow-
nie z réznic w budowie kieszeni wiazacej ligand. Jednak
cze$¢ liganddw, szczegdlnie tych endogennych wykazuje
zdolnos¢ do aktywacji wszystkich trzech izotypéw, cho-
ciaz r6zni si¢ ona poziomem i zalezy od st¢zenia liganda,
poziomu ekspresji receptora i typu komorki [73].

Najbardziej znanymi naturalnymi ligandami sa kwasy tlusz-
czowe. Nasycone kwasy tluszczowe stabo aktywuja PPAR,
natomiast kwasy wielonienasycone aktywuja wszystkie izo-
typy PPAR, przy czym najwyzsze powinowactwo wyka-
zuja wobec PPARo. Do najbardziej aktywnych ligandéw
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naleza kwas linolowy, linolenowy i arachidonowy, ktére
aktywuja PPAR w stgzeniach mikromolarnych, zblizonych
do fizjologicznych [34]. Ligandami dla tych receptoréw sa
réwniez zwiazki, ktére powstaja w wyniku przemian meta-
bolicznych tych kwasoéw, tak jak np. utlenione metabolity
kwasu linolowego: 13-HODE (13-hydroxy-octadecadieno-
ic acid) i1 9-HODE, ktére wchodza w sktad LDL (low den-
sity lipoproteins) [49]. Metabolity kwasu arachidonowego
rowniez wykazuja zdolnos¢ do aktywacji tej grupy recep-
toréw. Wsréd nich znaleZé mozna zwiazki wysoce selek-
tywne wobec izotypu PPARY, takie jak 15d-PGJ2 (15-de-
oxy-prostaglandyna J2) [30].

Wigkszos¢ syntetycznych ligandéw PPAR ma wtasciwo-
Sci farmakologiczne i obecnie jest stosowana do leczenia
choréb metabolicznych.

Pierwsza z grup, dla ktérej wykazano wtasciwosci akty-
wujace PPAR bytly fibraty. Naleza do niej m.in. bezafibrat,
gemfibrozil, fenofibrat, cliofibrat, zwiazki, ktére obniza-
ja stezenie LDL i triglicerydow w osoczu i sa najczesciej
stosowane w leczeniu dyslipidemii [66]. Fibraty wykazu-
ja duza swoistos¢ wobec PPAR« [16].

Druga grupa zwiazkéw syntetycznych, dla ktérych wykaza-
no, ze aktywuja PPAR sa tiazolidinediony (TZD). Wykazuja
one bardzo duza swoisto$¢ wobec izotypu PPARY. Nie zaob-
serwowano, aby nawet w duzych stezeniach wigzaty si¢ lub
aktywowaty pozostate dwa izotypy [39]. Do grupy tej nale-
73 m.in.: troglitazon, ciglitazon, roziglitazon, pioglitazon.
Obecnie zwiazki z tej grupy wykorzystuje si¢ w leczeniu cu-
krzycy typu 2, ktéra jest zwigzana z insulinoopornoscia [66].
Najwazniejszym efektem dziatania TZD jest zmniejszanie in-
sulinoopornosci. Uwrazliwiaja one komarki watroby i migsni
szkieletowych na dziatanie insuliny, ale doktadny mechanizm
wywotujacy ten efekt nie jest poznany. Pierwszym wprowa-
dzonym na rynek lekiem z tej grupy byt troglitazon (nazwa
handlowa: Rezulin), ktdry jednak dos¢ szybko wycofano, po-
niewaz powodowat rzadkie, ale powazne uszkodzenia watro-
by. Obecnie na rynku dostgpne sa dwa preparaty z tej grupy:
pioglitazon (nazwa handlowa: Actos) oraz roziglitazon (na-
zwa handlowa: Avandia), ten ostatni jest dostgpny na rynku
polskim. Dotychczasowe badania wskazuja, ze te dwa leki
nie wykazuja dziatari niepozadanych, takich jak troglitazon,
chociaz nie sg ich réwniez pozbawione, a do najpowazniej-
szych nalezy przyrost masy ciata, ktéry mozna wytlumaczyé
mechanizmem molekularnym dziatania tych lekéw.

Stwierdzono, ze niektére klasyczne niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ) sa réwniez ligandami dla PPAR.
Zwiazki te wykazuja zdolnos¢ do wiazania si¢ i aktywacji
PPAR« i PPARY. Najsilniejszym i najbardziej swoistym li-
gandem izotypu gamma okazala si¢ indometacyna. PPARY
aktywowany byt réwniez przez kwas flufenamowy, ibupro-
fen i fenoprofen [38]. Zwiazki z grupy NLPZ wptywaja na
proces adipogenezy i w zaleznosci od st¢zenia moga by¢
inhibitorami lub aktywatorami réznicowania adipocytéw.
Wykazano, ze przy matych st¢zeniach NLPZ nastgpuje tyl-
ko zahamowanie biatek COX i brak réznicowania adipo-
cytéw. Natomiast w wyzszych mikromolarnych stezeniach
nie tylko hamuja biatka COX, ale jednoczesnie aktywuja
PPARY. Dalsze badania wykazaty, ze ligandami PPARY sa
tylko nieswoiste inhibitory COX (hamuja COX1 i COX2).
Natomiast swoiste inhibitory COX nie aktywuja PPARY[50].

Niektore z nowo syntetyzowanych pochodnych trgjarylo-
metanu (C-DIMs) o wlasciwosciach antyproliferacyjnych
okazaty si¢ ligandami receptora PPARY. Z kolei pochod-
ne dwuarylowe aktywowaty inne receptory jadrowe AR,
ER i Nur77 [59].

Ekstrakty wodne lub alkoholowe z niektérych ziét i przy-
praw, wykazujace dziatanie antyhiperglikemiczne i an-
tyhiperlipidyczne, rowniez dziataja poprzez aktywacje
PPARo i PPARY. Zidentyfikowano wiele zwiazkéw che-
micznych, ktére sa bezposrednimi ligandami receptoréw
PPAR (tymol, karwakrol, kapsaicyna, karnosol) [55,64].

W tabeli 1 zebrano przyktady najwazniejszych grup ligan-
dow dla PPAR, a na ryc. 2 przedstawiono wzory struktu-

ralne kilku wybranych.

MECHANIZM REGULAC)I TRANSKRYPCJI GENOW

PPAR sa czynnikami transkrypcyjnymi i ich podstawo-
wa funkcja jest regulacja transkrypcji docelowych gendéw.
Mechanizm ich dzialania jest bardzo podobny do innych
receptoréw jadrowych z tej rodziny. Na rycinie 3 przedsta-
wiono schemat regulacji transkrypcji docelowych genéw
przez PPARY, ktdry zostat krétko omdéwiony w tekscie nizej.

Aby zwiazac si¢ z elementem odpowiedzi na promotorze
i aktywowac transkrypcje docelowego genu PPARY wyma-
ga utworzenia dimeru z innym czynnikiem transkrypcyj-
nym, ktérym jest receptor retinoidu X — RXR [68].

RXR nalezy do tej samej rodziny receptoréw jadrowych co
PPAR [51]. Wykryto, ze w organizmach ssakéw ekspresjo-
nowane sg trzy izoformy RXR oznaczone jako: o, 3, v [42].
Zwiazkiem, ktéry aktywuje RXR jest izomer 9 cis kwasu
retinowego, ktéry powstaje w organizmie w wyniku prze-
mian metabolicznych pochodnych witaminy A, dostarcza-
nych z pozywienia [22]. RXR moze tworzy¢ heterodimery
z réznymi receptorami jadrowymi. Wykazano, ze moze on
tworzy¢ heterodimery z takimi czynnikami transkrypcyj-
nymi jak receptory: witaminy D, (VDR), kwasu retinowe-
20 (RAR) i hormonu tyroidowego (TR) [54]. Rola aktywa-
cji RXR w komérce nie zostata ustalona. Ze wzgledu na
mozliwos$¢ oddziatywania z wieloma czynnikami, mozna
stwierdzi¢ ogdlnie, ze bierze on udzial w regulacji prze-
kazywania sygnatéw w komorkach.

Receptory, ktére tworza heterodimery z RXR wiaza si¢ do
elementéw odpowiedzi na DNA, ktére sq powtérzeniem
swoistej dla danego typu receptora konsensusowej szescio-
nukleotydowej sekwencji oddzielonej przez n nukleotydéw
(DRn). Heterodimery PPAR/RXR wiaza si¢ do elementu
odpowiedzi oznaczanego jako PPRE (peroxisome prolife-
rator response elements), ktéry jest typu DR1 i sktada sig
z powtérzonej sekwencji AGGTCA, oddzielonej jednym
nukleotydem [71]. Wiazanie si¢ heterodimeru PPAR/RXR
do tej sekwencji jest spolaryzowane. PPAR wiaze si¢ od
korica 5°, natomiast RXR oddziatuje z dalszym fragmentem
[24]. Waznym dla swoistosci oddzialywania z PPRE jest
fragment okalajacy koniec 5°, ktéry wptywa na swoistos¢
wiazania si¢ kazdego z trzech izotypéw PPAR. Chociaz
PPARY wykazuje znacznie wigksze powinowactwo do ele-
mentéw odpowiedzi PPRE na réznych genach, to nie wy-
maga on zachowania konkretnej konsensusowej sekwencji.
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Tabela 1. Przykfady ligandéw PPAR

Rodzai Stezenie Reakcja
odzaj k . krzvs
liganda aktywujace rzyzowa z
PPARy (pM) PPARa PPARp
Kwasy ttuszczowe
arachidonowy 30-100 + +
linolenowy 30-100 + +
linolowy 30-100 + +
erukowy 30-100 - b.d.
laurowy 30-100 - b.d.
Eikosanoidy
8S-HETE 3 + -
8R-HETE 3 - -
13S-HODE 5-15 - -
15d-PGJ2 1-10 + +
TZD
Ciglitazon 5-20 - -
Pioglitazon 5-20 - -
Rosiglitazon 0,1-1 - -
Troglitazon 1-10 - -
NSAID
Indometacyna 10-100 - -
[buprofen 100-1000 + -
Diclofenac 100-200 + -
Sulindac 40-400 + -
Fenoprofen 50-200 + -
Kwas flufenamowy 100-200 + -
C-DIMs
DIM-C-pPhCF3 5-25 + -
DIM-C-pPhtBu 10-20 b.d. b.d.
DIM-C-pPhC6H5 10-20 b.d. b.d.
Inne
Karwakrol 200-400 + -
Tymol 200-400 + -
Karnosol b.d. b.d. b.d.
Kapsaicyna b.d. b.d. b.d.
Geranylogeraniol b.d. b.d. b.d.
Farnesol b.d. b.d. b.d.
Farglitazar b.d. + -
GW1929 0,1-1 - -
(DDO 1 - -

~+"—reakcja pozytywna,,—" — reakcja negatywna, ,b.d."— brak danych.

Natomiast w przypadku PPARo zachowanie okreslonej se-
kwencji konsensusowej fragmentu okalajacego koniec 5’
ma duzy wplyw na zdolnos$¢ wiazania si¢ tego receptora do
PPRE [26]. Elementy odpowiedzi PPRE znaleziono gtéwnie
w promotorach genéw biatek bioracych udziat w metaboli-
zmie kwasoéw ttuszczowych, m.in.: oksydazy acetylokoen-
zymu A, cytochromu P450, syntetazy hydroksymetyloglu-
tarylo-CoA, apolipoproteiny Al, biatka wiazacego kwasy
ttuszczowe FABP (fatty acid binding protein) [14].

Mechanizm aktywacji transkrypcji genéw przez PPAR jest
réwniez regulowany przez oddziatywanie heterodimeru PPAR/
RXR z réznymi kofaktorami. Pod nieobecnos¢ ligandéw
PPAR/RXR wiaze si¢ z korepresorami, takimi jak N-CoR
(nuclear receptor corepressor) lub SMRT (silencing mediator
for retinoid and thyroid hormone receptor), ktére dodatkowo
wigzg deacetylaze histonu 3 (HDAC3), co prowadzi do repre-
sji docelowego genu [82]. Zwigzanie si¢ z ligandem powoduje
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Ryc. 2. Wzory strukturalne wybranych ligandéw PPARy
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Ryc. 3. Schemat regulacji transkrypcji genéw przez PPARy; PPRE —
element odpowiedzi na proliferatory peroksysoméw, PPARy —
receptor aktywowany proliferatorami peroksysomow y, RXR —
receptor retinoidu X

zmiany konformacyjne w strukturze receptora PPAR, odia-
czenie si¢ kompleksu korepresoréw i przytaczenie si¢ r6z-
nych koaktywatoréw [83]. Do grupy koaktywatoréw PPAR
naleza: SRC-1, CBP/p300, PGC-1. W odpowiedzi na zwig-
zanie si¢ z tymi biatkami uruchamiana jest aktywacja trans-
krypcji docelowego genu przez dekondensacje chromaty-
ny i zatrudnienie maszynerii inicjujacej transkrypcje [14].

IMIECHANIZMY PRZECIWNOWOTWOROWEGO DZIALANIA LIGANDOW
PPARY

Ligandy PPARY uwazane sa za jeden z czynnikéw biorg-
cych udziat w utrzymaniu homeostazy w komorce przez
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Ryc. 4. Molekularne mechanizmy przeciwnowotwo-
rowego dziatania ligandéw PPARy
Dziatanie antyproliferacyjne: Indukcija apoptozy:
- obnizony poziom cykliny D1 - obnizenie poziomu Bcl-2
- regulacja CDK -podwyzszenie poziomu Bax i Bad
- podwyzszony poziom inhibitoréw AA - aktywacja kaspaz 3, 819
CDK fAA Ligandy PPARY
|
komérka nowotworowa
Indukela réznl . .
Zahamowanie angiogenezy:
komérkowego:
e . - zahamowanie wzrostu i indukcja
_mﬂ;'&ggg‘:ﬁ;ﬁgféw apoptozy komérek srodbtonka
" - obnizenie poziomu VEGEF

swoje zaangazowanie w regulacje drég metabolicznych.
Poziom ich ekspresji i aktywacji moze mie¢ wplyw na
réznicowanie si¢ komorek, ich proliferacje i przezywal-
nos¢. W literaturze coraz cz¢sciej pojawiaja si¢ proby wy-
jasnienia wptywu aktywacji PPARY na wyzej wymienione
procesy w komoérkach nowotworowych. W wielu bada-
niach wykazano, ze zwiazki, ktére sg ligandami PPARy
wywieraja negatywny wptyw na rozwdj komérek nowo-
tworowych [62].

W wielu badaniach wykazano, ze PPARY jest ekspresjo-
nowany w liniach komérek rakowych, uzywanych jako
systemy modelowe do badan molekularnych, m.in.: raka
prostaty [35,47], raka gruczotu sutkowego [46], raka pe-
cherza moczowego [19], raka ptuca [27], biataczkach [32].
Jego ekspresj¢ wykrywano nie tylko w liniach komérko-
wych prowadzonych in vitro, ale réwniez w tkankach no-
wotworowych pobieranych od pacjentéw. W licznych ba-
daniach wykazano, ze w liniach komérkowych, w ktérych
ekspresjonowany jest PPARY, zwiazki, ktdre sg potencjal-
nymi ligandami tego receptora dzialaja przeciwnowotwo-
rowo, hamujac wzrost komérek nowotworowych i powo-
dujac ich $mier¢.

Powyzsze obserwacje sklonity naukowcéw do postawie-
nia hipotezy, ze aktywacja PPARY moze si¢ sta¢ poten-
cjalnym celem w alternatywnym leczeniu nowotwordéw.
W trakcie juz kilkunastoletnich badari prébowano wyja-
$ni¢ role PPARY i jego aktywacji w zahamowaniu proce-
su rozwoju komoérek nowotworowych. Okazato sig, ze rola
ta nie jest jednokierunkowa i oczywista i zalezy od typu
komorki i rodzaju uzywanego liganda. Wsrdéd potencjal-
nych mechanizméw przeciwnowotworowego dziatania li-
gandow dla PPARY (ryc. 4) wyrézniono:

e pobudzanie r6znicowania komérkowego,

 dziatanie antyproliferacyjne,

* indukcj¢ apoptozy,

* zahamowanie angiogenezy.

Pobudzanie réznicowania komérkowego
W pierwszych etapach badan nad przeciwnowotworowy-

mi wlasciwosciami zwigzkéw, ktére aktywuja PPARY, wy-
kazano, ze pobudzaja one réznicowanie niektérych linii

nowotworowych. Taki kierunek badan narzucity wczesniej-
sze obserwacje, ze aktywacja PPARy odgrywa gléwna rolg
w réznicowaniu komérek tkanki ttuszczowej.

Podawanie pioglitazonu, zwiazku z grupy tiazolidine-
dionéw, indukowato proces réznicowania w komérkach
ludzkiego ttuszczakomigsaka, ktéry charakteryzowat sig
zwigkszonym nagromadzeniem lipidéw wewnatrz komo-
rek, zmianami morfologicznymi i ekspresja biatek cha-
rakterystycznych dla zréznicowanych adipocytéw [69].

Roéwniez w przypadku komérek raka gruczotu sutkowego,
zwiazek z tej samej grupy, troglitazon powodowat znaczace
zmiany morfologiczne i akumulacjg lipidow w komoérkach.
Ponadto zauwazono zmniejszenie tempa wzrostu komérek
nowotworowych oraz zmiang ekspresji genéw zwiazanych
ze stopniem zréznicowania. Komorki traktowane troglita-
zonem mialy zwigkszone st¢zenie biatka maspiny, ktére
jest obecne w prawidtowych zréznicowanych komoérkach
tej tkanki oraz znacznie obnizong ekspresje¢ biatek zwiaza-
nych ze stopniem ztosliwosci (mucyna 1, keratyna 19) [46].

Dzialanie antyproliferacyjne

W trakcie badan nad rola PPARY w procesie adipogenezy,
Altiok i wsp. zauwazyli, ze ektopowa ekspresja tego re-
ceptora w linii mysich fibroblastow (NIH 3T3) powoduje
nie tylko indukcj¢ réznicowania si¢ tych komoérek do ko-
morek tkanki ttuszczowej, ale réwniez wptywa znaczaco
na zahamowanie wzrostu tych komérek [2].

Obserwacje te zmienity spojrzenie na PPARY, nie tylko
jako na czynnik bioracy udzial w réznicowaniu komorek,
ale réwniez jako na czynnik wptywajacy na zahamowanie
wzrostu komorek.

Aktywacja PPARY, przez podanie swoistych ligandéw, po-
woduje zahamowanie wzrostu w niektérych modelach ko-
morek rakowych. Zahamowanie wzrostu najczesciej od-
bywa si¢ przez zatrzymanie komorek w fazie G1. Postgp
cyklu komérkowego jest regulowany zmianami ekspresji
i aktywnosci dwodch rodzajéw czasteczek: cyklin i kinaz
zaleznych od cyklin (CDKs — cyclin-dependent kinases),
ktére w odpowiednim etapie cyklu komérkowego tworza
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aktywne katalityczne kompleksy i powoduja kaskade fos-
forylacji docelowych biatek [60]. Aktywacja PPARY moze
wplywac na obie te grupy.

W badaniach nad wptywem ligandéw PPARY na komoérki
linii A549, czyli ludzkiego niedrobnokomdrkowego raka
pluca, wykazano, ze troglitazon znaczaco wptywa na za-
hamowanie wzrostu tych komorek rakowych i powoduje
wzrost ich liczby w fazie G1 cyklu komérkowego. Ponadto
zaobserwowano, ze zwiazek ten powoduje znaczne obni-
zenie stgzenie cykliny D1 [27], ktérej aktywnos$¢ jest po-
trzebna komorce do przejscia punku kontrolnego G1/S [60].
Podobne efekty po podaniu ligandéw PPARY obserwowa-
no réwniez na liniach raka trzustki [70], gruczotu sutko-
wego [81], pecherza moczowego [19].

W niektdrych przypadkach obserwowane zatrzymanie w fa-
zie G1 cyklu komérkowego wynikato nie tylko z obnizenia
stezenia cykliny D1, ale réwniez towarzyszyto temu obnize-
nie aktywnosci CDKs. W przypadku podawania troglitazonu
komoérkom ludzkiego raka gruczotu sutkowego MCF7, mimo
braku znacznej zmiany poziomu ekspresji CDK2 i 4 zaobser-
wowano znaczacy spadek ich aktywnosci katalitycznej [81].

W regulacji aktywnos$ci komplekséw cyklina/CDK biora
réwniez udzial biatkowe inhibitory CDKs. Zastosowanie
ligandéw PPARY moze wptywaé na poziom ich ekspresji.
W przypadku podawania troglitazonu komérkom raka trzust-
ki obserwowano podwyzszong ekspresje p27 i brak zmian
w ekspresji p21 1 p18 [45]. W komoérkach raka pgcherza mo-
czowego ten sam zwiazek zwigkszat ekspresje p21 i p16 [19],
a w liniach raka watrobokomoérkowego podwyzszat ekspre-
sje p21 i p27 [31]. Réznice w oddziatywaniu na zmiang eks-
presji inhibitoréw CDKs tego samego zwiazku chemicz-
nego moga wskazywac, ze dziatanie ligandéw dla PPARY
zalezy od typu komoérek, w zwigzku z r6znymi szlakami sy-
gnatowymi regulujacymi wzrost i przezywalnos¢ komorek.

Zahamowanie angiogenezy

Angiogeneza, czyli formowanie si¢ naczyn krwionosnych,
jest procesem zaangazowanym w wiele prawidlowych pro-
cesow fizjologicznych, takich jak embriogeneza czy gojenie
sig ran. Jednakze angiogeneza jest réwniez waznym proce-
Sem W rozwoju nowotwordw, poniewaz tworzenie si¢ nowych
naczyn krwionos$nych w okolicy guzéw nowotworowych
stwarza odpowiednie warunki do ich wzrostu. Zahamowanie
procesu angiogenezy moze zmniejszaé tempo wzrostu gu-
zOw pierwotnych oraz mozliwosci przerzutowania.

Ligandy PPARY moga hamowac proces angiogenezy zaan-
gazowany w zezlos§liwienie i przerzutowanie. Zwiazki te
dziataja bezposrednio przez wptyw na proliferacje komo-
rek srédbtonka oraz posrednio np. zmniejszajac ekspresje
czynnikéw angiogennych.

Wykazano, ze PPARY jest ekspresjonowany w komérkach
srédbtonka. Aktywacja tego receptora przez swoiste ligan-
dy powodowata zahamowanie wzrostu i r6znicowania ludz-
kich komérek srédbtonka zyty pgpowinowej (HUVEC —
human umbilical vein endothelial cells) [75]. Bishop-Bailey
i Hla wykazali natomiast, ze komorki tej linii komdrkowej
po traktowaniu ligandami PPARY ulegaja apoptozie zalez-
nej od kaspaz [8].

Panigrahy i wsp. wykazali, ze PPARY jest wysoko eks-
presjonowany w komorkach srédbtonka wyizolowanych
z okolic guzéw nowotworowych. Poziom ekspresji recep-
tora byl nawet wyzszy niz w sasiadujacej tkance nowo-
tworowej. Stymulacja komdrek srédbtonka rosiglitazonem
zmniejszata w znacznym stopniu ich proliferacje. Ponadto
systematyczna terapia rosiglitazonem obnizata wzrost gu-
z6w pierwotnych tluszczakomigsaka, glejaka i mig$niako-
miesaka [52].

Oprocz dziatai bezposrednich na komorki srédbtonka za-
obserwowano, ze zwiazki aktywujace PPARY wplywaja
rowniez na ekspresj¢ czynnikéw angiogennych. Ligandy
PPARY powoduja obnizenie st¢zenia czynnika wzrostu na-
czyniowo-§rodbtonkowego (VEGF — vascular endothelial
growth factor) [74]. Ponadto aktywacja PPARY powoduje
obnizenie st¢zenia leptyny i czynnika nekrozy nowotwo-
row o (TNF-o — tumor necrosis factor o) [53], ktére row-
niez moga powodowac indukcj¢ angiogenezy [65].

SKOJARZONA TERAPIA PRZECIWNOWOTWOROWA Z WYKORZYSTANIEM
Licanoow PPAR

Monoterapia z wykorzystaniem klasycznych cytostatykéw
jest mato skuteczna i swoista, przy wielu dziataniach nie-
pozadanych. Réwniez préby kliniczne z uzyciem ligan-
dow PPARY w leczeniu nowotworéw wykazuja, ze zasto-
sowanie tych zwiazkéw w monoterapii nie jest skuteczne
w zwalczaniu chor6b nowotworowych. Dlatego tez alterna-
tywnym rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie kombinacji
tych ligandéw z innymi zwiazkami, a zwlaszcza z retino-
idami, poniewaz ich potaczenie wykazuje synergistyczne
dziatanie na zahamowanie wzrostu komérek nowotworo-
wych w badaniach in vitro.

W literaturze opisano wiele przyktadéw synergistyczne-
go wspoéltdziatania ligandéw PPAR i RXR w schorzeniach
hematologicznych. Kombinacja ciglitazonu i ATRA obni-
zata wzrost komorek biataczki szpikowej HL-60 poprzez
zatrzymanie komérek w fazie G1, ktéremu towarzyszyt
wzrost ekspresji fosfatazy PTEN [37]. Troglitazon w po-
taczeniu z ATRA indukowal réznicowanie i apoptozg ko-
morek biataczek limfoidalnych i szpikowych [32].

W estrogenozaleznych komoérkach raka piersi kombinacja
ligandéw hamowata ekspresj¢ aromatazy odpowiedzialne;j
za syntezg estrogendw [58]. Ciglitazon i 9-cRA synergi-
stycznie hamowat ekspresje biatka COX-2 i syntezg pro-
staglandyn PGE2 w komérkach raka jelita HT-29 [79].
Dziatanie byto wzmacniane przez dodatkowe zahamowa-
nie fosforylacji receptora RXR [77]. Przeciwnowotworowe
i przeciwzapalne dziatanie ligandéw PPAR i RXR zwia-
zane byto réwniez z zahamowaniem aktywnosci NFkB
[13] i B-kateniny [9]. Aktywacja PPARY oraz receptoréw
RXR i RAR z uzyciem troglitazonu i 9-cRA lub ATRA
synergistycznie hamowato proliferacje komorek kostnia-
komiesaka [21].

Ligandy PPAR takze wzmacniaty antyproliferacyjne dziatanie
innych chemioterapeutykéw. Uzycie pioglitazonu z kwasem
walproinowym — inhibitorem deacetylazy histonu efektyw-
niej hamowato wzrost komorek raka prostaty [3] oraz ner-
wiaka ptodowego [15]. TZD18, ligand receptoréw PPAR 1,
w polaczeniu z imanitibem (Glivec) indukowal wydajniej
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apoptoze¢ komdrek biataczki limfoblastycznej [41]. Inny inhi-
bitor kinaz tyrozynowych gefitinib efektywniej dziatat w ko-
morkach raka pluca w potaczeniu z ligandem PPARY [36].
Rosiglitazon wzmacniat antyproliferacyjne dziatalnie bor-
tezomibu w komérkach ludzkiego czerniaka [17].

Wiele komérek nowotworowych wykazuje zwigkszona lub
nawet konstytutywna nadekspresj¢ (aktywnos¢) niektorych
kinaz przy jednoczesnie obnizonej ekspresji (aktywnosci)
fosfataz. Receptor RXR jest jednym z najistotniejszych re-
ceptoréw jadrowych, poniewaz tworzy aktywne heterodime-
ry z innymi receptorami jadrowymi [33]. W wielu komér-
kach nowotworowych (m.in. watroby, jelita, biataczkach)

stwierdzono akumulacje fosforylowanej postaci RXR, kt6-
ra nie ulega proteasomalnej degradacji [43]. Jak opisano
wyzej fosforylacji ulega réwniez receptor PPAR, co pro-
wadzi do jego dezaktywacji. Dlatego zahamowanie fosfo-
rylacji przywraca prawidlowe funkcjonowanie komplek-
su PPAR/RXR i zatrzymanie proliferacji. Przypuszcza sig,
ze potaczenie ligandéw receptoréw PPAR i RXR z inhibi-
torami odpowiednich kinaz moze stanowi¢ skuteczna te-
rapeutyczng strategie w niektdrych typach nowotwordéw.

W tabeli 2 zgromadzono kilka przyktadéw terapii skoja-
rzonej ligandéw PPARY z innymi zwiazkami o potencjal-
nych wlasciwosciach przeciwnowotworowych.

Tabela 2. Przykfady dziatania potaczenia ligandéw PPARYy z innymi zwigzkami o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym

Ligand PPARy + inny zwigzek Rodzaj komérek Molekularny mediator Pismiennictwo
- S rak jelita [79]

Ciglitazon + kwas 9 cis retinowy Kostniakomiesak kaspaza 3 20]

.- . . FLIP, XIAP, surwiwina,
Roziglitazon + ATRA szpiczak mnogi kaspaza 3 [23]
Rosiglitazon + bexaroten chtoniak skéry T-komérkowy brak danych [61]
(DDO + HA14-1 E’éff;”'e""a bialaczkalimfatyzna g ) yaspazas,9i3 321
15d-PGJ2 + indometacyna rak ptuca brak danych [5]
Ciglitazon + kwas niflumowy rak ptuca kaspaza 8, Bid, Bax [29]
Pioglitazon + rofecoxib czerniak i migsak brak danych [56]
Troglitazon + aspiryna rak ptuca (DK2, p27, cyklina B1i D3 [78]
TZD18 + imatinib ostra biafaczka limfoblastyczna (ALL) ~ Bax, NFkB [41]

.. metalotioneiny: MTTH,
Rosiglitazon + karboplatyna rak ptuca MTTX, MT2A [18]
Rosiglitazon + gefitinib rak ptuca PTEN [36]
Pioglitazon + kwas walproinowy rak prostaty E-kateryna [3]
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