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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W pracy oméwiono wptyw stresu oksydacyjnego i nitracyjnego na szlaki sygnatowe oraz
czynniki transkrypcyjne uczestniczace w powstawaniu nowotworéw pecherza. W krajach
uprzemystowionych rak pecherza moczowego zajmuje czwarte miejsce wérdd najczesciej
wystepujgcych nowotwordw ztosliwych. Najnowsze badania wskazuja na udziat stresu oksy-
dacyjnego i nitracyjnego w powstawaniu i rozwoju tej choroby. Zaburzenia oksydacyjno-re-
dukcyjne sa charakterystyczne zaréwno dla inicjacji, jak i progresji choroby. Obserwowane
sg zmiany w aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak: czynnik jadrowy NF-«B,
AP-1, Nrf2 i STAT3 oraz indukowany hipoksja - HIF-1a. Ponadto, badania wskazuja na udziat
stresu oksydacyjnego w regulacji kaskady MAPK oraz jej zaangazowanie w karcynogenezie
obejmujgcej pecherz moczowy. Przyktadem kinaz nalezacych do rodziny MAPK sa kinazy ERK,
ktérych ekspresja jest proporcjonalna do stopnia zaawansowania raka pecherza i jego ztosli-
wosci. Tlenek azotu réwniez odgrywa istotna role w biologii guzéw. Nadmierne wytwarzanie
NO moze zaréwno hamowad, jak i sprzyjaé rozwojowi guza w zaleznosci od stezenia, czasu
dziatania i mikrosrodowiska nowotworu. Liczne badania wskazuja, ze nowotwory pecherza
charakteryzuja sie nasilonym wytwarzaniem NO. Reaktywne formy azotu, podobnie do wol-
nych rodnikéw tlenowych, mogg powodowaé oksydacyjne i nitracyjne uszkodzenia DNA, sg tez
zdolne do potranslacyjnej modyfikacji biatek. W przeciwieristwie do RFT, ktérych nadmierne
wytwarzanie moze wynika¢ m.in. z narazenia na karcynogenne ksenobiotyki, tlenek azotu
w duzych stezeniach jest wytwarzany podczas stanu zapalnego. Dtugotrwata aktywno$é iNOS
odgrywa wiec wazng role w karcynogenezie zwigzanej z reakcja zapalna, charakterystyczna
réwniez dla raka pecherza moczowego.
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Summary

The review of the knowledge concerning the impact of oxidative and nitrosative stress on
signaling pathways and transcription factors involved in the formation of bladder cancer was
prepared. In the industrialized countries, bladder cancer is the fourth most frequently occur-
ring malignant tumors. Recent studies indicate the involvement of oxidative and nitrosative
stress in the formation and development of this disease. Red-ox disorders are characteristic
for both, the initiation and progression of bladder cancer. There are observed changes in the
activity of transcription factors, such as nuclear factor NF-kB; transcription factors: AP-1, Nrf2
and STAT3 and hypoxia-inducible factor HIF-1a. In addition, studies indicate a role for oxida-
tive stress in the regulation of MAPK cascade and its involvement in carcinogenesis consisting
bladder. Examples of kinases belonging to the MAPK family are ERK kinases, which expression
is proportional to the severity and malignant of bladder cancer. Nitric oxide also plays an
important role in tumor biology. Overproduction of NO can both inhibit and promote tumor
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growth, depending on its concentration, duration of action and tumor microenvironment.
Numerous studies show that the bladder cancer is characterized by an intensified production
of NO. Reactive forms of nitrogen, similar to oxygen free radicals, could cause oxidative and
nitrosative damage to DNA and have capacity to post-translational modification of proteins.
In contrast to the ROS, which overproduction result from exposure to carcinogenic xenobiotic,
nitrogen oxide in high level is produced during inflammation. Sustained iNOS activity there-
fore plays an important role in carcinogenesis associated with the inflammatory response,
characteristic also for bladder cancer.
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(activator protein 1); Bcl-2 - grupa biatek regulacyjnych;C—T - cytozyna—tymidyna (mutacja typu
tranzycji); c-myc - czynnik transkrypcyjny regulujacy cykl komérkowy; COX-2 - cyklooksygenaza 2;
ERK - kinazy nalezace do rodziny MAPK (extracellular signal-regulated kinases); G - stopien zrézni-
cowania (ztosliwosci) raka (grade); G—T - guanozyna—tymidyna (mutacja typu transwersji); HIF-1a
- czynnik 1aindukowany hipoksja (hypoxia inducible factor 1a); lkBa - biatko wigzace NF-kB; IL-1a
- interleukina 1a; IL-6 - interleukina 6; iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu; MAPK - kinazy
biatkowe aktywowane przez miogeny (mitogen-activated protein kinases); MDA — malonylodialde-
hyd; MMP-9 - metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomdrkowej 9; MVD - gestos¢ drobnych naczyn
krwionosnych; NF-kB - czynnik jadrowy kappa B (nuclear factor kappa B); NO* - tlenek azotu; Nrf
2 - czynnik transkrypcyjny (nuclear factor NF-E2-related factor); O, ~ - anionorodnik ponadtlen-
kowy; OH* - rodnik hydroksylowy; RAS - rodzina onkogendéw; RFA - reaktywne formy azotu; RFT
- reaktywne formy tlenu; ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species); STAT3 - czynnik
transkrypcyjny (signal transducer and activator of transcription 3); TNF-a - czynnik martwicy no-
wotworu (Tumor Necrosis Factor); klasyfikacja TNM - guz pierwotny (Tumor), przerzuty do weztéw
chtonnych (Node), przerzuty odlegte (Metastasis); TP53 - gen supresorowy kodujacy biatko TP53;
TXA, - tromboksan A,; VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn.

WPROWADZENIE

W krajach uprzemystowionych rak pecherza moczo-
wego zajmuje 4 miejsce wérdd najczesciej wystepujacych
nowotwordéw zto$liwych, stanowi prawie 6% wszystkich
rakéw [10]. Charakterystyczne sg czeste nawroty, mimo
catkowitej resekcji guza pojawia sie ponownie u 75%
pacjentéw. Wskaznik 5-letnich przezyé wynosi okoto
57%. W 2012 r. odnotowano na $wiecie prawie 430 tysiecy
nowych zachorowari na raka pecherza moczowego, byt
przyczyna $mierci ponad 165 tysiecy oséb [22,39].

Rak pecherza moczowego jest nowotworem, w ktérego
powstawaniu najwiekszg role przypisuje sie wielolet-
niemu narazeniu na $rodowiskowe czynniki ryzyka, takie
jak: palenie tytoniu, ekspozycja na substancje chemiczne

zwigzane z wykonywanym zawodem czy arsen. Metabo-
lizm tych ksenobiotykéw wiaze sie z wytwarzaniem wol-
nych rodnikéw tlenowych. Najnowsze badania wskazuja
na udziat stresu oksydacyjnego i nitracyjnego w powsta-
waniu raka pecherza moczowego. Zaobserwowano m.in.
obecno$¢ w moczu produktéw reakcji reaktywnych form
tlenu/reaktywnych form azotu (RFT/RFA) z makromo-
lekutami komdrkowymi, podwyzszone stezenie tlenku
azotu, obnizone antyoksydantéw niskoczgsteczkowych,
czy zmieniong aktywno$é enzyméw antyoksydacyjnych
u pacjentéw z rakiem pecherza moczowego [34].

Stezenie malonylodialdehydu (MDA) w surowicy pacjen-
téw, u ktérych wystapit rak o niskiej ztosliwosci byto
prawie 3-krotnie nizsze niz w przypadku rakéw o wyso-
kiej ztosliwosci [2].
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Udzial stresu oksydacyjnego w rozwoju raka polega
m.in. na podtrzymywaniu mikro§rodowiska zapalnego
sprzyjajacego nasilonej proliferacji komérek nowotwo-
rowych. RFT wykazujg takze wptyw na onkogenne szlaki
sygnatowe komérki przez modulacje aktywnosci ele-
mentdéw wrazliwych na utlenianie (receptoréw, kinaz
biatkowych i czynnikéw transkrypcyjnych). U pacjen-
téw z przej$ciowokomdrkowym rakiem pecherza obser-
wowano nadmierne wytwarzanie czynnika jadrowego
kappa B (NF-kB) oraz wykazano zwigzek miedzy jego
obecnoscig w jadrze komérkowym a stopniem zaawanso-
wania klinicznego i ztoliwo$cia nowotworu [22]. Podob-
nie czynnik 1a indukowany hipoksja (HIF-1a) przejawiat
nadekspresje u chorych z rakiem pecherza z dodatnia
korelacjg miedzy immunoreaktywno$cia HIF-1a a stop-
niem zaawansowania guza [7].

Wolne rodniki odgrywaja role we wszystkich etapach
karcynogenezy. W czasie inicjacji: RFT, RFA, a takze
produkty zainicjowanej przez nie peroksydacji lipidéw
uszkadzajg DNA, prowadzac do mutacji. Podczas dru-
giego etapu karcynogenezy - promocji - wolne rodniki
przyczyniaja sie do nieprawidlowej ekspresji gendw,
blokowania komunikacji miedzykomérkowej i modyfi-
kacji systemdéw przekaznikowych, nasilajac proliferacje
i hamujac apoptoze w populacji komdrek, ktére prze-
szly etap inicjacji. Stres oksydacyjny uczestniczy takze
w progresji nowotworu przez generowanie dalszych
mutacji w DNA zainicjowanych komdrek [34].

STRES OKSYDACYJNY W INICJACJI RAKA PECHERZA MOCZOWEGO

Integralno$¢ i stabilno$¢ genomu warunkuje prawidtowe
funkcjonowanie komérek. Modyfikacje DNA prowadzace
do trwatej mutacji stanowia pierwszy etap karcynoge-
nezy [34,40]. Jedna z najczestszych przyczyn uszkodzeri
DNA sg wolne rodniki reagujace zaréwno z jadrowym, jak
i mitochodrialnym materiatem genetycznym. Mitochon-
drialny DNA (mtDNA) jest szczegdlnie narazony na atak
wolnych rodnikéw ze wzgledu na brak biatek histono-
wych oraz sasiedztwo taticucha oddechowego. Uszkodze-
nia mtDNA poteguja stres oksydacyjny, gdyz wywotuja
dysfunkcje taticucha oddechowego i zwiekszajg wytwa-
rzanie rodnika hydroksylowego [34]. Ponadto mtDNA
koduje biatka zaangazowane w procesy fosforyla-
cji, a jego uszkodzenie wplywa na kaskady sygnatowe
zwiekszajace wytwarzanie wolnych rodnikéw. Jak dotad,
zidentyfikowano ponad sto produktéw reakcji wolnych
rodnikéw z genomem. Oksydacyjne uszkodzenia DNA
moga mie¢ charakter m.in. przerwania pojedynczej lub
podwdjnej nici DNA, modyfikacji zasad purynowych
i pirymidynowych, a takze tworzenia nieprawidtowych
wigzan krzyzowych miedzy ni¢émi DNA lub miedzy DNA
a biatkami. Zmiany te moga by¢ przyczyng btedéw pod-
czas replikacji i niestabilno$ci genomu [9].

Najwiekszy udziat w uszkodzeniach oksydacyjnych DNA
ma rodnik hydroksylowy. Nadtlenek wodoru (H,0,) nie
reaguje bezposrednio z DNA, ale moze przenikal przez
btone do jadra komérkowego, gdzie ulega reakcji Fen-

tona z wytworzeniem rodnika hydroksylowego [34].
Przyktadem produktu oksydacyjnej modyfikacji DNA
jest 8-hydroksydeoksyguanozyna (8-OHdG), uwazana za
biologiczny marker stresu oksydacyjnego. Zmiana jest
potencjalnie mutagenna, moze prowadzi¢ do transwer-
sji G—T (guanina-tymina). Ten typ mutacji wystepuje
w onkogenie RAS i genie supresorowym TP53 [25]. Chiou
i wsp. w badaniu obejmujacym 15 chorych wykazali, ze
w moczu pacjentéw cierpigcych na raka pecherza steze-
nie 8-hydroksydeoksyguanozyny (8-OHdG) jest podwyz-
szone ($rednio 70,5 ng/mg kreatyniny) w poréwnaniu do
oséb zdrowych (36,1 ng/mg kreatyniny) [5]. Natomiast
w analizie wiekszej grupy pacjentéw z rakiem pecherza
(31 mezczyzn i 14 kobiet) wykazano, ze stezenie 8-OHdG
wydalanej z moczem byto niemal dwa razy wieksze
w grupie 0s6b z guzem pecherza (8,12 ng/g kreatyniny)
niz w grupie kontrolnej (4,13 ng/g kreatyniny). Ponadto
wieksze stezenia 8-OHdG obserwowano w rakach o wyz-
szym stopniu ztosliwosci (stabiej zréznicowanych histo-
logicznie) [27].

Poza bezposrednim atakiem RFT lub RFA, modyfika-
cje kwaséw nukleinowych moga by¢ spowodowane
dziataniem produktéw peroksydacji lipidéw zdolnych
do tworzenia adduktéw z DNA [9]. Ostatnie badania
potwierdzaja wystepowanie nasilonej peroksydacji lipi-
déw u pacjentéw z rakiem pecherza moczowego. Najcze-
$ciej stosowanymi markerami tego procesu sa dialdehyd
malonylowy (MDA) i 4-hydroksynonenal (4-HNE). Gecit
i wsp. ocenili stezenie MDA w surowicy 35 pacjentéw
w rakiem pecherza, uzyskujac warto$é 16,8 nmol/mL,
istotnie statystycznie wyzszg niz w grupie kontrolnej
(9,1 nmol/mL) [12]. Nie zaobserwowano jednak korela-
cji stezenia MDA z potencjatem ztosliwosci guza. Wyniki
analizy obejmujgcej wieksza grupe badang (50 oséb)
przeprowadzonej przez Badjatie i wsp. sugeruja eska-
lacje procesu peroksydacji lipidéw w bardziej zaawan-
sowanych klinicznie przypadkach raka pecherza [2].
Srednie stezenie MDA w surowicy pacjentéw z powierz-
chownym rakiem pecherza o niskiej zto§liwo$ci wyniosto
~ 6 nmol/mL, natomiast w przypadku nieinwazyjnych
rakéw o wysokiej zto§liwosci warto$é ta wzrosta pra-
wie do 16 nmol/mL. W guzach pecherza naciekajgcych
tkanke mie$niowa byto najwyzsze stezenie badanego
markera peroksydacji - ~ 24 nmol MDA/mL surowicy.
Dane te wskazuja, iz produkty peroksydacji lipidéw
moga braé udzial nie tylko w inicjacji raka pecherza
(przez uszkodzenia DNA), ale i w kolejnych etapach
nowotworzenia, sprzyjajac dalszym modyfikacjom pro-
wadzacym do nabycia przez komérki raka pecherza zdol-
noéci inwazji. Skutki dziatania wolnych rodnikéw istotne
w procesie karcynogenezy przedstawia ryc.1

STRES OKSYDACYJNY W PROMOCJI RAKA PECHERZA MOCZOWEGO

Wolne rodniki tlenowe (H,0, i 0,”) moga petni¢ funk-
cje wtérnych przekaznikéw w $ciezkach sygnalizacyj-
nych komérek. Regulujg procesy, takie jak: proliferacja,
apoptoza, angiogeneza, wytwarzanie cytokin i czgste-
czek adhezyjnych. Kierunek dzialania RFT jest zalezny
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nasilanie zapalenia
poprzez aktywacje
produkcji cytokin

pobudzanie
transdukcji
sygnatu

stymulacja
angiogenezy

bezposrednie
uszkodzenia DNA

i hamowanie jego
naprawy

wyczerpanie
antyoksydantéw
i zmniejszenie
aktywnosci
enzymow
antyoksydacyjnych

zahamowanie
apoptozy i
indukcja
nekrozy

aktywacja
onkogendw i
inaktywacja
genéw
supresorowych

Ryc. 1. Rola wolnych rodnikéw w karcynogenezie (wg [9] zmodyfikowano)

od ich stezenia. Na przyktad ilos¢ H,0, w komérce
w warunkach fizjologicznych mieéci sie w przedziale
5-50 nM. Jesli jego stezenie wzrosnie, lecz nie przekro-
czy 0,7 mM, uruchomi to nasilony wzrost i proliferacje
komérki. Wyzsze stezenia H,0, prowadza do $mierci
komérki w wyniku apoptozy (1-3 mM) lub nekrozy (>3
mM) [34]. Siedmiodniowa ekspozycja linii komdrkowych
urothelium na H,0, spowodowata formowanie sie kolo-
nii transformowanych komérek, ktére po wstrzyknieciu
myszom utworzyly nowotwory przejsciowokomérkowe
o wysokim stopniu zto$liwosci. Ponadto zaaplikowanie
cytokin (IL-1a, IL-6 oraz TNF-a) na utworzone kolonie
objawiato sie nasilong proliferacja w poréwnaniu do
komérek, ktére nie przeszty transformacji. Do§wiadcze-
nie to potwierdza zdolnos¢ H,0, do indukcji karcynoge-
nezy oraz udziat stanu zapalnego w nasilaniu proliferacji
komdrek [26].

Reaktywne formy tlenu sa silnymi czynnikami utle-
niajacymi, dzieki czemu moga wplywaé na potencjat
redoks komdérki. Wlasciwo$¢ ta warunkuje zdolno$é RFT
do nasilania proliferacji komérek, gdyz zmiany stanu

redoks wewnatrz komérki modulujg aktywno$¢ wraz-
liwych na utlenianie elementéw $ciezek sygnatowych
(m.in. receptordw, kinaz biatkowych i czynnikéw trans-
krypcyjnych) przenoszacych do jadra komdérkowego
sygnat do podziatu [11,34].

WpLyw STRESU OKSYDACYINEGO NA KASKADY SYGNALOWE W RAKU
PECHERZA

Gtéwnym mechanizmem przekazywania informacji
wewngtrz komérki jest odwracalna fosforylacja kinaz
biatkowych powodujaca ich aktywacje. Zaktywowana
kinaza fosforyluje kinaze znajdujaca sie ponizej w szlaku
sygnalizacyjnym. Kaskada kinaz koniczy sie fosforyla-
cja czynnikdéw transkrypcyjnych regulujacych ekspresje
genéw zwiazanych z losami komdrki [38].

Wolne rodniki ingeruja w kaskady kinaz przez utlenianie
grup tiolowych reszt cysteinowych wchodzacych w sktad
kinaz i fosfataz biatkowych. Fosfatazy sa enzymami usu-
wajgcymi reszte fosforanowg z czasteczek kinaz bial-
kowych, powodujac ich przejécie w stan nieaktywny
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i przerwanie kaskady sygnatowej. Wykazano, iz ekspo-
zycja fosfataz tyrozynowych na mikromolarne stezenia
H,0, utlenia reszty cysteinowe (Cys-SH—>Cys-SOH) znaj-
dujace sie w centrum aktywnym enzymu, a przez to jego
inaktywacje. Zablokowanie aktywnosci fosfataz nadaje
przewage postaci ufosforylowanej kinaz i ich perma-
nentnej aktywnosci sygnalizacyjnej. Stres oksydacyjny
moze takze bezposrednio wptywaé na kinazy biatkowe.
Utlenianie reszt cysteinowych z utworzeniem mostkéw
disulfidowych jest niezbedne do aktywacji niektérych
kinaz biatkowych [1,11,13]. Stres oksydacyjny wptywa
wiec na pobudzenie transdukcji sygnatu komdérkowego
przez nasilenie fosforylacji biatek. Khadjavi i wsp. przed-
stawili wyniki badari $wiadczace o intensywnych proce-
sach fosforylacji w raku pecherza [17]. Analiza tkanki
nowotworowej 66 pacjentéw wykazata obecno$¢ 24 fos-
foprotein, a ich stezenie w moczu chorych byto 5-krotnie
wyzsze niz w grupie kontrolne;j.

Jednym z gtéwnych szlakéw sygnatowych zaanga-
zowanych w przekazywanie sygnatéw onkogennych
jest kaskada MAPK (mitogen-activated protein kina-
ses). Badania wskazuja na udziat stresu oksydacyjnego
w regulacji tej $ciezki sygnatowej oraz na jej zaangazo-
wanie w karcynogenezie obejmujacej pecherz moczowy.
Przyktadem kinaz nalezacych do rodziny MAPK sg kinazy
ERK (extracellular signal-regulated kinases). Aktywna
(ufosforylowana) postaé ERK aktywuje czynniki trans-
krypcyjne regulujace ekspresje genéw zwigzanych ze
wzrostem i podziatami komérek [38]. Karlou i wsp. za
pomocg barwienia immunohistochemicznego 152 pre-
paratéw tkankowych wykazali nadmierne wytwarzanie
kinaz ERK u pacjentéw w rakiem pecherza [16]. Ekspresja
ERK byta proporcjonalna do stopnia zaawansowania raka
i jego ztosliwosci. Informacji na temat wplywu stresu
oksydacyjnego indukowanego zwigzkami arsenu na fos-
forylacje i aktywno$¢ kinazy ERK dostarczyty badania
Wanga i wsp. [36]. 24-godzinna ekspozycja linii komér-
kowej ludzkiego nabtonka urotelialnego na metaarsenin
sodu (NaAsO,) spowodowata istotne statystycznie zwiek-
szenie wytwarzania wolnych rodnikdéw, ktéremu towa-
rzyszyt znaczny wzrost ufosforylowanej postaci kinazy
ERK.

WpLyw STRESU OKSYDACYINEGO NA AKTYWNOSC CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJNYCH W RAKU PECHERZA

Stan oksydacyjno-redukcyjny komérki wptywa takze
na czynniki transkrypcyjne regulujagce ekspresje genéw
odpowiedzialnych za proliferacje lub §mieré komdrki
[34]. Do czynnikéw transkrypcyjnych wrazliwych na
stres oksydacyjny nalezg m.in.: NF-kB, AP-1, STAT3,
HIF-1a czy Nrf2 [20].

Czynnik jadrowy kappa B

NF-kB (nuclearfactor kappa B) reguluje ekspresje setek
gendw zaangazowanych m.in.: we wzrost komérki, pro-
liferacje, réznicowanie, a takze odpowiedZ na czynniki
stresowe i zapalne oraz apoptoze. NF-kB jest utrzymy-

wany w cytoplazmie dzieki wigzaniu w nieaktywny kom-
pleks z biatkiem IkBa. Czynniki oksydacyjne i prozapalne
aktywuja NF-kB przez reakcje fosforylacji i degradacje
IkBa w proteasomach, utatwiajac w ten sposéb akumu-
lacje NF-kB w jadrze komérkowym. Po translokacji do
jadra komérkowego NF-kB wiaze sie z regionami pro-
motorowymi genéw kodujacych m.in.: biatka biorace
udziat w odpowiedzi zapalnej: iNOS, COX-2, fosfolipaza
A2, ponadto czynniki wzrostu (np. VEGF), czasteczki
adhezyjne, regulatory apoptozy (np. Bcl-2), czynniki
transkrypcyjne (np. c-myc), enzymy proteolityczne (np.
MMP-9) [20,29]. Kliniczne znaczenie poziomu NF-kB
w raku pecherza moczowego oceniali Levidou i wsp.,
gdzie materiatem badawczym byly preparaty tkankowe
od 116 pacjentéw z przej$ciowokomdérkowym rakiem
pecherza. Barwienie immunohistochemiczne wyka-
zalo nadmierne wytwarzanie NF-kB w 113 (97%) przy-
padkach, przy czym w wiekszos$ci byt umiejscowiony
w jadrach komdrek nowotworowych. We wszystkich
preparatach limfocyty naciekajace guz nowotworowy
prezentowaly obecno$¢ czynnika jadrowego kappa B.
Autorzy wykazali takze zwiazek miedzy obecnoscia
NF-kB w jadrze komdérkowym a stopniem zaawansowa-
nia klinicznego (wg klasyfikacji TNM) oraz stopniem
ztosliwosci histologicznej nowotworu (tumor grade).
Badania wskazuja na znaczenie stezenia NF-xB jako jed-
nej z mozliwych przyczyn opornosci na chemio - i radio-
terapie [21,22]. Koga i wsp. wykazali, iz dotyczy to takze
raka pecherza moczowego [19]. U 35 chorych wyko-
nano biopsje, a w uzyskanych prébkach guzéw pecherza
oznaczono immunoreaktywnos$¢ biatka NF-kB. Nastep-
nie pacjentéw poddano chemioradioterapii, a w dalszej
kolejno$ci - cystektomii. Wyciete guzy oceniono pod
katem skuteczno$ci przeprowadzonej chemioradiotera-
pii skorelowano z immunoreaktywno$cig NF-kB. Analiza
statystyczna wykazata, iz NF-kB jest jednym z niezalez-
nych czynnikéw ryzyka opornosci raka pecherza na che-
mioradioterapie.

Czynnik transkrypcyjny AP-1

Wiekszo$¢é gendw kodujacych biatka prozapalne ma
miejsca wigzace czynnik transkrypcyjny AP-1 (acti-
vator protein 1). AP-1 jest aktywowany pod wptywem
stresu oksydacyjnego gléwnie przez $ciezke sygnatowa
kinazy MAP. Indukcja AP-1 zwigksza wytwarzanie cyto-
kin, COX-2, iNOS. Drobna i wsp. wykazali nasilong aktyw-
no$¢ czynnika AP-1 w ludzkich komdrkach epitelialnych
pecherza moczowego po krétkotrwatej ekspozycji na
organiczne lub nieorganiczne zwiazki arsenu [8]. Praw-
dopodobny mechanizm polega na zwiekszonym wytwa-
rzaniu wolnych rodnikéw tlenowych.

Czynnik transkrypcyjny STAT3

Podobnie jak w przypadku poprzednich czynnikéw
transkrypcyjnych, STAT3 (signal transducer and activa-
tor of transcription 3) jest aktywowany w odpowiedzi na
czynniki prooksydacyjne i prozapalne, takie jak cytokiny
czy promieniowanie UVB. Odbywa sie to poprzez fosfory-
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lacje reszty tyrozynowej i utworzenie dimeru. Aktywny
czynnik przemieszcza sie do jadra komérkowego i wigze
z regionami promotorowymi gendéw kodujgcych biatka
prozapalne i regulujace cykl komérkowy. Analiza tkanki
nowotworowej pochodzacej od 36 pacjentéw chorych na
raka pecherza wykazata nasilong ekspresje genu STAT3
w 75% przypadkéw oraz zwiekszong aktywacje produktu
biatkowego tego genu - czynnika transkrypcyjnego
STAT3 [6]. Badania na komérkach ludzkiego raka peche-
rza (linia komérkowa T24) wykazuja wptyw czynnika
STAT3 na proliferacje komdrek nowotworowych. Wyci-
szenie genu STAT3 za pomoca matych interferencyjnych
RNA spowodowato ostabienie proliferacji komérek T24.
Autorzy potwierdzili te obserwacje na modelu in vivo -
na mysich rakach pecherza [40]. Podobny wynik na linii
komérkowej T24 uzyskali Bednarek i wsp., ktérzy oprécz
zmniejszenia proliferacji wykazali indukcje apoptozy
w komérkach guza [3]. Dane te $wiadczg o tym, iz sygna-
lizacja komdrkowa przez STAT3 ma znaczenie w rozwoju
raka pecherza moczowego.

Czynniki transkrypcyjne czesto kooperuja w podtrzy-
mywaniu stanu zapalnego w mikro$rodowisku guza.
Na przyktad aktywny czynnik STAT3 w komdrkach
rakowych przedtuza utrzymywanie sie NF-xB w jadrze
komérkowym. Uwalniana pod wptywem NF-kB inter-
leukina 6 aktywuje STAT3 w komérkach rakowych [6,20].

Czynnik 1a indukowany hipoksja (HIF-1a)

Czynniki transkrypcyjne rodziny HIF (hypoxia in ducible
factor) reguluja homeostaze tlenowa komdrki, odgry-
wajg gtéwng role w podtrzymywaniu stanu zapalnego
i indukowaniu angiogenezy. Reguluja ponadto procesy
adaptacyjne komérki w warunkach hipoksji: erytropo-
eze, glikolize, a takze proliferacje komdrki [20]. Pialoux
i wsp. potwierdzili udziat wolnych rodnikéw w indukgji
ekspresji genu HIF-1a [28]. Narazono 5 zdrowych mez-
czyzn na 12-godzinna hipoksje. W tym czasie monito-
rowano w osoczu krwi markery stresu oksydacyjnego:
stezenie zaawansowanych produktéw oksydacji biatek
(AOPP) i 8-hydroksydeoksyguanozyny (8-OHdG), a takze
biatek, wytwarzanie zalezy od HIF-1a - erytropoetyny
(EPO) i czynnika wzrostu $rédbtonka naczyh (VEGF).
Jednocze$nie mierzono poziom transkryptu genu HIF-1a
w leukocytach. Wykazano korelacje miedzy markerem
oksydacyjnego uszkodzenia DNA (8-OHdG) i poziomem
ekspresji HIF-1a, a takze miedzy wytwarzaniem EPO
i poziomem markeréw stresu oksydacyjnego. Badania
potwierdzaja paradoksalny wzrost wytwarzania RFT
podczas hipoksji oraz ich wptyw na ekspresje HIF-1a.

Nadekspresja HIF jest obserwowana w wielu rodza-
jach nowotwordéw [20]. Badania immunoreaktywno$ci
HIF-1a w 144 prébkach tkanki nowotworowej uzyska-
nej od pacjentéw chorych na raka pecherza wykazaly
nadekspresje genu HIF-1a w 57% przypadkéw. Wieksza
immunoreaktywno$¢ HIF-1a mialy tkanki rakéw stabo
zréznicowanych histologicznie, naciekajacych mie$nie
oraz raki in situ [29]. Podobne wyniki uzyskali Deniz

i wsp., ktérzy przeanalizowali wytwarzanie HIF-1a w 70
przypadkach raka pecherza [7]. W badaniu 29% prébek
wykazano duze wytwarzanie HIF-1a w tkance nowotwo-
rowej, natomiast 71% mate lub brak. Wykazano istotna
statystycznie pozytywna korelacje miedzy immunore-
aktywno$cig HIF-1a a stopniem zaawansowania guza
oraz negatywng w odniesieniu do stopnia zréznicowania
histologicznego nowotworu. Ponadto poziom wytwarza-
nia HIF-1a korelowat z markerami angiogenezy: ekspre-
sja czynnika wzrostu $rédbtonka naczyti (VEGF) oraz
gestoscia drobnych naczyn krwiono$nych (MVD).

Czynnik transkrypcyjny Nrf2

Czynnikiem transkrypcyjnym wrazliwym na zmiany
stanu redoks komérki jest Nrf 2 (nuclear factor NF-
-E2-related factor). W odpowiedzi na umiarkowany
stres oksydacyjny wigze sie z regionami promotoro-
wymi gendw kodujacych enzymy antyoksydacyjne,
np. z dysmutazg ponadtlenkowa (SOD) czy transferaza
glutationowa (GST) i nasila ich ekspresje. Czynnik Nrf
2 wykazuje wiec wlasciwosci ochronne przeciw uszko-
dzeniom spowodowanym stresem oksydacyjnym i zapo-
biega karcynogenezie. Utrata funkcji Nrf2 pogarsza
oksydacyjne uszkodzenia tkanek, nasila stan zapalny
i promuje karcynogeneze [20]. W celu poznania wptywu
indukowanego stresem oksydacyjnym czynnika Nrf 2
w rozwoju raku pecherza poddano myszy pozbawione
genu kodujacego ten czynnik dziataniu karcynogenu -
N-nitrozobutylo(4-hydroksybutylo)aminy (BBT) przez
8 tygodni. Rak pecherza wystagpit u 63% myszy pozba-
wionych Nrf 2, natomiast w przypadku myszy niezmu-
towanych - w 38%. Wynik dowodzi, ze czynnik Nrf 2
wykazuje dziatanie ochronne przeciw rozwojowi raka
pecherza indukowanego BBT [14]. Badania Wanga i wsp.
przeprowadzono na liniach ludzkich komdrek urothe-
lium (UROtsa), w ktérych zmniejszono ekspresje genu
Nrf2 o 30-50%, przez wprowadzenie malych interfe-
rencyjnych RNA. Prébki poddano nastepnie dziataniu
zwigzkdéw arsenu. Komdérki urothelium o wyciszonym
genie Nrf2 okazaly sie bardziej wrazliwe na zwiazki As
w poréwnaniu do komdrek o niezmienionej ekspresji
genu Nrf2 [37].

Aktywacja Nrf2 moze utatwiaé rozrost guza, a jednym
z mechanizméw ttumaczacych to zjawisko jest zwiek-
szanie przezycia komérek raka dzieki ochronnemu dzia-
taniu antyoksydantéw. Ponadto nasilenie przez Nrf2
transkrypcji genéw kodujgcych biatka opornosci wie-
lolekowej skutkuje wyrzucaniem chemioterapeutykéw
poza komérke i nieskuteczno$cia leczenia [20].

STRES NITRACYJNY W RAKU PECHERZA MOCZOWEGO

Tlenek azotu (NO) - prekursor pozostatych reaktyw-
nych form azotu - odgrywa istotng role w biologii guzéw.
Dotychczasowe badania wskazuja, Ze stezenie NO ro$nie
w przebiegu nowotwordw. Liczne badania wykazaly, ze
réwniez nowotwory pecherza charakteryzuja sie nasilo-
nym wytwarzaniem NO. Gecid i wsp. oznaczyli stezenie
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NO w surowicy 35 pacjentéw z guzem pecherza moczo-
wego [12]. Srednie stezenie w grupie badanej wyniosto 17,1
mmol/L surowicy i byto wyzsze niz w grupie kontrolnej
(8,1 mmol/L). Autorzy nie zaobserwowali jednak korelacji
miedzy koncentracjg NO a stopniem ztosliwosci guza. Kilic
i wsp. poréwnali stezenie NO w surowicy 20 chorych przed
i po leczeniu operacyjnym [18]. Srednie przedoperacyjne
stezenie NO wyniosto 61,3 mmol/L surowicy i bylo wyzsze
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (26,6 mmol/L). Steze-
nie NO zmierzone u pacjentéw miesigc po leczeniu chirur-
gicznym obnizylo sie istotnie (30,1 mmol/L, p=0,0001)
w poréwnaniu ze stanem przedoperacyjnym, a jego
$rednia warto$¢ nie réznita sie statystycznie od stezenia
w grupie kontrolne;j.

Konstytutywne postaci NOS wytwarzaja niskie, nanomo-
lowe stezenia NO odgrywajace niezbedna, fizjologiczna
role w przekazywaniu sygnatu komérkowego [20]. Czyn-
niki prozapalne, takie jak cytokiny, endotoksyny bakte-
ryjne, NF-kB zwiekszajg biosynteze iNOS w komdrkach
zapalnych, co generuje duze (rzedu mikromoli) ilo$ci
tlenku azotu - gtéwnego mediatora odpowiedzi zapalnej.
Nadmierne wytwarzanie NO moze zaréwno hamowa¢, jak
i promowac rozwdj guza w zalezno$ci od stezenia, czasu
dziatania i mikroérodowiska nowotworu [4,25,33,35].

W przeciwietistwie do ROS, ktérych nadmierne wytwa-
rzanie moze wynika¢ m.in. z narazenia na karcynogenne
zwiazki chemiczne czy dysfunkcji taricucha oddecho-
wego, NO w duzych stezeniach jest wytwarzany jedynie
podczas stanu zapalnego. Dlugotrwata aktywno$¢ iNOS
odgrywa wiec wazna role w karcynogenezie zwigzanej
z reakcjg zapalna. Sandes i wsp. w badaniu obejmujacym
64 guzy pochodzace od pacjentéw z nowotworem peche-
rza wykazali ekspresje i aktywno$¢ iNOS w prawie 50%
przypadkdéw [31]. Ponadto w ciaggu 2 lat nawroty obser-
wowano u 80% pacjentéw z dodatnim wynikiem iNOS,
natomiast w grupie iNOS-ujemnej jedynie u 27%.

Reaktywne formy azotu, podobnie do wolnych rodni-
kéw tlenowych, moga bezposrednio uszkadzaé molekute
DNA, a jednocze$nie hamowa¢ jego naprawe [20,24,32].
Wysoce reaktywny nadtlenoazotyn, nalezacy do RFT,
powoduje oksydacyjne i nitracyjne modyfikacje DNA,
ktérych produktami sg m.in. 8-nitroguanina i 8-okso-
-7,8-dihydro-2’-deoksyguanina (8-oxodG). 8-nitrogu-
anina ulega spontanicznej depurynacji, pozostawiajac
miejsce w DNA pozbawione zasady azotowej (miejsce
apurynowe). Podczas replikacji moze zostaé wprowa-
dzona mutacja, np. jesli ,,pare” z miejscem apurynowym
utworzy adenina doprowadzi to do transwersji G—T.
Ma i wsp. zaobserwowali wystepowanie obu produktéw
oksydacji DNA w komérkach nowotworowych i zapal-
nych w obrebie guza u pacjentéw z rakiem pecherza
zwigzanym z zakazeniem przywra krwi [23]. Lokaliza-
cja jadrowa byta wspélna dla obu markeréw, natomiast
8-nitroguanina wystepowata ponadto w cytoplazmie,
co sugeruje jej tworzenie zaréwno w DNA, jak i w RNA.
W zdrowych komérkach urothelium nie zaobserwowano
tworzenia sie omawianych modyfikacji guaniny.

Wolne rodniki azotowe majg zdolno$é potranslacyjnej
modyfikacji bialek. Powoduja nitrowanie i S-nitrozylacje
reszt aminokwasowych kinaz biatkowych i czynnikdéw
transkrypcyjnych przyczyniajac si¢ do ich inaktywa-
cji. Oddziatujac z resztami tyrozynowymi biatek RNS,
prowadzg do powstania nitrotyrozyny, ktéra jest zna-
kiem rozpoznawczym nitracyjnego uszkodzenia bia-
tek. Modyfikacje waznych dla komérki biatek zaburza
przekazywanie sygnatu, hamowanie apoptozy i promo-
wanie proliferacji komérek. Jednym z mechanizméw
ucieczki komérek nowotworowych przed apoptoza jest
zwiekszona S-nitrozylacja biatek. Przyktadem hamowa-
nia apoptozy przez NO jest inaktywacja kaspazy 9 przez
S-nitrozylacje. Tlenek azotu modyfikuje réwniez aktyw-
no$¢ biatka p53 - produktu genu supresorowego. Biatko
p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym uruchamiaja-
cym biosynteze biatek odpowiedzialnych za apoptoze.
NO powoduje akumulacje i modyfikacje potranslacyjne
(nitrowanie tyrozyny, S-nitrozylacje) biatka p53 i w kon-
sekwencji zahamowanie jego wigzania z DNA. NO moze
takze regulowal funkcje biatka p53 przez S-nitrozylacje
reszty cysteinowej biatka Hdm2. Hdm2 wiaze p53, dajac
sygnat do jego degradacji w proteasomie. Nitrozylacja
Hdmz2 blokuje jego funkcje, prowadzac do kumulacji p53.
NO przez stymulacje EGF (czynnika wzrostu §rédbtonka
naczyn) przyczynia sie takze do nasilonej angiogenezy,
ktéra warunkuje dostarczanie sktadnikéw odzywczych
do tkanki guza i powiekszanie jego rozmiaréw [20,25].
U 0s6b z podwyzszonym stezeniem NO wykryto takze
wiekszg gesto$é mikronaczyni [24]. Nadmierne wytwa-
rzanie iNOS ponadto koreluje z przejsciem w bardziej
zaawansowane stadia raka pecherza. Sandes i wsp. oce-
nili aktywno$¢ iNOS na liniach komérkowych inwazyj-
nych i nieinwazyjnych mysich guzéw pecherza oraz
w preparatach pochodzacych od pacjentéw z rakiem
pecherza [32]. W kazdym z przypadkéw wykazano zwia-
zek miedzy wystepowaniem iNOS w tkance guza i pro-
gresja do postaci inwazyjnych. Rola NO w rozwoju
nowotwordw pecherza wskazuje, iz jego zablokowanie
moze dziataé terapeutycznie. Wstepne badania przepro-
wadzone na liniach komérkowych przez Belgorosky’ego
i wsp. wykazaly zmniejszenie wzrostu guzéw wytwarza-
jacych iNOS po zablokowaniu tlenku azotu [4]. Obecny
w duzych stezeniach NO wykazuje jednak whasciwosci
cytotoksyczne i wyzwala $mieré komérek nowotwo-
rowych, dlatego potencjalne zastosowanie inhibitora
tlenku NO w terapii raka pecherza wymaga dalszych
badan.

PODSUMOWANIE

Ostatnie lata poszerzyty wiedze na temat biologii
guzéw, w tym guzédw pecherza moczowego. Liczne
publikacje wskazuja na role stresu oksydacyjnego
w rozwoju raka pecherza. Badanie mechanizméw
zaangazowanych w rozwdj guza pecherza moze
postuzy¢ do sformutowania strategii chemioprewen-
cji nowotwordéw pecherza moczowego oraz wytycze-
nia kierunkéw dalszych badan. Produkty peroksydacji
lipidéw moga bra¢ udziat nie tylko w inicjacji raka
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pecherza (przez uszkodzenia DNA), ale i w kolejnych
etapach nowotworzenia, sprzyjajac dalszym modyfi-
kacjom prowadzagcym do nabycia przez komérki raka
pecherza zdolno$ci inwazji. Potencjat redoks komérki
wplywa na czynniki transkrypcyjne regulujace eks-
presje genéw odpowiedzialnych za proliferacje lub
$mieré komérki. Do czynnikédw transkrypcyjnych
wrazliwych na stres oksydacyjny nalezg m.in. NF-«B,
AP-1, STAT3, HIF-1a czy Nrf2. Czynniki transkryp-
cyjne czesto uczestnicza w podtrzymywaniu stanu
zapalnego w mikros$rodowisku guza. Na przyktad

PISMIENNICTWO

aktywny czynnik STAT3 w komérkach rakowych prze-
dluza utrzymywanie sie NF-kB w jadrze komérkowym.
Uwalniana pod wptywem NF-«B interleukina 6 akty-
wuje natomiast STAT3 w komérkach rakowych.

Tlenek azotu - prekursor pozostatych reaktywnych form
azotu - odgrywa réwniez istotna role w biologii guzéw.
Dotychczasowe badania wskazujg, ze stezenie NO ro$nie
w przebiegu nowotwordw. Liczne badania wykazaty, ze
réwniez nowotwory pecherza charakteryzuja sie nasilo-
nym wytwarzaniem NO.
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