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Streszczenie

Mimo ogromnego postepu jaki dokonat sie w ciggu ostatnich dekad w diagnostyce, leczeniu i za-
pobieganiu wielu typom nowotwordéw, wspStczynnik przezywalno$ci w przypadku raka trzustki
nadal pozostaje bardzo niski. Rak trzustki nalezy do bardzo Zle rokujgcych i opornych na leczenie
nowotwordéw. Wynika to w gléwnej mierze z braku skutecznej diagnostyki na wczesnym etapie
rozwoju nowotworu oraz nieefektywnej terapii. U wiekszo$ci pacjentéw choroba jest diagno-
zowana w stadium zaawansowanym, z przerzutami i tylko 15-20% chorych kwalifikuje sie do
chirurgicznego usuniecia guza, ktére wciaz pozostaje jedyna szansa na catkowite wyleczenie.
Badania ostatnich lat nie przyniosty znacznego postepu w leczeniu, a standardowo stosowanym
lekiem wcigz pozostaje gemcytabina lub jej kombinacje z innymi chemioterapeutykami, takimi
jak erlotinib, czy kapecytabina. Mimo bardzo dobrego poznania mechanizmdéw $mierci komér-
kowej indukowanych w wyniku dziatania gemcytabiny i innych stosowanych chemioterapeuty-
kéw, ich skuteczno$é jest ograniczona, ze wzgledu na nabywanie przez komdrki nowotworowe
trzustki lekoopornosci. Do tej pory wiekszo$¢ mechanizméw opornosci badana byta pod katem
mutacji w licznych genach, podstawowych do prawidlowego funkcjonowania szlakéw sygnali-
zacyjnych w zmienionej nowotworowo komdrce. Jednak ostatnie badania sugeruja istotng role
mikro$rodowiska guza w rozwoju i utrzymaniu opornosci na klasycznie stosowane chemiotera-
peutyki i terapie celowane. Lekooporno$¢ raka trzustki wynika z wielu mechanizméw, do kté-
rych mozna zaliczy¢: mutacje w gtéwnych dla prawidtowego funkcjonowania komérki genach,
nieprawidtowg ekspresje genéw, rozregulowanie podstawowych szlakéw sygnalizacyjnych oraz
szlakéw apoptozy, zdolno$¢ do tranzycji epitelialno-mezenchymalnej (EMT), nasilony proces
angiogenezy, wystepowanie populacji nowotworowych komérek macierzystych, czy obecnosé
we wnetrzu guza hipoksyjnego mikro$rodowiska.
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Summary

Despite the enormous progress made over the past decades in diagnosis, treatment and preven-
tion of many types of tumor, the survival rate for pancreatic cancer still remains poor. Pancre-
atic cancer is one of the most malignant and chemotherapy-resistant tumors. That is mainly
due to the lack of effective diagnosis at an early stage of tumor development and ineffective
therapy. In most patients the disease is diagnosed at an advanced, metastatic stage and only
15-20% of patients are eligible for surgical removal of the tumor, which still remains the only
chance for radical treatment. Studies in recent years have not yielded significant progress in
the treatment of disease, and gemcitabine or its combinations with other chemotherapeutics
such as erlotinib or capecitabine still remains the standard therapy. Although mechanisms of
cell death induced by gemcitabine and other chemotherapeutic agents are well known, their
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effectiveness is limited due to the acquisition of drug resistance by pancreatic cancer cells. So
far, mechanisms of resistance have been tested for mutations in many genes - the key to proper
functioning of signaling pathways in cancer cells. However, recent studies suggest a signifi-
cant role of the tumor microenvironment in the development and maintaining resistance to
conventionally used chemotherapeutic and targeted therapies. Drug resistance of pancreatic
cancer results from multiple mechanisms, which may include the following: mutations in key
genes, aberrant gene expression, deregulation of key signaling pathways, apoptotic pathways,
the capacity for epithelial-mesenchymal transition (EMT), increased angiogenesis, the pre-
sence of cancer stem cells or the presence of a hypoxic microenvironment inside the tumor.
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Wykaz skrotow:

5-FU - 5-fluorouracyl; ABCB1/MDR1 - biatko blonowe z kaseta wigzacg ATP z podrodziny B1/biatko

opornosci wielolekowej 1 (ATP-binding cassette, subfamily B, member 1; multidrug resistance
1); Akt — serynowo-treoninowa kinaza biatkowa; AP-1 - jadrowy czynnik transkrypcyjny; BCRP
— biatko opornosci lekowej w raku piersi (breast cancer resistance protein); BRCA-2 - ludzki gen
umiejscowiony na chromosomie 13; COX -2- cyklooksygenaza 2; CSC — nowotworowe komorki
macierzyste (cancer stem cells); DPC4 - znany réwniez jako Smad4 gen supresorowy; EGFR - na-
skorkowy czynnik wzrostu; EMT - tranzycja epitelialno-mezenchymalna; HIF-1a - czynnik trans-
krypcyjny indukowany hipoksja; KRAS — wirusowy onkogen szczurzego miesaka Kirstena (Kirsten
rat sarcoma virus oncogene); NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny; TGF-B - transformujacy
czynnik wzrostu 3; uPa - tkankowy aktywator plazminogenu typu urokinazy.

Wsrep

Rak trzustki, nalezacy do bardzo Zle rokujacych i opor-
nych na leczenie nowotwordw, znajduje sie obecnie na
czwartym miejscu pod wzgledem umieralno$ci spowodo-
wanej nowotworami w Stanach Zjednoczonych i wedtug
najnowszych prognoz, do 2020 r. bedzie juz drugg przy-
czyng zgondw [2,86]. Szacuje sie, ze prawie 73% pacjentédw
cierpiacych na ten nowotwér umrze w ciagu pierwszego
roku od zdiagnozowania choroby, a piecioletni wspét-
czynnik przezywalno$ci wynosi jedynie 5% [2]. Tak zte
rokowania wynikajg m.in. z pdznej diagnozy, gdyz ten
typ nowotworu zazwyczaj nie daje specyficznych obja-
wéw przez wiele lat.

Etiologia raka trzustki nie jest do korica poznana, jednak
wiadomo, ze na rozwdéj choroby ma wptyw wiele czynni-
kéw, zaréwno $rodowiskowych jak i genetycznych. Sro-
dowiskowymi czynnikami ryzyka zachorowania na raka
trzustki sa przede wszystkim: podeszty wiek, palenie tyto-
niu, cukrzyca, wysokobiatkowa i wysokottuszczowa dieta
(otytosé), ekspozycja na weglowodory i pochodne ropy,

przewlekte stany zapalne, infekcje, czy przebyta cholecy-
stektomia [68]. Genetyczne predyspozycje do raka trzust-
ki przejawiaja sie: wcze$nie wystepujace zmiany w obre-
bie trzustki, takie jak dziedziczne zapalenie trzustki oraz
cystis fibrosis, wystepowanie zespotéw genetycznych,
takich jak Zespét zespét Peutza-Jeghersa, FAMMM, czy
zespdt HBOC i w koricu rodzinny rak trzustki, w rodzi-
nach w ktérych wystapity dwa lub wiecej przypadkéw
raka trzustki wéréd krewnych pierwszego stopnia [45].

Obecna terapia nowotworu obejmuje: operacyjne usunie-
cie guza, radioterapie i chemioterapie. Najbardziej zado-
walajace rezultaty daje chirurgiczne usuniecie guza, ktére
z powodu braku wczesnej diagnozy jest mozliwe jedynie
u 15% pacjentéw. Najwazniejszymi chemioterapeutykami
stosowanymi w walce z chorobg od wielu lat pozostaja
5-fluorouracyl i gemcytabina oraz ich kombinacje z in-
nymi lekami, takimi jak: cisplatyna, kapecytabina, dokso-
rubicyna czy erlotinib [48,63]. W zwiazku z tym, ze wyni-
ki leczenia nadal sa niezadowalajacy, do priorytetowych
obszaréw badawczych zwigzanych z terapia raka trzust-
ki naleza: identyfikacja biomarkeréw umozliwiajgcych
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mikrosrodowisko hipoksyjne

L T nieprawidiowa ekspresja
ke A gendw, mutacje
'\—\_‘:L
tranzycja epitelialno-
mezenchymalna (EMT)

Ryc. 1. Gtéwne przyczyny lekoopornosci raka trzustki [58]

wczesne wykrycie nowotworu (wykorzystujac prébki od
pacjentéw, u ktérych w rodzinie zanotowano przypadki
wystapienia raka trzustki), poszukiwanie lekéw, dla kté-
rych celem molekularnym beda konkretne geny, ktérych
mutacje odpowiadaja za rozwdj choroby, lepsze poznanie
wplywu mikro$rodowiska guza na dziatanie lekéw i roz-
wdj lekooporno$ci oraz wykorzystanie uktadu immuno-
logicznego pacjenta w walce z nowotworem.

LEKOOPORNOSC RAKA TRZUSTKI

Lekooporno$¢ raka trzustki wynika z wielu mechanizméw,
do ktérych mozna zaliczy¢ m.in.: mutacje w podstawo-
wych dla prawidtowego funkcjonowania komérki genach,
nieprawidtowa ekspresje genéw, rozregulowanie najwaz-
niejszych szlakéw sygnalizacyjnych, takich jak: NF-xB,
Notch, Akt, czy szlakédw apoptozy, tranzycje epitelialno-
-mezenchymalna (EMT) odpowiedzialng za zdolno$é no-
wotworu do przerzutowania i obecno$é nowotworowych
komdrek macierzystych, nasilony proces angiogenezy, czy
obecnos¢ we wnetrzu guza hipoksyjnego mikro§rodowi-
ska [ryc.1][58]. W pracy oméwiono gtéwne mechanizmy
odpowiedzialne za lekooporno$¢ raka trzustki i wskazano
préby jej przetamania.

Mutacje w gléwnych genach

Rak trzustki jest choroba, w ktérej mutacje w genach su-
presorowych, onkogenach i genach mutatorowych pro-
wadza do nowotworowej transformacji komdrek nabtonka
gruczotowego przewodéw trzustkowych. Mutacje i inak-
tywacja genéw supresorowych wywotuja niestabilno$é
genetyczna i zwiekszona proliferacje komérek. Najczest-
sze mutacje w raku trzustki dotycza onkogendéw: K-RAS
(75-100% przypadkdéw), HER-2/neu (30%), Akt-2 (10-20%),

COX-2, Notch 1 oraz genéw supresorowych: p16INK4a (do
80%), p53 (60%), DPC4/SMAD4 (okoto 50%) oraz BRCA-2 (7-
10%) [54,84]. Rola mutacji wybranych genédw w rozwoju
raka trzustki i leczeniu choroby przedstawiono w tabeli 1.

MikroRNA

MiRNA (mikroRNA) sg jednoniciowymi czgsteczkami
niekodujacego RNA o dtugo$ci 18-24 nukleotydéw, kté-
rych rola jest obnizenie ekspresji gendw na etapie trans-
lacji informacji genetycznej. Wykazano, ze rézne rodzaje
miRNA odgrywaja istotng role w patogenezie nowotwo-
réw [13]. Zaburzenie regulacji miRNA zaobserwowano
réwniez w komérkach nowotworowych trzustki. Bloom-
ston i wsp. wykazali, ze na podstawie poziomu mikroRNA
mozliwe jest odréznienie raka trzustki od przewlektego
zapalenia trzustki [8]. Ponadto okre$lenie poziomu eks-
presji 95 miRNA w guzie trzustki, liniach komdérkowych
raka trzustki, tkance trzustki oraz w komdrkach nabtonka
przewodéw trzustkowych wskazato na zaburzona ekspre-
sje o$miu miRNA w tkance i w komérkach nowotworo-
wych, w poréwnaniu do zdrowej tkanki i komérek prze-
wodéw trzustkowych [92].

Biorac pod uwage, ze odmienna ekspresja miRNA pozwala
zréznicowad tkanke zmieniong nowotworowo od prawi-
dtowej tkanki trzustki, spekulowano, ze na tej podstawie
bedzie mozna réwniez przewidzie¢ rokowania pacjen-
téw i odpowiedz na leczenie. Badania przeprowadzone na
tkankach pozyskanych z nowotworu trzustki wykazaty, ze
6 rodzajéw miRNA ulega odmiennej ekspresji u pacjentéw
z dtuzszym czasem przezycia (ponad 2 lata). Na przyktad
pacjenci z nadekspresja miR-196a-2 wykazywali $rednia
mediane przezycia 14,3 miesiaca w poréwnaniu z 26,5
miesiaca dla pacjentéw z niskg ekspresjg miR-196a-2. Po-
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Tabela 1. Geny najczesciej zmutowane w raku trzustki i ich rola w rozwoju choroby

Gen

Lokalizacja

Mutacje [%]

Funkcje genu

Rola mutacji w raku trzustki

K-RAS

12p13

>90

K-RAS petni role molekularnego
Lprzetacznika”. W stanie aktywnym jest
zwiazany z GTP, co skutkuje aktywacja

efektoréw RAS: RAF-MEK-ERK i PI3K.
W prawidtowych warunkach uktad RAS
aktywowany jest chwilowo ze wzgledu

na niska wewnetrzng aktywno$¢ GTP-azy.

Dziafanie biatka GAP stymuluje hydrolize
GTP, przeksztatcajac go w GDP, co dopro-
wadza do inaktywadji biatka [5,12]

Mutacje w genie K-RAS naleza do najwczesniejszych i najczesciej
spotykanych mutacji zwiazanych z rozwojem raka trzustki. S
czynnikiem prognozujacym skuteczno$¢ leczenia gemcytabing

w potaczeniu z erlotinibem. Wykazano, ze wyciszenie K-RAS
technika siRNA prowadzito do zmniejszenia proliferacji komorek
nowotworowych i objetosci guza u myszy. Ponadto, komérki
raka trzustki ze zmutowana postacia genu cechuja sie wysokim,
konstytutywnym poziomem autofagii, nawet w przypadku
wystarczajacej liczby sktadnikéw odzywczych. Jest to mechanizm
promujacy przezycie komérki, a jego blokowanie z uzyciem
inhibitoréw, takich jak chlorochina czy hydroksychlorochina

w potaczeniu z innymi chemioterapeutykami jest obecnie przed-

miotem wielu badan klinicznych [22,48]

p16

9p21

80

Produkt genu 76/NK4a hamuje oddziaty-
wanie cykliny D z kinazami CDK4 i CDK6
oraz zatrzymuje komérki w fazie G1/S
cyklu komdrkowego. W prawidtowych
komadrkach kompleks cyklinaD/CDK4
fosforyluje biatko Rb1, nie dopuszczajac
do utworzenia kompleksu E2F-Rb1.

W wyniku uszkodzenia DNA dochodzi do
zablokowania przez p16 kompleksu kinazy
z cykling, biatko Rb1 nie ulega fosforylacji,
¢o ostatecznie hamuje cykl komdrkowy
w fazie G1/5[84]

Mutacje genu p76 wsrdd wszystkich nowotworéw z najwieksza
azestotliwoscia spotykane s w rakach trzustki. Utrata aktywnosci
genu przyczynia sie do ztosliwosci nowotworu (mniej zréznicowane
komorki), krotszego przezycia pacjentéw i obecnosci przerzutow.
Polimorfizm genu zwiazany jest z szybszg progresja nowotworu
i stabsza odpowiedzig na terapie [65]. Przywrécenie prawidtowych
funkcji genu p76 rozpatrywane jest jako jedna ze strategii
terapeutycznych, bowiem wprowadzenie funkcjonalnego genu
w ksenoprzeszczepach komérek linii AsPC-1 u myszy przyczynito
sie do wydfuzenia czasu przezycia gryzoni i zmniejszenia objetosci
guza [35]

p53

17p13

50-75

Produkt genu, biatko p53 jest czynnikiem
transkrypcyjnym o whasciwosciach su-
presora nowotworowego. Zaangazowane
jest w regulacje wielu proceséw zwigza-
nych z aktywacja mechanizméw naprawy
DNA czy indukcja apoptozy w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA. Stezenie biatka
w komdrce podlega ciggtej requlacji,
gtéwnie przez ligaze Mdm2 [24,47,49]

Badania wykazaty krétszy czas przezycia pagjentdw noszacych
mutacje w genie p53 w poréwnaniu do pacjentow p53(-).
Inaktywacja genu p53 wiaze sie réwniez z opornoscia na leczenie
5-fluorouracylem i gemcytabing [21], a takze sprzyja tworzeniu
przerzutdw i nabyciu opornosci na indukcje przyspieszonego
starzenia komdrkowego i zahamowanie cyklu zyciowego [61]

SMAD4

18q21

50

SMAD4 jest genem supresorowym
i uczestniczy w przekazywaniu sygnatu
na szlaku transformujacego czynnika
wzrostu B (TGF-) i jego liganddw [17]

Inaktywacja genu SMAD4 w raku trzustki jest zwiazana z jego zto-

$liwoscia. Przywrdcenie prawidtowej funkcji genu w ksenoprzesz-

czepach raka trzustki na nagie myszy powodowato zahamowanie
angiogenezy i zmniejszenie inwazyjnosci nowotworu [68]

HER-2

17q21

20-25

Gen ludzkiego receptora-2 dla
naskdrkowego czynnika wzrostu (HER2
znany takze jako neu i c-erbB-2) koduje

przezbtonowa glikoproteine o aktywnosci
kinazy tyrozynowej, ktdra bierze udziat
w kontroli wzrostu i réznicowania sie
komérek [40]

W prawidtowych komérkach przewodéw trzustkowych
nadekspresja HER-2 wystepuje sporadycznie. Stopniowy
wzrost czestosci jej wystepowania obserwuje sie poczawszy od
hiperplazji (55%) i dysplazji przewodéw trzustkowych (67%) do
raka inwazyjnego wiacznie (80%). W raku naciekajacym Srednio
zréznicowanym obserwowano ja w 69% przypadkéw, a w nisko
zrdznicowanym nie stwierdzono jej wcale. Wskazuje to na udziat
genu we wezesnych etapach onkogenezy i jego zwiazek ze
stopniem zréznicowania guza [13]

BRCA2

13q12

Biatko kodowane przez BRCA-2 bierze
udziat w naprawie DNA (naprawie przez
rekombinagje uszkodzer obu nici DNA)

[54]

U nosicieli mutacji w genie BRCA2 zaobserwowano zwiekszone
ryzyko rozwoju raka trzustki [91]
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dobnie $redni czas przezycia pacjentéw z wysoka ekspre-
sja miR-219 wynosit okoto 13 miesiecy w poréwnaniu z 24
miesigcami u oséb z obnizong ekspresja [88].

Przyktadem mikroRNA, wykazujacego podwyzszona eks-
presje w komérkach nowotworowych trzustki jest miR21
bedacy negatywnym regulatorem ekspresji PTEN (pho-
sphatase and tensin homolog), PDCD4 (programmed cell
death protein 4) oraz TIMP3 (metallopeptidase inhibitor
3). Nadekspresja miR21 prowadzi wiec do zahamowania
apoptozy i wzrostu inwazyjnosci nowotworu [88]. Skut-
kiem inhibicji jego ekspresji jest m.in. spadek proliferacji
i chemioopornosci komérek oraz zahamowanie cyklu ko-
morkowego i indukcja apoptozy [64]. Shao i wsp., po przy-
wréceniu prawidtowej ekspresji miR-132 w komdrkach
rakéw trzustki obserwowali zahamowanie proliferacji
i zdolnosci do tworzenia kolonii [88]. Yu i wsp. wykaza-
li, ze miR-96 ulega obnizonej ekspresji w tkance nowo-
tworowej trzustki w poréwnaniu do prawidtowej tkanki,
a jego celem molekularnym jest szlak sterowany przez
biatko KRAS. Przywrécenie prawidtowej ekspresji miR-
96 silnie hamowato proliferacje komérek, inwazyjnosé
nowotworu, indukowato apoptoze i ograniczato wzrost
guza [91]. Podejmowano réwniez udane préby wycisza-
nia genu kodujacego miR-34a, bezposrednio regulowa-
nego przez p53 i odgrywajacego istotna role w zdolnosci
nowotworowych komérek macierzystych trzustki do sa-
moodnawiania sie [17].

Nowotworowe komoérki macierzyste

Guz nowotworowy nie jest jednorodng struktura. W jego
obrebie mozna znalez¢ subpopulacje komdrek réznigcych
sie genotypem i fenotypem. Jedna z subpopulacji sa ko-
mdrki, ktére mimo ograniczonej zdolnosci do podziatéw,
moga odpowiadac za inicjacje i progresje procesu nowo-
tworzenia. Ze wzgledu na ich zdolno$¢ do réznicowania
i nieograniczonej liczby podziatéw, nazwano je nowo-
tworowymi komérkami macierzystymi (cancer stem cels
- CSC). Nowotworowe komdrki macierzyste, podobnie jak
prawidtowe komérki macierzyste maja unikalne zdol-
nosci do proliferacji, multipotencji i samoodnawiania.
Ponadto, cechuja sie duza aktywno$cig transporteréw
ABC, odpowiadajacych za usuwanie poza komérke czyn-
nikéw szkodliwych, w tym i lekéw przeciwnowotworo-
wych [56]. Obecnie z coraz wiekszym sukcesem izoluje
sie macierzyste komérki nowotworowe, a nastepnie bada
ich genotyp i fenotyp, co przektada sie na rozwdj nowych
strategii terapeutycznych, pozwalajacych zniwelowal zja-
wisko chemiooporno$ci wywotane przez wlasciwo$ci tych
komérek [75].

W przypadku raka trzustki w wyniku stosowania radio-
terapii i chemioterapii obserwowano wzrost populacji
komdrek o charakterze nowotworowych komérek ma-
cierzystych. Na podstawie ekspresji okre$lonych mar-
keréw na powierzchni komérki, wyizolowano komérki
o fenotypie: CD44, CD24, CD133 i ESA [33,53]. Shah i wsp.
wykazali, ze w komérkach niewrazliwych na dziatanie
gemcytabiny dochodzi do ekspresji markeréw charak-

terystycznych dla komérek macierzystych, takich jak:
CD44,CD241ESA [79]. Inni badacze obserwowali zwieksze-
nie populacji komérek linii L3.6p z markerem CD133+ po
traktowaniu gemcytabing. Podwyzszona ekspresje tych
markeréw stwierdzono réwniez w ksenoprzeszczepach
rakéw trzustki u myszy, poddanych dziataniu gemcytabi-
ny i promieniowania jonizujacego [82]. W innym ekspery-
mencie z uzyciem linii komdrkowej raka trzustki Panc-1
wykazano, ze komdrki z markerami powierzchniowymi
CD24 i CD44 mialy wyzszy potencjal tumorogenny niz
komérki CD24- i CD44- [35].

CSC trzustki wykazuja pewne podobietistwa do komérek
macierzystych innych nowotwordw, aczkolwiek wykaza-
no wiele cech swoistych tylko dla tego typu nowotworu.
Powszechnie stosowane terapie przeciwnowotworowe, ta-
kie jak radioterapia, czy chemioterapia zwalczaja jedynie
szybko rosnace komdrki nowotworowe, nie uszkadzajgc
inicjujacych ich powstawanie, czego nastepstwem jest na-
bywanie przez pozostate komérki opornosci na leczenie
i nawrdt choroby. Niezbedne sa terapie nakierowane na
nowotworowe komdrki macierzyste trzustki, a doktadne
zbadanie szlakéw sygnalizacyjnych w tych komérkach
pozwoli wskazaé najlepszy cel molekularny. Do tej pory
zidentyfikowano kilka szlakéw sygnalizacyjnych i gendw
ulegajacych wybidrczej ekspresji w CSC w poréwnaniu do
pozostatych komdrek nowotworowych trzustki. Jednym
z przyktadéw jest gen c-Met. C-Met jest protoonkogenem
kodujacym biatko HGFR (hepatocyte growth factor recep-
tor) majgce aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. Poziom c-Met
jest znacznie wyzszy w tkance nowotworowej trzustki
niz w prawidtowej tkance i jest zwigzany z inwazyjno-
$cig 1 wzrostem nowotworu. Zastosowanie chemicznego
inhibitora c-Met: XL-184 lub wyciszenie genu z uzyciem
techniki siRNA prowadzito do indukcji apoptozy i zaha-
mowania progresji komdrek w cyklu zyciowym, co wska-
zuje na istotna role genu c-Met w utrzymaniu populacji
CSC w raku trzustki [34]. Podobna sytuacje, w warunkach
in vivo obserwowano po zahamowaniu receptoréw Nodal/
Activin: Alk-4 i Alk-7 przez inhibitor SB431542. Komdrki
nowotworowe L3.6pl traktowane wstepnie inhibitorem
SB431542, a nastepnie gemcytabing, przeszczepiono na
bezgrasiczne myszy, co skutkowato wyraznym wzrostem
populacji komérek apoptotycznych o fenotypie CD133*
i ograniczeniem wzrostu guza u myszy. Traktowanie ko-
mdérek samym inhibitorem lub gemcytabing, nie dawato
podobnego wyniku [57]. Zastosowanie takiego schematu
leczenia moze by¢é wyzwaniem, biorac pod uwage obfite
podscielisko pierwotnej tkanki nowotworowej trzustki
i utrudniony dostep chemioterapeutykéw do wnetrza
guza [70]. Ponadto 50% pacjentéw cierpigcych na raka
trzustki nosi mutacje w genie Smad 4, znajdujacym sie pod
kontrolg genéw Nodal/Activin. Wyciszenie genu Smad 4,
technika siRNA w komérkach nowotworowych z aktywna
postacig tego genu powodowato zmniejszenie populacji
komdrek nowotworowych, gtéwnie w wyniku zahamo-
wania szlaku Nodal/Activin. Z tego powodu, gen Smad
4 jest niezbednym elementem szlaku sygnalizacyjnego
Nodal/Activin, a mutacje w jego obrebie czynia komér-
ki niewrazliwe na inhibitory receptoréw Alk-4 i Alk-7.
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Wykazano réwniez, ze nie wszystkie mutacje powoduja
dysfunkcje genu i cze$¢ nowotwordw ze zmutowanym
genem Smad 4 ma aktywny szlak sygnalizacyjny Smad2/3,
co warunkuje wrazliwo$¢ pacjentéw o takim genotypie na
tego typu terapie [57].

Tranzycja epitelialno-mezenchymalna

Podczas, gdy wiekszo$¢ nowotwordw ztosliwych wywo-
dzi sie z tkanki nablonkowej, juz dawno potwierdzono, ze
zdolne do migracji i przerzutowania komérki tych nowo-
twordw wykazuja cechy komérek mezenchymalnych, co
$wiadczy o istnieniu tranzycji fenotypu komdrek w czasie
rozwoju nowotworu [87]. Podczas tranzycji epitelialno-
-mezenchymalnej (EMT) dochodzi do utraty markeréw
nabtonkowych, takich jak: E-kadheryna, niektdre cytoke-
ratyny, klaudyny czy okludyny. Pojawiaja sie natomiast
markery mezenchymalne, takie jak: N-kadheryna, wimen-
tyna czy fibronektyna [44].

EMT wystepuje podczas prawidlowego ptodowego pro-
cesu rozwojowego i jest niezbedna do tworzenia mezo-
dermy. W ostatnich latach EMT obserwuje sie réwniez
w procesach chorobowych, zwtaszcza w gojeniu sie ran,
regeneracji narzadu, zwtdknieniu tkanki czy rozwoju no-
wotworu [44]. EMT odgrywa istotng role w kilku etapach
rozwoju nowotworu [39]. Po pierwsze, komérki nabywaja
zdolnosci do migracji, dzieki czemu moga oderwaé sie od
reszty populacji komérek. Po drugie, tranzycja umozli-
wia komérkom dostep do weztéw chtonnych, czy naczyti
krwionos$nych, a po trzecie umozliwia ponowne opusz-
czenie krwiobiegu i utworzenie mikroprzerzutéw [40].

Obecnie istnieja dowody na wystepowanie EMT w kilku
nowotworach przewodu pokarmowego [67]. W przypadku
raka trzustki badania wykazaly sprzeczne wyniki. Javle
i wsp. [43] obserwowali zwigzek miedzy niskim przezy-
ciem pacjentéw a markerami EMT (wysoki poziom fibro-
nektyny, wimentyny i niski E-kadheryny) w 36 prébkach
operacyjnie usunietych guzéw trzustki. W zwiazku z tym
wykazano, ze niski poziom E-kadheryny moze by¢ marke-
rem prognozujgcym przerzutowanie raka trzustki, jednak
tylko z tkankowym aktywatorem plazminogenu typu uro-
kinazy (uPa) [81]. W innych badaniach wykazano obec-
no$¢ N-kadheryny nieulegajacej ekspresji w prawidtowe;j
tkance trzustki w 13 sposrdd 30 probek [66]. Niestety dane
na temat markeréw EMT w raku trzustki nie sg tak jedno-
znaczne jak w przypadku innych nowotwordw. Wynika to
z niejednorodnej grupy pacjentéw, malej liczby prébek,
czy réznych podej$¢ metodologicznych. Ponadto, trzeba
wziaé pod uwage trudna detekcje komdérek o fenotypie
EMT i ich zdolno$¢ do szybkiej rewersji [42].

0d pewnego czasu coraz wiecej danych wskazuje na zna-
czenie EMT w lekoopornosci nowotwordw. Przemawia-
ja za tym badania, na podstawie ktérych wykazano, ze
komdrki, ktére zostaly poddane EMT sg bardziej opor-
ne na leki, a zahamowanie tranzycji prowadzi nie tyl-
ko do zmniejszenia potencjatu inwazyjnego, ale réwniez
zwiekszonej wrazliwo$ci na lek [77]. 1 tak np. komérki raka

trzustki linii AsPC-1 i L3.6pl inkubowane ze wzrastajgcy-
mi stezeniami gemcytabiny wykazywaty cechy charakte-
rystyczne dla EMT [78]. Ponadto, po wykonaniu profilu
ekspresji genéw w komérkach opornych i wrazliwych
na dziatanie gemcytabiny, 5-fluorouracylu czy cisplaty-
ny, w przypadku komérek opornych obserwowano cechy
charakterystyczne dla EMT [4]. Dodatkowo wykazano, ze
EMT jest indukowana w warunkach niedotlenienia, ktére
sa réwniez zwigzane z lekoopornoscia nowotwordw [14]
oraz wystepowaniem zaleznos$ci miedzy EMT, a nabyciem
przez komérki whasciwosci macierzystych komérek no-
wotworowych [78].

Hipoksja

Mikro$rodowisko hipoksyjne jest cechg guzéw litych,
w ktérych podaz tlenu jest zmniejszona lub catkowicie
zniesiona. Wiekszo$¢ guzéw o $rednicy przekraczajacej
1mm? zawiera regiony niedotlenienia, powstate na sku-
tek nieuporzgdkowanej struktury naczyn krwiono$nych
i utrudnionej dyfuzji [36]. Liczne badania potwierdzity,
ze guzy lite majace regiony niedotlenienia majg znacznie
gorsze rokowania niz guzy prawidlowo utlenowane, nie-
zaleznie od zastosowanej metody leczenia [37]. Przyczy-
ng tego sa zmiany genetyczne zachodzace w komérkach,
ktére umozliwiaja im przezycie w warunkach niedoboru
tlenu i skutkuja nabyciem bardziej ztosliwego fenotypu.
Do szlakéw biologicznych regulowanych przez geny ak-
tywowane hipoksja, znajdujace sie gtéwnie pod kontrola
czynnika transkrypcyjnego indukowanego hipoksja (HIF-
1a) zaliczy¢ mozna: apoptoze, cykl komérkowy, angioge-
neze, glikolize i regulacje pH, a cze$¢ z nich jest zwigzana
z nabyciem przez komdrki lekoopornosci [15,59].

Hipoksja w guzie trzustki po raz pierwszy zostata potwier-
dzona przez Koonga i wsp. w 2000 r., kiedy zmierzono po-
ziom utlenowania wewnatrz guza trzustki w czasie jego
resekcji u siedmiu pacjentéw. W obrebie guza pO, wahato
sie w granicach 0-5,3 mmHg, podczas gdy w sasiadujacej,
prawidtowej tkance trzustki mie$cito sie w granicach 24-
92,7 mm Hg [47]. Inni naukowcy potwierdzili aktywacje
HIF-1a w raku trzustki, w odpowiedzi na niskg podaz tlenu
zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Zastosowanie
selektywnego inhibitora HIF-1a w polaczeniu z radiote-
rapig powodowato wzmozong $§mieré komérek nowotwo-
rowych trzustki [23]. W linii komdrkowej raka trzustki
Capan-2 wstepnie zidentyfikowano trzy geny aktywowa-
ne in vitro w warunkach hipoksji: GPI/NLK/AMF (glucose
phosphate isomerase/interleukin/autocrine motility fac-
tor), DEC 1 (deleted in esophageal cancer 1), i heksokinaze
II. Obecnie trwaja badania majace na celu wyjanienie ich
roli w rozwoju i progresji raka trzustki [23]. Hipoksja jest
uwazana za jedng z przyczyn opornosci raka trzustki na
gemcytabine, co wynika m.in. z aktywacji NF-kB indu-
kowanego niedotlenieniem. Ponadto, warunki niedotle-
nienia mogg indukowa¢ tranzycje epitelialno-mezenchy-
malng komérek raka trzustki zwigzana z inwazyjnoscia
nowotworu, przerzutowaniem oraz powstawaniem no-
wotworowych komérek macierzystych [76]. Najnowsze
badania wskazujg, ze w warunkach niedotlenienia docho-
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dzi réwniez do wzrostu cytokin prozapalnych. Shi i wsp.
wykazali, ze komérki nowotworowe trzustki, w ktérych
dochodzito do wzrostu ekspresji IL-8 tworzyty wieksze
guzy z odleglejszymi przerzutami w ortotopowym mo-
delu mysim. Immunohistochemiczne analizy guzéw wy-
kazaty, ze do wzrostu ekspresji IL-8 dochodzito w pobli-
zu martwicy nowotworu, o kwasnym pH i obnizonym
poziomie tlenu dyfuzyjnego i sktadnikéw odzywczych.
Zahamowanie ekspresji IL-8 w wyniku zastosowania an-
tysensownych oligonukleotydéw zmniejszato wzrost guza
i angiogenezy w warunkach in vivo [80]. W innych bada-
niach okreslono wptyw niedotlenienia guza na zdolno$¢
do przerzutowania i ekspansje raka trzustki. Wykazano
obecnos¢ niedotlenienia nie tylko we wnetrzu guza, ale
réwniez jego wplyw na inwazyjno$¢ komérek potozonych
w peryferialnych cze$ciach guza [10].

Opornosé wielolekowa

Zjawisko opornoéci wielolekowej (MDR - multidrug re-
sistance) jest gtéwnym mechanizmem, dzieki ktére-
mu komérki nowotworowe staja sie niewrazliwe na po-
wszechnie stosowane chemioterapeutyki. Oporno$é na
chemioterapie wynika m.in. z obecno$ci w btonie komé-
rek nowotworowych pomp, odpowiedzialnych za aktywny
transport lekéw na zewnatrz lub do wewnatrz komdrek,
przez co m.in. lek lub jego aktywny metabolit zbyt wcze-
$nie usuniety z komdrki nie wywiera zamierzonego dzia-
tania terapeutycznego. Biatka transportowe z rodziny bia-
tek ABC (ATP- binding cassette transporters), do ktérych
zaliczy¢é mozna: ABCB1 (biatko oporno$ci wielolekowej
1, MDR1), ABCC (biatko oporno$ci wielolekowej, MPR),
ABCG2 (biatko opornosci lekowej w raku piersi - breast
cancer resistance protein, BCRP) sg uwazane za gtéwne
biatka odpowiedzialne za chemiooporno$¢ komérek no-
wotworowych [16]. Cze$¢ z tych pomp bierze udziat w wy-
dalaniu na zewnatrz komérki nowotworowej, takich lekéw
jak gemcytabina i 5-fluorouracyl, ktére od lat pozostajg
jednymi z podstawowych chemioterapeutykéw wyko-
rzystywanych w leczeniu chorych z rakiem trzustki [85].

Biatka transportowe ABC ulegajgce podwyzszonej eks-
presji w raku trzustki to m.in. MRP 1, 3, 4 oraz 5, a takze
BCRP. Wykazano znacznie wyzszy poziom mRNA dla MRP5
(biatko odpowiedzialne za opornoéé na 5-FU) w tkance
nowotworowej trzustki w poréwnaniu z tkanka prawidto-
wa [46]. Wewnatrz komérki 5-FU przeksztalcany jest do
5'-fluoro-2’-deoxyurydyny (5-FdUrd), ktéra ulega fosfo-
rylacji z udziatem kinazy tymidynowej do monofosforanu
5’-fluoro-2’-deoxyurydyny (5-FdUMP), bedgcego jednym
z aktywnych metabolitéw 5-fluorouracylu. Badania z wy-
korzystaniem pecherzykéw blonowych wyizolowanych
z komorek transfekowanych genem MRP5, wykazaly, ze
biatko to w sposéb zalezny od ATP transportuje 5-FAUMP
na zewnatrz komdérki, uniemozliwiajgc tym samym do-
stateczng ekspozycje komdrek na chemioterapeutyk [73].
Wyciszenie genu MRP5 z zastosowaniem techniki siRNA
przywracato wrazliwo$¢ komdrek nowotworowych trzust-
ki na 5-fluorouracyl [29]. Obecnie dostarczenie siRNA do
docelowego organu jakim jest np. trzustka moze przyspa-

rzaé wiele trudnosci i tego typu leczenie jest jeszcze nie-
realne. Wiekszy potencjat w odniesieniu do zastosowania
klinicznego zdajg sie wykazywaé matoczasteczkowe inhi-
bitory transporteréw ABC. W ciggu ostatnich dziesieciu
lat, ponad 70% znanych inhibitoréw ABC transporteréw
stanowity zwigzki pochodzenia naturalnego orazich syn-
tetyczne pochodne [82]. Jednym z przyktadéw zwigzkéw
fitochemicznych, bedacych silnymi inhibitorami kilku
transporteréw ABC (m.in. Pgp, MRP1 i BCRP) jest kurku-
mina [3,55]. Gemcytabina, oraz 5-fluorouracyl skojarzone
w terapii z kurkuming wykazywaty wieksza aktywno$é
przeciwnowotworowg zaréwno na modelach in vitro jak
i in vivo [7,50,71]. W innych badaniach nad oporno$cia
komérek nowotworowych trzustki na gemcytabine i 5-FU
wykazano, ze

« dtugotrwate traktowanie komérek nowotworowych
trzustki gemcytabing lub gemcytabing skojarzona
z 5-fluorouracylem w dawkach stosowanych klinicznie
wplywa na poziom ekspresji transporteréw blonowych,

+nabyta odporno$¢ komérek nowotworowych na gem-
cytabine jest zwigzana z obnizona lub zwiekszona eks-
presja odpowiednich transporteréw, w zaleznos$ci od
rodzaju komérek oraz ze

* MRP5 odpowiada za oporno$¢ komérek na gemcytabine,
co wykazano na modelach komdérek nowotworowych
z nadekspresja tego genu i po jego wyciszeniu.

Komdrki z nadekspresja MRP5 byly bardziej oporne na
gemcytabine, podczas gdy wyciszenie genu skutkowato
zwiekszong wrazliwo$cig komdrek na chemioterapeu-
tyk [30].

Metabolizm komérek nowotworowych

Komdrki nowotworowe maja zdolno$é do syntezy nie-
zbednej puli aktywnych biologicznie lipidéw, niezaleznie
od szlakéw regulujacych ich synteze w prawidtowych ko-
mérkach [22]. Maja zdolno$¢ zwlaszcza do syntezy duzej
ilo$ci niezbednych produktéw posrednich wykorzystywa-
nych nastepnie do syntezy aktywnych biologicznie zwigz-
kéw wspomagajacych proliferacje komdrek [5] i zdolnych
do generowania kwaséw ttuszczowych, sfingolipidéw, li-
zolipidéw, fosfoinozytéw btonowych oraz cholesterolu
w wyniku lipogenezy de novo (synteza lipidéw z substra-
téw nielipidowych) [5,61]. Aktywno$¢ biologiczna tych
zwigzkdw jest zwigzana ze szlakami sygnalizacyjnymi
zaangazowanymi w rozwdj nowotworu i proces przerzu-
towania, a wiec przyczyny ich nietypowej syntezy w ko-
moérkach nowotworowych sg przedmiotem wielu badati
[5]. Wiele cech charakterystycznych dla komérek nowo-
tworowych, takich jak: odmienny metabolizm glukozy,
synteza kwaséw ttuszczowych, czy glutaminoliza sg zwig-
zane z ich opornos$cia na leczenie. Biorgc to pod uwage,
wykorzystanie metabolizmu komérek nowotworowych
jako nowego celu terapeutycznego przez zastosowanie
np. kombinacji chemioterapeutykdéw z inhibitorami me-
tabolizmu komérkowego moze stanowi¢ obiecujaca stra-

175



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 169-179

tegie przezwyciezania lekoopornosci wielu nowotwordéw,
w tym raka trzustki.

W przypadku raka trzustki wykazano pozytywna korela-
cje miedzy ekspresja FASN, a oporno$cia na chemio- i ra-
dioterapie [90]. Syntaza kwaséw ttuszczowych (FASN) jest
enzymem katalizujagcym synteze kwasu palmitynowego,
niezbednego do syntezy fosfolipidéw - lipidowych sktad-
nikéw bton komdrkowych. Ekspresja genu kodujacego
FASN w tkankach oséb dorostych jest bardzo niska lub
prawie niewykrywalna. Zwigkszong ekspresje enzymu
obserwuje sie natomiast w komdrkach nowotworowych,
a produkty metaboliczne kompleksu FASN bardzo szybko
sg zuzywane przez proliferujgce komérki nowotworowe,
co potwierdza, ze ekspresja FASN jest waznym czynnikiem
warunkujacym wzrost i przezycie komérek nowotworo-
wych, a sam FASN okre$lany jest mianem metabolicznego
onkogenu [25]. Wptyw nadekspresji FASN na oporno$é
komoérek nowotworowych trzustki potwierdzono wyci-
szajac gen kodujacy enzym technika siRNA lub stosujac
inhibitor enzymu - orlistat, czego skutkiem byto przy-
wrécenie wrazliwo$ci komédrek nowotworowych trzustki
na gemcytabine i radioterapie [90].

Innym podej$ciem terapeutycznym mogacym mieé za-
stosowanie w raku trzustki jest zmniejszenie puli lipidéw
komdérkowych w wyniku dziatania chemioterapeutykéw,
czy nadekspresji enzyméw odpowiedzialnych za ich me-
tabolizm. Liczne badania wykazaty, ze lipidy sa niezbedne
do proliferacji komérek nowotworowych trzustki, co jest
zwigzane m.in, z mutacja w genie K-RAS [6,18,60]. Enzy-
mami odpowiedzialnymi m.in. za metabolizm lipidéw sa
UDP - glukuronylotransferazy (UGTs). UGts sg enzymami
11 fazy metabolizmu, przeprowadzajacymi glukuronidacje
substratéw, a co za tym idzie zwiekszajacymi ich polar-
no$¢ i umozliwiajacymi ich wydalenie z organizmu [27].
UGTs metabolizuja i detoksyfikuja nie tylko ksenobiotyki
i zwigzki pochodzenia endogennego, ale przede wszystkim

PismiennicTwo

biorg udziat w regulacji poziomu lipidéw komérkowych
odgrywajgcych istotna role we wzro$cie i réznicowaniu sie
komdrek nowotworowych [11,62,74]. Okreslenie poziomu
ekspresji enzyméw metabolizujgcych lipidy w komérkach
nowotworowych trzustki i transfekcja komdrek enzymami
UGT, ktdrych ekspresji nie stwierdzono, powoduje zaha-
mowanie proliferacji komérek w wyniku zmniejszenia puli
lipidéw niezbednych do ich prawidtowego wzrostu [20].

PopsumowaNie

Rak trzustki jest wyniszczajgcg chorobg charakteryzujaca
sie agresywnym przebiegiem, duza inwazyjnoscia, szyb-
ka progresja i opornoscig na konwencjonalnie stosowane
terapie. Rozwdj nowych metod biologii molekularnej po-
zwolit lepiej poznaé patogeneze choroby i wskazaé gtéw-
ne geny zwiazane z jej rozwojem. Coraz wiecej wiadomo
réwniez na temat molekularnych mechanizméw lezacych
u podstaw lekoopornosci raka trzustki, a wiedza ta moze
poméc naukowcom opracowywac nowe strategie w celu
pokonania zjawiska lekoopornosci. Obiecujacymi regula-
torami lekooporno$ci w raku trzustki moga sie okaza¢ mi-
kroRNA, gdyz przez regulacje ekspresji swoistych miRNA
mozliwa bytaby selektywna i ukierunkowana eliminacja
komorek o fenotypie EMT, czy nowotworowych komérek
macierzystych. Wydaje sie, iz konieczne jest prowadze-
nie dalszych badari podstawowych, poswieconych roz-
szerzeniu wiedzy na temat przyczyn lekoopornoéci raka
trzustki, jak i podejmowanie préb wykorzystania zdefi-
niowanych juz obserwacji eksperymentalnych i klinicz-
nych do wdrazania nowych terapii u chorych cierpiacych
na ten nowotwor.
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