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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zaburzenia krzepniecia krwi nie tylko towarzysza chorobie nowotworowej, ale wplywaja réw-
niez na jej rozwéj. Komdrki nowotworowe sg zdolne do wytwarzania zaréwno wielu czynnikéw
prozakrzepowych, jak i mechanizméw umozliwiajacych odbiér sygnalizacji wzbudzanej przez
te zwigzki. Jednym z elementéw swoistego uktadu wzajemnych powigzan jaki tworzy nowotwdr
zuktadem hemostazy sg receptory aktywowane przez proteazy (receptory proteaz; protease-ac-
tivated receptors, PARs). PARs to sprzezone z biatkiem G (G-protein-coupled receptors, GPCRs)
$rédbtonowe receptory o wyjatkowym - proteolitycznym mechanizmie aktywacji. Receptory
proteaz odgrywaja wazna role w regulacji hemostazy oraz proceséw zapalnych. Aktywacja PARs
moze doprowadzi¢ nie tylko do zaburzeni krzepniecia krwi, ale takze do rozwoju lub progresji
choroby nowotworowej. Biatkami aktywujacymi PARs w komdrkach nowotworowych sg m.in.
trombina, czynnik tkankowy (tissue factor, TF) oraz metaloproteinazy macierzy zewnatrzko-
mdrkowej (matrix metalloproteinases, MMPs). Znany jest takze mechanizm statej aktywacji
tych receptoréw w nowotworach zlosliwych. W pracy oméwiono mechanizmy aktywacji PARs
w warunkach fizjologii i patologii, z uwzglednieniem ich roli w nowotworach ztosliwych.
Ponadto przedyskutowano ewentualne opcje terapeutyczne polegajace na wykorzystaniu
antagonistéw PARs u chorych na nowotwory.

Receptory aktywowane przez proteazy (PARs) - nowotwory ztosliwe

Keywords:

Summary

The fact that blood coagulation disorders may accompany malignant disease is well established.
However, many studies have shown that components of the haemostatic system may also
elicit signaling leading to cancer developement and progression. The potential mechanism
by which coagulation factors play a role in cancer invasion is not completely understood, but
one hypothesis is that protease-activated receptors (PARs) play a prominent role. PARs are
transmembrane G-protein-coupled receptors (GPCRs) that are activated by a unique proteo-
lytic mechanism. They have important functions in haemostasis and inflammation but may
also be implicated in cancer cell progression. Thrombin, tissue factor (TF) and matrix metal-
loproteinases (MMPs) are the main activators of these receptors. The mechanism of persistent
activation of PARs was also described in cancer cells. Here, we discuss the physiological and
pathological role of PARs with a particular focus on PARs’ contribution to cancer biology. We
also present therapeutic options tailored specifically to inhibition of PAR-induced signalling
in cancer patients.

protease-activated receptors (PARs) - malignant tumours
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Wsrep

Juz w XIX w. sygnalizowano istnienie zaleznosci mie-
dzy procesem krzepniecia krwi a rozwojem nowotworu.
Wéwczas bowiem zaobserwowano zwiekszong tendencje
do wystepowania zakrzepéw u chorych na nowotwory,
czego przykladem jest zespdt Trousseau - wedrujace
zapalenie zyl powierzchownych [66]. Prozakrzepowy
wplyw nowotworu moze wynika¢ z interakcji komérek
guza z elementami morfotycznymi krwi i komérkami
$rédbtonka naczyn i/lub ze zdolnosci samych komérek
nowotworowych do wytwarzania substancji pobudza-
jacych krzepniecie krwi [82]. Niektérzy badacze porédw-
nuja chorobe nowotworowg do rany, ktérej nie mozna
wygoié, gdzie guz jest obszarem nieustannie aktywo-
wanego procesu krzepniecia krwi, co sprzyja jego wzro-
stowi i inwazji [19].

Proteazy o dzialaniu prozakrzepowym to jedne z wielu
czynnikédw regulujacych hemostaze. 0d lat 60 XX w.
znane byly dziatania hormonopodobne tych biatek, np.
insulinopodobne dziatanie pepsyny, chymotrypsyny, jak
réwniez mitogenne dzialanie trombiny i trypsyny na
poziomie btony komdrkowej [14,53]. W latach 90 ub.w.
odkryto unikatowy proteolityczny mechanizm oddzia-
tywania trombiny z receptorem blonowym, ktéra nie-
jako ,,uwalnia” zwigzany z cze$cia zewnatrzkomdrkowsg
receptora ligand (TLTR, tethered ligand trombin recep-
tor) [72]. W tym czasie ukazaly sie réwniez pierwsze pio-
nierskie doniesienia [78,79,80,84,85,86] dokumentujace
istnienie receptora trombiny na powierzchni komérek
nowotworowych guzéw litych.

Ostatecznie receptory aktywowane przez trombing
nazwano receptorami aktywowanymi przez proteazy (pro-
tease-activated receptors, PARs). PARs to receptory $rédbto-
nowe, sprzezone z biatkiem G (G-protein-coupled receptors,
GPCRs) [15,51]. Jak dotad zidentyfikowano cztery receptory
proteaz: PAR-1, PAR-2, PAR-3 oraz PAR-4 [48]. Aktywacja
PARs jest nieodwracalna, dlatego tez prawidlowe mecha-
nizmy jej regulacji sa wazne dla homeostazy kontrolowa-
nych przez te receptory proceséw (m.in. hemostazy, stanu
zapalnego czy angiogenezy) [przeglad pi$m. 4]. Desensyty-
zacja receptoréw lub ich przemieszczenie w obrebie blony
komérkowej (receptor trafficking) to znane mechanizmy
regulacji aktywnosci PARs [4]. Coraz wiecej danych wska-
zuje, iz wlasnie nadmierna aktywacja PARs moze miel

znaczenie w pobudzaniu proliferacji komérek nowotwo-
rowych, wzroscie guza i hamowaniu apoptozy komérek
nowotworowych w wyniku zmian w uktadzie krzepniecia
krwi [4,48]. Biatkami aktywujacymi PARs w komdrkach
nowotworowych sa m.in. trombina, czynnik tkankowy (tis-
sue factor, TF) oraz metaloproteinazy macierzy zewnatrz-
komérkowej (matrix metalloproteinases, MMPs) - MMP-1,
-9,-14[1,9, 69].

W pracy podjeto prébe przedstawienia mechanizméw
prawidtowej, jak i zaburzonej sygnalizacji wewnatrz-
komérkowej wzbudzanej przez PARs oraz wyjasnienia
ich wplywu na rozwdj i progresje choroby nowotworo-
wej. Przedstawiono takze mozliwosci blokowania PARs
lub czynnikéw aktywujacych te receptory u chorych na
nowotwory.

RECEPTORY AKTYWOWANE PRZEZ PROTEAZY

Budowa i mechanizm aktywacji

Receptory aktywowane przez proteazy (protease-activa-
ted receptors, PARs) naleza do rodziny $rédbtonowych
receptoréw zwigzanych z biatkiem G. Kazdy z czte-
rech rodzajéw PAR jest kodowany przez oddzielny gen.
Pierwszy, zidentyfikowany w 1991 r. receptor proteaz
- PAR-1 zostat odkryty dzieki poszukiwaniom recep-
tora aktywowanego trombina w ptytkach krwi (jego
pierwotna nazwa to receptor trombiny) [52]. Kolejne
receptory oddzialywajace z trombing - PAR-3 i PAR-4
zostaty odkryte w wyniku badati z uzyciem swoistych
gatunkowo plytek krwi [4,35]. Natomiast receptor PAR-
2, w przeciwietistwie do tych receptoréw niereagujacy
z trombina, lecz z trypsyna, zostat zidentyfikowany za
pomoca screeningu genomu mysiego z uzyciem sond
homologicznych do przezbtonowych regionéw recep-
tora substancji K [46].

Receptory PAR-1, -3 i -4 wystepuja gtéwnie na komér-
kach naczyn krwionos$nych; sa przede wszystkim efek-
torami trombiny w warunkach in vivo, lecz moga by¢
aktywowane takze przez inne proteazy [15,48,69]. Eks-
presja poszczegdlnych typéw receptordw jest swo-
ista gatunkowo i rézna w poszczegdlnych komdrkach,
np. PAR-1 i PAR-4 wystepujg w ludzkich ptytkach krwi,
a PAR-3 i -4 - w mysich. Niedawne badania przeprowa-
dzone na hodowlach mysich wykazaty, iz mPAR-3 praw-
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dopodobnie nie dziata jako samodzielny receptor, lecz
bardziej jako kofaktor pozostatych receptoréw proteaz
lub tworzy z nimi heterodimery, np. z mPAR-4 [35,39,41].
Dane wymagajg potwierdzenia u ludzi, u ktérych ten
receptor réwniez wystepuje. Ekspresje PAR-2, ktérego
aktywacja odbywa sie w wyniku oddziatywan z tryp-
synopodobnymi proteazami serynowymi stwierdzono
u ludzi na komérkach $rédbtonka naczyti orazjelit i drég
oddechowych. Receptor ten bierze udzial w odpowiedzi
proliferacyjnej uszkodzonych tkanek [4]. Oprécz pro-
teaz, takze biatka zsyntetyzowane na podstawie sekwen-
cji aktywujgcej cze$ci zewnatrzkomdrkowej PAR moga
by¢ ich agonistami. Sa to tzw. PAR-activating peptides,
swoiste dla poszczegdlnych receptoréw proteaz. Biatka
imitujace powstajacy po proteolizie koniec N (tethered
ligand, ,,zwigzany” ligand) moga aktywowa¢ receptor
bez jego wczesniejszej proteolizy, przez przytaczenie sie
bezposrednio do znajdujgcego sie wewnatrz receptora
miejsca aktywacji [15]. Proteazy aktywujgce i inaktywu-
jace poszczegdlne receptory PAR przedstawia tabela 1.

Kazdy z receptoréw PAR jest zbudowany z domeny
transbtonowej sktadajgcej sie z siedmiu a-helis, czesci
cytoplazmatycznej wigzacej biatko G oraz N-koricowej
sekwencji zewnatrzkomdrkowej zawierajgcej miejsce
wigzania swoistej proteazy (ryc. 1) [25,35]. Gtéwne réz-
nice w budowie miedzy poszczegSlnymi PAR dotycza
przede wszystkim wtasnie sekwencji N - koticowej.

Spos$réd wszystkich receptorédw proteaz najlepiej

poznano mechanizm aktywacji PAR-1. Gtéwnymi akty-
watorami tego biatka sa: trombina i czynnik krzepniecia

Tabela 1. Proteazy aktywujace i inaktywujace poszczegéine receptory proteaz

krwi Xa, proteazy odpowiedzialne za krzepniecie krwi
w razie uszkodzenia naczynia. Swoisto$¢ trombiny do
PAR-1 jest na tyle duza, iz do wzbudzenia sygnalizacji
wewngtrzkomdrkowej nie wymaga obecnosci kofakto-
réw. Pozostate proteazy oddzialywajg z powierzchnio-
wymi czgsteczkami, ktére utatwiajg ich zwigzanie
z PAR-1 i odigczenie fragmentu N-koticowego od jego
cze$ci zewnatrzkomérkowej (np. $rédbtonkowy recep-
tor biatka C, endothelial protein C receptor - EPCR jest
kofaktorem proteazy APC, activated protein C, aktywne
biatko C) [29,54].

Sekwencja LDPR*"S*2 fragmentu N-koricowego PAR-1
jest podstawowa dla prawidlowego zwiagzania trombiny
z tym receptorem [73]. W wyniku proteolitycznego dzia-
tania trombiny dochodzi do hydrolizy wigzania pep-
tydowego w miejscu R*"S* (miedzy resztami argininy
i seryny) i odstoniecia potozonego ponizej fragmentu
petniacego funkcje wewnatrzczasteczkowego liganda
aktywujacego PAR - jest to tzw. ,zwigzany” (tethe-
red) ligand o charakterystycznej dla danego receptora
sekwencji (tab. 2).

Wzbudzenie sygnatu odbywa sie w konserwatywnym
regionie petli 2 za posrednictwem sekwencji reszt
#SFLLRN? [41]. Reszty hirudynopodobne, obecne
w czasteczce PAR-1 i PAR-3 zwiekszaja powinowactwo
trombiny do tych receptordéw, dlatego tez mniejsze
jej stezenia sa potrzebne do ich aktywacji w poréwna-
niu z PAR-4, ktdéry nie zawiera takich reszt, stad jego
aktywacja wymaga wiekszych stezen trombiny [54].
W przypadku oddziatywari trombiny z PAR-4 proteoliza

PAR1 PAR2 PAR3 PAR4
Trombina ?rypz;;
Czynnik Xa yp. Trombina
Czynnik Vlla
APC . Katepsyna G
’ Czynnik Xa .
Proteazy aktywujace Granzym A MT-SP1 Trombina Trypsyna
Gingipaina R ) Gingipaina R
Proteinaza-3 P
Trypsyna L Kalikreina 14
VIMP Gingipaina R
Kalikreina 14
Katepsyna G
Plazmina Katepsyna G
Proteazy inaktywujace Elastaza EIaZt);za Katepsyna G
Proteinaza-3
Trypsyna
P’fyt!(I,kI’WI ludzkie <rédblonek
Sr6dblonek Nabtonek Plytki krwi mysie
Nabtonek A - y Phytki krwi ludzkie Srodbtonek
L i Fibroblasty Srodbtonek )
Lokalizacja Fibroblasty ) ) Miocyty
. Miocyty Miocyty
Miocyty Astrocyty
Neurony Astrocyty
Neurony Astrocyt
Astrocyty y

PAR — receptory aktywowane przez proteazy (protease-activated receptors); APC — aktywne biatko C (activated protein C); MT-SP1 — proteaza serynowa typu
btonowego 1 (membrane-type serine protease 1); MMP — metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (matrix metaloproteinases)
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Receptor nieaktywny

N

Receptor aktywny Receptor nieaktywny

uwolniony ligand

Trombina /N
_—
_— {\
C cl Cytoplazma
Biatko G
 Gaiz1s| | Gag | | Gai | | opy |
RhoGEFs FosfolipazaCB  Cyklaza  PI3K/AKT, GRKs, kanaty K

l l adenylowa

Rho, Rac InsP3, DAG

VAR

Ca? Kinazy MAP:
(Ras-Raf-MEK-ERK 1/2)
l Odpowiedz komorki

Proliferacja, adhezja, migracja, ksztalt komoérek, sekrecja

Ryc. 1. Mechanizm aktywacji PAR-1 (protease-activated receptor 1, T receptor aktywowany proteaza) i sygnalizacji wewnatrzkomérkowej; G — biatko G. Wtdrne
przekazniki: kinaza MAP — MAPK (mitogen activated protein kinase), kinaza biatkowa aktywowana miogenem; ERK 1/2 — (extracellular signal-regulated kinase-1
i-2); biatko RhoGEFs, Rho, Rac; DAG — diacyloglicerol; InsP3 — tréjfosforan inozytolu; GRKs — (G protein-coupled receptor kinases), kinazy receptora sprzezonego z
biatkiem G; PI3K — kinaza tréjfosforanu inozytolu; P — reszty fosforowe

Tabela 2. Sekwencje aminokwasowe “zwiazanych” liganddw poszczegdlnych PARs

Typ receptora PAR Sekwencja aminokwaséw ,zwiazanego” liganda
PAR1 Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn
PAR2 Ser-Leu-lle-Gly-Lys-Val
PAR3 Thr-Phe-Arg-Gly-Ala-Pro
PAR4 Gly-Tyr-Pro-Gly-Gln-Val

Arg — arginina, Asn — asparagina, Gly — glicyna, GIn — glutamine, Leu — leucyna, Phe — fenyloalanina, Ser — seryna

receptora nastepuje miedzy miejscem R* a G* skutkiem
czego jest powstanie odpowiedniego liganda (tab. 2) [48].

Receptor PAR-2 jako jedyny receptor proteazowy jest
aktywowany nie przez trombine, lecz przez trypsynopo-
dobne proteazy serynowe, m.in. trypsyne w stezeniach
fizjologicznych czy tez czynniki krzepniecia krwi - Vlla,
Xa lub kompleks tych biatek z czynnikiem tkankowym -
TF-VIla-Xa [54]. W przypadku PAR-2 hydroliza wigzania
peptydowego zewnatrzkomérkowego fragmentu N-koti-
cowego odbywa sie w miejscu R*S%[46].

Wzbudzenie sygnalizacji wewnatrzkomérkowej

Aktywacja proceséw wewngtrzkomérkowych przez PAR
odbywa sie przede wszystkim w wyniku oddziatywan
z biatkiem G, lecz takze przez przyltaczenie biatka zwa-
nego P-arrestyna.

Po aktywacji receptora dochodzi do zmian konformacyj-
nych w jego strukturze utatwiajacych przytaczenie biatka
G do domeny wewnatrzkomdrkowej PAR i wytworzenie
heterotrimeréw aktywujacych kolejne przekazniki. PAR-1

faczy sie z podtypami biatka Ga, (Gaq, Gai oraz Ga,,,,),
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Proliferacja:

- fibroblasty

- komérki nowotworowe
- komérki $rédbtonka
- miocyty naczyn krwionosnych

- aktywacja ERK1/2

Przezycie:

- tworzenie komplekséw przez komorki nowotworowe
z fibryng i ptytkami

Ve - \\\\ /
- PARs
N //\

Angiogeneza:

- czynniki proangiogenne: VEGF, VEGFR, TF, bFGF, Ang-2
- ekspresja integryn

- zwiekszenie przepuszczalnosci naczyh

- aktywacja ptytek krwi

- zmiana ksztattu komorek srédbtonka

Inwazja i migracja:

- przebudowa cytoszkieletu

- ekspresja MMP-2 i zelatynazy - degradacja kolagenu

- adhezja: ekspresja m.in. integryn, selektyny P, fibronektyny
- zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn

Ryc. 2. Rola PARs (protease-activated receptors), receptoréw aktywowanych przez proteazy w rozwoju i progresji choroby nowotworowej; ERK1/2 — extracellular
signal-regulated kinase-1i-2; VEGF — vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu srddbtonka naczyn, VEGFR — receptor dla czynnika wzrostu Srodbtonka
naczyn; TF — tissue factor, czynnik tkankowy; bFGF — basic fibroblasts growth factor, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw; Ang-2 — angiopoetyna 2; MMP-2 —

matrix metalloproteinase 2, metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej 2

co doprowadza do aktywacji kinaz MAP (MAPKs, mitogen
activated protein kinases, kinazy biatkowe aktywowane
mitogenem), wzrostu wewngtrzkomérkowego stezenia
Ca? oraz zaleznej od biatka RhoGEF aktywacji przekaz-
nikéw Rho i Rac (ryc. 1) [15,38]. Aktywacja PAR pobudza
takze kaskady sygnatéw zaleznych od kinazy biatkowej
C, kinazy tyrozynowej oraz kinazy PI3 (PI3-K, phospha-
tidylinositol 3-kinase, kinaza tréjfosforanu inozytolu)
oraz zahamowania sygnalizacji zaleznej od cyklazy ade-
nylowej. PAR-4 i PAR-2 réwniez oddziatywajg z biatkiem
G, w przeciwienistwie do PAR-3, ktéry sie z nim nie taczy
[7]. Aktywacja PAR zwicksza transkrypcje genéw biatek
regulujgcych m.in. proliferacje, adhezje, migracje, wzrost
i apoptoze komérki (ryc. 1, 2).

Regulacja aktywnoséci PAR

Aktywacja PAR jest nieodwracalna, dlatego tez mecha-
nizmy regulujace wzbudzanie sygnatéw przez receptory
proteaz muszg by¢ bardzo sprawne. Regulacja aktywno-
$ci PAR (zaréwno w spoczynku, jak i po jego aktywacji)
odbywa sie przez przemieszczanie go z btony komér-
kowej do wnetrza komérki [27,59]. W spoczynku state -
konstytutywne (constitutive) krazenie receptora miedzy
btong komérkowa a przedzialem wewnatrzkomérkowym

zapewnia nieustanny doptyw PAR do btony komérkowe;.
W przypadku PAR-1 wnikanie do przestrzeni wewnatrz-
komérkowej w stanie spoczynku jest zalezne od jego
wczedniejszej ubikwitynacji oraz przytaczenia kom-
pleksu klatryna/AP2 (clathrin adapter protein com-
plex 2) i dynaminy, natomiast nie wymaga zwigzania
receptora z arrestyna. Podjednostka u2 AP2 wigze sie
z resztg tyrozynowa ogona cytoplazmatycznego PAR-
1. Skierowanie PAR-1 do lizosoméw odbywa sie dzieki
rozpoznaniu tego receptora przez tzw. biatko sortujace
SNX1 (sorting nexin-1) [28].

Natomiast aktywny PAR zostaje przemieszczony do wne-
trza komdrki i roztozony w lizosomach po wczesniejszym
przylaczeniu arrestyny lub niezaleznie od zwigzania sie
z tym biatkiem - ale wéwczas dochodzi do jego szybkiej
degradacji, co uniemozliwia jego powrét do btony komdr-
kowej i ponowng jego aktywacje [10,15]. Szybka degra-
dacja PAR odbywa sie w wyniku tzw. szybkiej fosforylacji
konica C receptora proteaz przez rézne kinazy biatka G
(GPCR kinases - GRKs), w tym GRK3 i GRK5. Dochodzi do
odtaczenia biatek G i przerwania wzbudzania sygnatéw
wewnatrzkomérkowych [51]. Wolniejsza, w poréwna-
niu z innymi receptorami PAR, internalizacja PAR-4 oraz
brak jego fosforylacji powoduja, iz skutki aktywacji tego
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receptora trwaja dtuzej, np. agregacja ptytek krwi zalezna
od trombiny [59]. Prawdopodobnie fosforylacja odgrywa
role w dezaktywacji PAR-3. Natomiast regulacja aktyw-
nosci PAR-2 odbywa sie réwniez w wyniku przytaczania
arrestyny oraz internalizacji receptora (rola fosforylacji
w tym przypadku jest niejasna). W hamowaniu aktywno-
$ci PAR-1 i PAR-2 umiejscowionych w fibroblastach dodat-
kowo jest wymagane przytaczenie dynaminy (GTP-azy).
Arrestyna przyczynia sie do przedtuzonej aktywacji bia-
tek ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase-1 i -2)
wzbudzonej przez aktywny PAR-2 [17,36].

Opisano réwniez mechanizm regulacji aktywnos$ci PAR
polegajacy na proteolitycznym odszczepieniu czesci
receptora ponizej miejsca aktywacji i pozbawieniu go
,zZwigzanego” liganda [4].

Istniejg dane z badan in vitro wskazujace na wystepo-
wanie w komérkach $rédblonka i fibroblastach efektu
zaleznego od dawki. Pod wptywem wzrastajgcych stezeti
trombiny dochodzi do przemieszczenia si¢ PARs z maga-
zynéw wewnatrzkomdrkowych na powierzchnie blony
komérkowej [15].

Rota uktapu krzepNiEciA KRwi | PAR w cHOROBIE
NOWOTWOROWE)

Czynnik tkankowy (TF) a PAR

Istotng role w krzepnieciu krwi po przerwaniu ciagtosci
naczynia krwiono$nego odgrywaja zalezne od witaminy
K osoczowe czynniki krzepniecia krwi: VII, X i trom-
bina. Aktywacja czynnika VII nastepuje po przylaczeniu
do czynnika tkankowego, powierzchniowego receptora
komérkowego [55].

Czynnik tkankowy, niezbedny do aktywacji czynnikéw
krzepniecia krwi, powodujacych powstanie trombiny,
jest uwazany za najwazniejszy prokoagulant komérek
nowotworowych. Badania wykazaly, iz TF jest obecny na
powierzchni komérek nowotworowych réznych nowo-
tworéw ztosliwych [56,81,83,87]. W warunkach eks-
perymentalnych i klinicznych komérki nowotworowe
charakteryzujace sie obecnos$cia TF wykazywaly wiek-
sza zdolno$¢ do tworzenia przerzutéw odleglych w sto-
sunku do komérek nowotworowych niewykazujgcych
ekspresji tego biatka. Czynnik tkankowy w kompleksie
z czynnikiem VIla prowadzi do powstania czynnika Xa,
odpowiedzialnego za proteolityczng konwersje protrom-
biny do trombiny, gléwnego aktywatora PAR-1. Ponadto,
kompleks TF/Xa moze aktywowaé PAR-2, podczas gdy
czynnik Xa oddziatuje z PAR-1 lub PAR-2. To, iz komdrki
nowotworowe moga ektopowo wydzielaé czynnik VII
wskazuje, iz majg zdolno$¢ syntezy prokoagulantéw
poza watroba [31].

Trombina a PAR

Obecno$¢ trombiny wykazano w wielu usunietych
operacyjnie guzach nowotworowych [63,59,83,87,96].

Pierwsze doniesienia o nowej dla trombiny roli
w powstawaniu przerzutéw nowotworowych pocho-
dza z poczatku lat 90 ub.w. [78,79,80,84,85,-86]. Inkuba-
cja trombiny z komdrkami rakowymi W256 skutkowata
ich kilkakrotnym wzrostem adhezji do srédbtonka aorty
szczurdw [78,79,80,86,947]. Inne badania wykazaty, iz
trombina podawana myszom z wszczepionymi komor-
kami rakowymi stymuluje wzrost guza nowotworowego
i przyspiesza zgon myszy [95], a zastosowanie wysoce
selektywnych inhibitoréw trombiny moze hamowa¢
powstawanie przerzutéw odlegtych [20,85,86].

Trombina powoduje przeksztalcenie fibrynogenu
w fibryne, ktéra moze tworzy¢ podtoze do powstania
nowych naczyn krwiono$nych oraz kolonii przerzu-
towych komérek nowotworowych [13,50]. Plytki krwi
poddane dziataniu trombiny wykazuja wzrost ekspresji
czgstek adhezyjnych (glikoproteiny GPIIb/Illa, czynnika
von Willebranda, selektyny P, fibronektyny), umozliwia-
jac komérkom nowotworowym tworzenie komplekséw
ze skrzepami fibryny i ptytkami krwi w przestrzeniach
naczyniowych. Tworzenie tych komplekséw sprzyja
przezyciu komérek nowotworowych i tworzeniu prze-
rzutéw odleglych [16,42,85,86]. Progresje nowotworu,
w tym tworzenie przerzutéw, trombina aktywuje réw-
niez przez bezposrednie oddzialywanie z PARs obecnymi
na komérkach nowotworowych [42,44,85,86]. Ekspresje
PAR-1 stwierdzono m.in. w komdrkach czerniaka, raka
piersi, ptuca, przetyku, okreznicy, zotadka, gruczotu kro-
kowego, trzustki, watroby, jajnika, trzonu macicy, a takze
nowotwordw okolicy glowy i szyi oraz nowotwordéw
hematologicznych [2,8,32,34,35,37,40,58,70,71,84,101].

W badaniach przeprowadzonych na myszach stwier-
dzono, iz nadmierna ekspresja PAR-1 w gruczotach
piersiowych jest zwiazana z aktywacja biatek Wnt
i B-kateniny, istotnych w progresji nowotworéw zto$li-
wych [10]. Ponadto, aktywacja PAR-1 w guzach tagod-
nych w modelach mysich powodowata wzrost guza
i inwazji [22]. Co wazne, w badaniach przeprowadzo-
nych na hodowlach komérkowych raka piersi i zotadka
stwierdzono zalezno$¢ miedzy zwiekszong ekspresja
PAR-1 w komérkach raka, a jego wieksza inwazyjno-
$cia i zdolnoscia do tworzenia przerzutéw odlegtych
[9,10,22,49,58]. Natomiast zmniejszenie ekspresji PAR-1
obnizato inwazyjnosé komérek nowotworowych tych
rakéw. Interesujgce jest, ze stwierdzano ekspresje
MMP-1 i PAR-1 w komdérkach raka pecherzyka zétcio-
wego i watroby u chorych, u ktérych nowotwér naciekat
gtebiej, byl bardziej zaawansowany, cze$ciej wystepo-
waly przerzuty do weztéw chlonnych oraz rokowanie
u nich byto gorsze [18,34]. U chorych na raka ptuca,
zotadka i pecherzyka z6tciowego wykazano, ze ekspresja
PAR-1 jest niezaleznym niekorzystnym czynnikiem pro-
gnostycznym przezy¢ catkowitych, a u chorych na raka
gruczotu krokowego - wznowy miejscowej [11,18].

Obecno$¢ PAR-1 stwierdzono takze w fibroblastach
obecnych w macierzy nowotwordéw ztosliwych, w odréz-
nieniu od zmian tagodnych, gdzie tej ekspresji nie wyka-
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zano [4]. Przewlekta aktywacja PAR-1 w fibroblastach
NIH 3T3 przyczynia sie do ich transformacji i hiperplazji
[38]. W obrebie guzéw nowotworowych ekspresje PAR-1
stwierdzano takze w komdrkach $rédbtonka, miesni
gtadkich naczyn, tucznych oraz makrofagach [4].

Istnieja doniesienia o roli aktywacji PAR-1 lub PAR-2
przez trombine w patogenezie ostrego odczynu popro-
miennego, np. zapalenia §luzédwki napromienianego
jelita. Wykazano wysoka ekspresje PAR-1 i PAR-2
w komérkach jelita cienkiego szczuréw oraz aktywacje
proceséw zapalnych, mitogennych i proliferacyjnych
pod wptywem radioterapii w tych komdrkach. Poda-
wanie inhibitoréw PAR-1 zmniejszato nasilenie ostrego
odczynu w jelitach, natomiast nie zmniejszato nasile-
nia péZnego odczynu popromiennego [75,76,77]. Wska-
zuje to na udzial w powstawaniu reakcji péznych innych
mechanizmdw, niezaleznych od oddziatywar z PARSs.

Inne proteazy a PAR

Rézne proteazy wydzielane przez nowotwér moga akty-
wowaé PAR, np. uPA (urokinase-plasminogen activa-
tor), MMPs oraz trypsyna. UPA w wyniku oddziatywar
z U-PAR (urokinase-plasminogen activator receptor)
przeksztalca plazminogen w plazmine, ktéra moze uak-
tywnia¢ PAR. Plazmina degraduje biatka przestrzeni
zewnatrzkomdrkowej oraz aktywuje MMPs, m.in. MMP-
1, -9 i -14, ktére takze nalezg do aktywatoréw PAR-1
[5,33]. Coraz wiecej dowoddw istnieje na udziat PAR-2
w progresji nowotworu [30,47,60]. Stezenie trypsyny,
aktywatora PAR-2 jest podwyzszone u chorych na raka
zotadka, okreznicy, jajnika i ptuca [11].

OpPowIEDZ KOMOREK NOWOTWOROWYCH NA AKTYWACJE PAR

Aktywno$é mitogenna

Aktywacja PAR-1 przez trombine, kompleks TF/VIIa lub
TF/VIla/Xa prowadzi do wzmozenia zdolno$ci prolifera-
cyjnej komérek ztosliwych m.in. przez przedtuzong akty-
wacje przekaznikéw ERK1/2 [12,65]. Aktywacja szlakéw
zaleznych od PARs wiedzie takze do transformacji nowo-
tworowej, progresji nowotworu, migracji oraz przezycia
komérek nowotworowych. Wykazano silne dziatanie
mitogenne PAR aktywowanego trombing na komdrki
k $rédbtonka oraz mie$niowych naczyn krwiono$nych
krwi [67,68]. Ponadto, komdrki §rédbtonka, jak i plytki
krwi optaszczone trombing wykazujg wydtuzone przezy-
cie, co sprzyja przyleganiu do nich komérek nowotworo-
wych i ich dalsza inwazje [62,68].

W badaniach przeprowadzonych na hodowlach komér-
kowych raka trzustki, watroby, szyjki macicy, okreznicy,
jamy ustnej stwierdzono aktywno$¢ mitogenng takze
PAR-2 [2,88,100,89,45,57]. Podawanie trypsyny lub pep-
tydu aktywujacego PAR-2 (SLIGKV) doprowadzato do
proliferacji komérek rakowych oraz zwigkszonej ekspre-
sji i aktywno$ci MMP-2 oraz szlaku ERK/AP-1 [88,99].

Hamowanie i aktywacja apoptozy

Badania nad rolg PAR w procesie apoptozy wykazaty, iz
odpowiedz komérki wynikajaca z aktywacji tych recep-
toréw zalezy od stezenia ich agonistéw. W niskich steze-
niach trombiny (ponizej 3 nM) dochodzi do pobudzenia
proliferacji komérek nowotworowych i wzrostu guza
nowotworowego, natomiast przy wysokich stezeniach
trombiny i innych agonistéw PAR - pobudzany jest pro-
ces apoptozy [97,98]. Aktywacja PAR-1 w komdrkach
nowotworowych przez czynnik Xa moze takze prowa-
dzi¢ do ich apoptozy, niezaleznie od jego stezenia [11].

Zwickszenie ekspresji integryn

Integryny naleza do rodziny biatek przezbtonowych,
ktére posrednicza w interakcjach miedzy komérkami
$rddbtonka a sktadnikami macierzy zewngtrzkomdrko-
wej waznymi np. do prawidtowego przebiegu procesu
angiogenezy [68]. Jest wiele dowodéw na to, iz zwieksza-
nie ekspresji czastek adhezyjnych wskutek dziatania PAR
aktywowanego trombing zwieksza potencjat przerzu-
towy komérek nowotworowych [78,79,80,85,86,100]. Udo-
wodniono, iz aktywacja PAR-1 nasila adhezje komérek
nowotworowych do sktadnikéw macierzy zewnatrzko-
morkowej przez oddzialywania z integryna avp5 i przebu-
dowe cytoszkieletu, co sprzyja migracji komdrek, inwazji
i tworzeniu przerzutéw, m.in. w raku ptuca i czerniaku
[21,100]. Wykazano réwniez, iz PAR przez zwiekszanie eks-
presji integryny ollbB3 moze prowadzi¢ do przylaczania
komdrek czerniaka do komérek érédbtonka (w zaleznoéci
od plytek krwi) i w ten sposdéb réwniez zwiekszaé poten-
cjat przerzutowy komdrek nowotworowych [68,85,86].
Integryna a B, wystepuje gtéwnie na komérkach naczyn
krwiono$nych i pelni istotng role w przebiegu angioge-
nezy. Jej ekspresja réwniez jest regulowana przez aktyw-
no$¢ PAR i to z jej pomocg trombina taczy sie zkomédrkami
$rédbtonka. Ponadto PAR aktywowany trombing zwieksza
ekspresje zelatynazy - enzymu degradujacego kolagen IV
i MMP-2, co zwieksza przepuszczalno$é naczyn krwio-
noénych, umozliwia migracje komérek érédbtonka oraz
komérek nowotworowych i ich inwazje [68].

Aktywacja PAR-1 zwieksza ekspresje biatka adhezyjnego
selektyny P, ktéra utatwia tworzenie komplekséw ptytek
krwi z komdrkami nowotworowymi i potencjalnie moze
odgrywaé role w progresji nowotworu [62].

Angiogeneza

Tworzenie sieci nowych naczyn krwiono$nych, czyli
angiogeneza (angio - naczynie, genesis - narodziny) jest
procesem niezbednym do wzrostu i rozwoju guza nowo-
tworowego [23]. Drobne naczynia krwiono$ne dostarczaja
tlen i sktadniki odzywcze komérkom nowotworowym
usuwajac jednocze$nie substancje pochodzace z prze-
miany materii. Badania przeprowadzone na modelach
mysich wykazaly udzial PAR-1 w angiogenezie. Okoto 50%
zwierzecych embriondéw pozbawionych PAR-1 umiera
z powodu zatrzymania rozwoju naczyn krwionos$nych,
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a przywrdcenie przekaZznictwa wzbudzanego przez ten
receptor zapobiega $mierci komdrki [26]. W komdrkach
czerniaka i raka piersi nasilenie ekspresji PAR-1 koreluje
ze zwigkszonym stezeniem czynnika wzrostu $rédbtonka
naczyn, VEGF (vascular endothelial growth factor),
pobudzeniem angiogenezy oraz wzrostem guza [93,94].
Aktywacja PAR-2 przez kompleks TF/VIla prowadzi do
fosforylacji TF i aktywacji zaleznych od niego mechani-
zmdéw angiogenezy, migracji komdrek nowotworowych
i progresji nowotworu [37,61]. Ponadto aktywacja zalez-
nej od TF drogi krzepniecia krwi umozliwia generacje
trombiny - przy obecno$ci jonéw wapnia na powierzchni
bton fosfolipidowych ptytek krwi czy komdrek nowotwo-
rowych tworzy sie kompleks protrombinazy - Xa/Va -
przeksztalcajacy protrombine w trombine [24].

Aktywno$¢ proteolityczna trombiny wobec PAR doprowa-
dza do aktywacji transkrypcji gendéw kodujacych biatka
biorace udziat w angiogenezie, m.in. VEGF, jego receptora
(VEGFR), TF, MMP-2, angiopoetyny-2 (Ang-2), zasadowego
czynnika wzrostu fibroblastéw (basic fibroblasts growth
factor, bFGF), kinaz MAP oraz PI3 [23,67,82,90]. Zrédlem
czynnikéw proangiogennych, m.in. VEGF, sa aktywowane
przez trombine plytki krwi oraz komérki miesni gtadkich
naczyt krwiono$nych, wobec ktérych trombina wykazuje
silne dziatanie mitogenne, a takze komérki nowotworowe
(oddziatywania réwniez zalezne od PAR) [68]. W bada-
niach laboratoryjnych wykazano, ze uwalnianie VEGF
z ptytek krwi i niektérych komérek nowotworowych
pod wplywem trombiny moze sie odbywac w ciagu kilku
minut [67]. Ptytki krwi stymulowane trombing, pocho-
dzace od chorych na raka piersi uwalniaja wieksze ilo$ci
VEGF w porédwnaniu z ptytkami krwi oséb zdrowych [62].
Wywoluje to trombina przez aktywacje PAR-1, natomiast
stymulacja PAR-4 skutkuje sekrecja czynnika antyangio-
gennego - endostatyny [62]. Szczegdlnie istotne wyniki
badan zaobserwowano w hodowlach komérkowych gle-
jakdéw. Stwierdzono korelacje miedzy ekspresja trombiny
i VEGF, co wskazuje na mozliwy autokrynny mechanizm
regulacji angiogenezy w glejakach [91]. Ponadto PAR akty-
wowany trombing indukuje wytwarzanie wolnych rodni-
kéw tlenowych, powodujacych wzrost ekspresji czynnika
transkrypcyjnego indukowanego przez hipoksje, HIF-1,
ktéry taczac sie z genem VEGF aktywuje jego transkryp-
cje. Skutkiem jest zmiana ksztattu komérek $rédbtonka,
wzrost przepuszczalnosci naczyn, nasilenie prolifera-
cji komérek $rédbtonka oraz zwiekszona proteoliza, co
przektada sie na pobudzenie angiogenezy. Zaokraglanie
sie komérek srédbtonka i zwiekszona przepuszczalnosé,
wiodace do dysfunkgji bariery $rédbtonkowej powoduja
powstanie przejéciowej macierzy o wtadciwo$ciach proan-
giogennych i w konsekwencji - aktywacje kaskady trom-
bina/PAR - IP3 - Ca?* - MAPK oraz odpowiedZ komérki
[82].

Aktywacja sktadowych hemostazy oraz angiogenezy
zmianiajace przepuszczalno$é naczyn krwionosnych sa
niezbedne do wzrostu i progresji choroby nowotworowe;j
[82]. Cze$¢ z opisanych oddziatywan jest aktywowanych
po przerwaniu cigglo$ci naczyn krwiono$nych, takich

jak np. proliferacja i migracja komérek $rédbtonka, co
ma spowodowaé wygojenie rany i wylaczenie aktywacji
krzepniecia krwi - w przypadku nowotworu ciagta obec-
no$¢ TF i PAR na powierzchni komérek nowotworowych
oraz przeksztatcanie protrombiny w trombine powo-
duja, ze te mechanizmy prowadza do rozwoju nowej sieci
naczyn krwionos$nych i wzrostu guza. Tak wiec, w przy-
padku nowotworu ,,rana” nie tylko nie zostaje wygojona,
lecz jest wrecz przewlekle stymulowana (,,jatrzona”) bo
to daje szanse na przetrwanie i umozliwia inwazje.

ZnBURZENIA REGULACH EKSPRESII PAR w NowoTWORACH

W przeciwiefistwie do stanu fizjologii, w komérkach
nowotworowych, np. raka piersi istnieja zaburzenia
w regulacji aktywnosci PAR i dochodzi do stalej akty-
wagcji przekaznikéw zaleznych od tych receptordéw, np.
ERK1/2 czy tez biatek z rodziny Rho [10,38]. Wolniejsza
internalizacja PAR i brak jego degradacji w lizosomach
wiodg do stalej aktywacji PAR. Ponadto, zwiekszenie
transkrypcji mRNA PAR, regulowanej przez biatko AP2,
réwniez moze spowodowa’ ich ciggta aktywno$¢. Nie
mozna wykluczy¢ wystepowania mutacji aktywujacej
w genie kodujacym PAR, jednak jak dotad brak jest wia-
rygodnych danych dotyczacych tego zagadnienia.

AxtywacJa PAR A INNE RECEPTORY

Aktywacja PAR-1 przez trombine prowadzi do transak-
tywacji EGFR i ErbB2/HER2, a nastepnie wzbudzenia
sygnalizacji zaleznej od biatek ERK-1 i -2 w komédrkach
inwazyjnego raka piersi [3]. Biatka ERK-1 i -2 promuja
proliferacje oraz przezycie komérek nowotworowych
i przyczyniaja sie do progresji choroby nowotworowe;j.
Aktywacja biatek ErbB odbywa sie réwniez w wyniku
oddziatywari PAR z MMP przez uwalnianie z btony
komdrkowej EGF wiazacego heparyne (heparn-binding
EGF).

Hamowanie akrywnosci PAR JAKO POTENCJALNA TERAPIA
PRZECIWNOWOTWOROWA

Wiadomo, Ze heparyny drobnoczasteczkowe, stosowane
w leczeniu oraz w profilaktyce choroby zakrzepowo-
-zatorowej u chorych na nowotwory, wykazuja réwniez
dziatanie przeciwnowotworowe [64]. Inhibitor trom-
biny - hirudyna takze ma takie wtasciwosci, a ponadto
zmniejsza nasilenie ostrego odczynu popromiennego
[74,77]. Rola PAR w biologii nowotwordw jest coraz lepiej
udokumentowana, dlatego tez inhibitory PAR stanowig
réwniez obiecujacy obszar interwencji terapeutycznych.
Teoretyczne miejsca uchwytu, ktére mogtyby uniemozli-
wi¢ aktywacje PAR to:.

+ blokada miejsca, z ktérym taczy sie ,,splatany ligand”
po zadziataniu agonisty PAR (np. worapaksar);

« zastoniecie miejsca przyltaczenia agonisty i uniemozli-
wienie proteolizy PAR, a tym samym odstoniecia ,,zwia-
zanego” ligandu (np. ATAP2);
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« interakcje z wtérnymi przekaznikami PAR (biatkiem G,
arrestyna, ERK);

* blokowanie syntezy PAR RNA.

W badaniach przeprowadzonych w warunkach in vitro
(hodowle komérkowe) i in vivo (ksenografty) réznych
nowotwordéw (m.in. raka piersi, jajnika, gruczotu kro-
kowego) stosowanie zwigzkéw blokujacych PAR hamo-
wato angiogeneze, apoptoze komérek nowotworowych,
zmniejszato zdolno$¢ do tworzenia przerzutéw, hamo-
wato wzrost guza, a takze wzmocnienia przeciwbdlo-
wego dziatania morfiny [1,6,11,92,98]. Jak dotad, zwiazki
wchodzace w interakcje z PAR oceniano w badaniach kli-
nicznych gtéwnie u chorych na niedokrwienna chorobe
serca [51]. Jednak, ze wzgledu na hamowanie wzrostu
guza w badaniach przedklinicznych, inhibitory reakcji

PismiennicTwo

wzbudzanych przez PAR stanowia ciekawy obszar farma-
kologicznej interwencji takze u chorych na nowotwory.

PopsumowaNie

Przedstawione dane dostarczaja dowodéw na $cisty
zwigzek miedzy funkcjonowaniem uktadu krzepniecia
krwi, a rozwojem i progresja choroby nowotworowej. To,
iz guz nowotworowy jest zaréwno zrédtem substancji
prozakrzepowych, jak i zawiera receptory, ktére z nimi
reaguja uzasadnia traktowanie choroby nowotworowej
jak rane, ktérej wyleczenie/wygojenie utrudniajg wza-
jemnie ,,nakrecajace sie” mechanizmy. Dzialanie PARs,
trombiny i innych sktadowych uktadu hemostazy jest
wielopoziomowe, dlatego tez inhibitory PARs albo akty-
wujacych je proteaz stanowia obecnie obiecujacy obszar
interwencji terapeutycznych.
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