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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zdolnos¢ komérek nowotworowych do rozsiewu z pierwotnego ogniska do weztéw chtonnych,
oraz do najblizszych i odlegtych tkanek i narzadéw jest nieodtaczna cecha nowotworéw ztosli-
wych i jest ona gtéwna przyczyna niepowodzen w leczeniu wielu typéw nowotworéw. Proces po-
wstawania przerzutéw jest kaskada zjawisk obejmujacych proteolize, ruchliwos¢ i migracje ko-
morek, proliferacje i neoangiogenezg. W pierwszym etapie komoérki uwolnione z pierwotnego
nowotworu musza wniknaé¢ do naczyn chtonnych i/lub krwionosnych, droga ktérych nastgpuje
rozsiew. Krazace komorki moga nastgpnie migrowaé przez Sciany naczyni do otaczajacych tka-
nek, gdzie osiedlaja sig, proliferuja, indukuja angiogenezg, tworzac ogniska przerzutowe. W pro-
cesie “intra- i ekstrawazacji”’ niezbgdna jest aktywacja enzymow proteolitycznych zdolnych do
degradacji macierzy pozakomodrkowej, otaczajacej warstwe Srodbtonka naczyn, czy tez buduja-
ca btong podstawna tkanki nablonkowej réznych narzadéw. Na tym etapie niezbgdna jest akty-
wacja enzymow proteolitycznych, takich jak proteinazy systemu plazminy, proteinazy serynowe
oraz metaloproteinazy macierzowe. Jednoczesnie nastgpuja zmiany ekspresji wielu glikoprote-
in i czynnikéw odpowiedzialnych za adhezj¢ komorek, takich jak integryny powierzchniowe i za
miedzykomoérkowa komunikacje, np. kadheryny. Z neoangiogeneza zwigzana jest natomiast eks-
presja markerow tego procesu, m.in. czynnika wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF), endogliny
(CD105), transblonowej glikoproteiny, ktdra jest receptorem transformujacego czynnika wzro-
stu, TGF-P, oraz neuropiliny (NRP), koreceptora dla VEGF.

Konwencjonalnie, prognozowanie przebiegu choroby nowotworowej i leczenia opiera si¢ gtow-
nie na doktadnym okresleniu stopnia zaawansowania klinicznego. Zrozumienie komérkowych
proceséw odpowiedzialnych za rozsiew nowotworéw i poznanie molekularnych markeréw inwa-
zyjnosci moze by¢ uzyteczne nie tylko do udoskonalania diagnostyki i prognozowania przebiegu
choroby, ale takze do opracowania lekow “‘celowanych”, skierowanych wybiérczo w stosunku do
czynnikéw odpowiedzialnych za inwazyjnos¢ nowotwordw, oraz do opracowania nowych sche-
matéw terapeutycznych, pozwalajacych na zastosowanie takich lekow. W niniejszym przegladzie
autorzy skoncentrowali si¢ gtéwnie na jednym typie nowotworu, raku jelita grubego, w ktérym
przerzuty odlegte, przede wszystkim do watroby sa gtéwna przyczyna niepowodzenl, mimo chi-
rurgicznego wyleczenia zmiany pierwotne;.

przerzutowanie nowotworéw ¢ adhezja i migracja komorek ¢ aktywnosé proteolityczna
angiogeneza  markery inwazyjnosci nowotworow e rak jelita grubego
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Summary

The ability of neoplastic cells to dissemination from a primary tumor to lymphatic nodes and
to adjacent and distant tissues and organs is an inseparable feature of malignant tumors and the
main cause of failure in their treatment.

Metastasis formation is a multistage process which includes proteolysis, the motility and migra-
tion of cells, proliferation, and neoangiogenesis. In the first step, the cells released from the pri-
mary tumor have to penetrate to the blood or lymphatic vessels (intravasation), the road which
dissemination follows. Circulating cells can then migrate through the walls of vessels to surroun-
ding tissues (extravasation) where they settle, proliferate, and induce angiogenesis, creating me-
tastases. Indispensable in the process of intra- and extravasation is the activation of proteolytic
enzymes capable of degrading the extracellular matrix (ECM) surrounding the endothelium or
creating the basement membrane of epithelial tissue in different organs. In this stage, the activa-
tion of proteolytic enzymes, such as proteinases of the plasmin system, serine proteinases, and
matrix metalloproteinases (MMPs), is necessary. Simultaneously, changes occur in the expres-
sion of many superficial glycoproteins and factors responsible for cell adhesion (integrins) and
intercellular communication (cadherins). Neoangiogenesis is connected with the expression of
many markers of this process, among them vascular endothelial growth factor (VEGF), endoglin
(CD105), a transmembranous glycoprotein which is a component of the receptor for transforming
growth factor B (TGFP), as well as neuropilin (NRP), the co-receptor for VEGF.

Conventionally, the prognosis of neoplastic disease and its treatment are based mainly on exact
clinical and histopathological staging. This prognosis could, however, be improved by measuring
the molecular and cellular markers which play key roles in tumor progression. Understanding
the cellular processes responsible for tumor dissemination can be useful not only in the diagno-
sis and prognosis of treatment results, but also in developing targeted drugs, selectively directed
towards those factors responsible for tumor invasiveness, as well as in creating new therapeutic
strategies permitting the use of such drugs. In the present review the authors concentrate main-
ly on one tumor type, colorectal carcinoma, in which distant metastases, predominantly to the li-
ver, are the main cause of failure, in spite of surgical curing of the primary tumor.
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pierwotnego musza dokonac inwazji otaczajacych tkanek:

Wprowadzenie

przekroczy¢ blong podstawna lezaca u podstawy tkanek
nabtonkowych, a takze otaczajaca warstwe komoérek Srod-
btonka naczyn krwionosnych zaopatrujacych guz, wniknac

Populacja komérek nowotworowych w guzie pierwotnym
jest heterogenna pod wzgledem biologicznym, co jest wy-
nikiem gromadzenia si¢ mutacji, zmian w ekspresji genéw
i niestabilnosci genetycznej w proliferujacych komoérkach.
W procesie progresji nowotworu niektére komoérki naby-
waja cech fenotypu inwazyjnego, charakteryzujacego si¢
zdolnos$cia do przerzutowania [155]. Powstawanie przerzu-
tow jest procesem ztozonym, wielostopniowym, o ktérym
decyduja takie cechy jak: aktywnos¢ proteolityczna komé-
rek nowotworu, ich zdolnosci migracyjne, aktywnos¢ pro-
liferacyjna i zdolnos¢ do neowaskularyzacji [111]. Do po-
wstania przerzutu komérki nowotworowe uwolnione z guza

do naczyn chionnych i/lub krwionosnych (intravasation),
nastgpnie migrowac przez Sciany naczyn do otaczajacych
tkanek (extravasation), gdzie w koricu osiedlaja sig, proli-
feruja, indukujq angiogenezg, tworzac ogniska przerzuto-
we. Btona podstawna jest wyspecjalizowana siecig biatek
(proteoglikanéw) macierzy pozakomorkowej (extracellu-
lar matrix — ECM), takich jak kolagen, laminina, fibronek-
tyna, witronektyna, siarczan heparanu i inne, petniacych
wielorakie funkcje. Oprdcz tego, ze jest ona mechaniczna
bariera migdzy nabtonkiem, czy tez pomigdzy Srédbton-
kiem naczyn a otaczajaca tkanka, petni ona role kotwicy
dla prawidtowych komorek, a takze indukuje réznicowa-
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nie i ogranicza migracje komorek prawidtowych [82,111].
Zdolnos¢ komodrek nowotworowych do degradowania sktad-
nikéw ECM, btony podstawnej, a takze otaczajacej tkanki
podscieliska guza jest bezposrednio zwiazana z potencja-
fem przerzutowania [82,111]. Dzigki wydzielaniu réznych
enzymow proteolitycznych, a zwlaszcza metaloproteinaz
macierzowych oraz aktywatoréw plazminogenu, komoérki
nowotworowe sa zdolne do trawienia tkanek, przekracza-
nia btony podstawnej i do przenikania przez $ciany naczyn
krwiono$nych i limfatycznych.

Gléwne sktadniki macierzy pozakomoérkowej (kolagen,
fibronektyna, laminina) petnia ztozona, czg¢sto aktywna
role w migracji i adhezji komoérek. [80,82]. Na przyktad
kolagen, moze by¢ chemoatraktantem indukujacym inwa-
zj¢ komorek nowotworowych. Pewne sekwencje amino-
kwasowe w czasteczce fibronektyny zwane sekwencjami
RGD (Arg-Gly-Asp) sa natomiast ligandami receptoréw
integryn powierzchniowych [46,87]. Interakcja komorko-
wych integryn z biatkami macierzy pozakomoérkowej jest
odpowiedzialna za adhezj¢ i migracj¢ komdrek — proce-
sy, ktore sa nieodlacznymi elementami embriogenezy, an-
giogenezy, krzepnigcia i hemostazy oraz gojenia ran [80].
Powierzchniowe integryny sa waznymi czynnikami funk-
cjonowania zaréwno prawidlowych komoérek sréodbtonka,
jak 1 dynamicznych zmian towarzyszacych progresji no-
wotworéw w postaci inwazyjne [82].

Inna grupe komérkowych czynnikéw powierzchniowych
stanowia kadheryny. Sa one zaleznymi od Ca** czastecz-
kami adhezyjnymi, ktére w warunkach fizjologicznych sa
zaangazowane m.in. w proces embriogenezy i w utrzyma-
nie architektury tkanek nabtonkowych, oraz w kontrolo-
wanie proliferacji, réznicowania i $mierci komorek [52].
Zmiany ekspresji i regulacji tych czasteczek maja réwniez
Scisty zwiazek z inwazyjnoscia nowotworéw.

Angiogeneza jest natomiast krytycznym procesem zarow-
no dla wzrostu guza pierwotnego, jak i dla tworzacych sie
w wyniku rozsiewu komérek nowotworowych przerzutéw
[51]. Jedynie guz nie wigkszy niz 1-2 mm? moze by¢ za-
opatrywany w tlen za posrednictwem dyfuzji z otaczaja-
cych tkanek, bowiem w miarg wzrostu masy guza, komorki
pozbawione naczyn krwiono$nych staja si¢ niedotlenowa-
ne. Hipoksja indukuje czynnik transkrypcyjny HIF-1a (hy-
poxia inducible factor), ktéry promuje transkrypcje wielu
genéw ulatwiajacych przetrwanie komérek w warunkach
hipoksji [76], a takze genéw czynnika wzrostu srédbton-
ka naczyn (vascular endothelial growth factor — VEGF).
Czynniki te stymuluja migracje komorek srédbtonka na-
czyn w kierunku guza, ich proliferacje i formowanie nowych
naczyn krwiono$nych [134,160]. Uproszczony schemat ka-
skady proceséw przerzutowania przedstawiono na ryc. 1.
Nalezy doda¢, ze najnowsze poglady przypisuja réwniez
plytkom krwi aktywna rol¢ w procesie tworzenia unaczy-
nienia guzéw nowotworowych (przeglad w [140]).

W kolejnych czgsciach artykulu oméwione zostana po-
szczegblne etapy kaskady proceséw przerzutowania i pro-
gresji nowotwordw oraz najwazniejsze molekularne czyn-
niki zaangazowane w te procesy. Zdajac sobie sprawg ze
ztozonosci tych proceséw i z ograniczonych mozliwosci
doktadnego omoéwienia wszystkich markeréw przerzuto-
wania w réznych nowotworach w jednym artykule przegla-

dowym, autorzy, po ogélnym omoéwieniu proceséw prze-
rzutowania, wspdlnych dla réznych nowotworéw, podjeli
sig szerszego omowienia molekularnych markeréw prze-
rzutowania w raku jelita grubego.

Enzymy proteolityczne i degradacja macierzy
pozakomoérkowej

Komérki nowotworowe w procesie “intra- i ekstrawazacji”
musza przekroczy¢ btong podstawna, otaczajaca warstwe
Srédbtonka naczyn. Proces ten wymaga aktywacji enzyméw
proteolitycznych, takich jak proteinazy systemu plazminy,
proteinazy serynowe oraz metaloproteinazy (metaloprotea-
zy) macierzowe (matrix metalloproteinases, MMPs), zwa-
ne takze matryksynami (matrixins) [129].

Metaloproteinazy macierzowe naleza do rodziny enzyméw
zawierajacych cynk. Sa one gléwnymi enzymami, ktére sa
zdolne do degradacji btony podstawnej i sktadnikéw ma-
cierzy pozakomorkowej. Mataloproteinazy sa wytwarza-
ne zaréwno przez komérki nowotworowe, jak i przez ko-
morki podscieliska guza. Wydzielane przez komoérki jako
proenzymy (pro-MMPs), ulegaja aktywacji pozakomor-
kowo przez inne proteinazy tkankowe lub krazace w suro-
wicy [129]. Dotad poznano co najmniej 20 réznych enzy-
mow z rodziny metaloproteinaz. Dziela si¢ one na 4 grupy
w zaleznosci od ich powinowactwa do komponentéw ma-
cierzy pozakomoérkowej: kolagenazy, zelatynazy, strome-
lizyny i matrylizyny. Metaloproteinaza 2 (MMP-2), zwana
inaczej zelatynaza A (72 kDa gelatinase, IV collagena-
se) 1 metaloproteinaza 9 (MMP-9), inaczej zelatynaza B
(92 kDa gelatinase, IV collagenase) zdolne sa do rozkta-
du zelatyny i kolagenu [21]. Metaloproteinazy, zwlaszcza
zelatynazy, ulegajq takze ekspresji w fibroblastach i w leu-
kocytach modelujac procesy zapalne [127].

Profil ekspresji metaloproteinaz zmienia si¢ prawdopo-
dobnie wraz z progresja nowotworu. Na przyktad, ekspre-
sj¢ MMP-9 obserwowano w liniach czerniaka wyprowa-
dzonych z zaawansowanych postaci czerniaka, a nie byta
ona obecna w liniach wyprowadzonych z wczesnych po-
staci czerniaka [114]. Wydaje sig, ze w réznych nowotwo-
rach nadekspresji ulegaja swoiste metaloproteinazy i np.
zelatynazy MMP-2 i -9 sg gtéwnie zwiazane z progre-
sja czerniaka. Wykazano, ze ekspresja metaloproteina-
zy MMP-2 charakteryzowata inwazyjne postaci czernia-
ka i byta niekorzystnym czynnikiem rokowniczym [182].
Metaloproteinazy MMP-2 i -9 ulegaja takze nadekspresji
w raku piersi [106,147]. W badaniach na 270 przypadkach
raka piersi z ujemnymi weztami chtonnymi metodami im-
munohistochemicznymi stwierdzono, ze prawie 60% cho-
rych wykazywato ekspresje MMP-2 lub MMP-9. Ekspresja
jednego z tych enzyméw, lub ich koekspresja znamiennie
korelowata z krétszym przezyciem bezobjawowym cho-
rych [106]. Réwniez stgzenie i aktywno$¢ sekrecyjnych
postaci MMP-2 i -9 wzrasta we krwi chorych na raka pier-
si. Oceniane przedoperacyjnie w osoczu chorych na raka
piersi, chorych z tagonymi guzami, a takze oséb zagrozo-
nych nowotworem bylo znamiennie wyzsze niz w grupie
kontrolnej zdrowych dawczyn [168]. Natomiast w raku je-
lita grubego, korelacje migdzy ekspresja MMP-2 i MMP-9
a progresja nowotworu znajdowano tylko incydentalnie
[33]. MMP-7 znana takze jako matrylizyna 7 (matrilysin)
wydaje si¢ jedna z wazniejszych w przerzutowaniu raka je-
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Utrata kontaktu i oderwanie sie komdrek od guza pierwotnego
na skutek zaburzenia ekspresji powierzchniowych czasteczek adhezyjnych

_ o (@ :Z Migracja komérek: utworzenie ogniskowego kontaktu adhezyjnego (FAC),
f::c_:.,.f = \>y< tworzenie inwadopodidw (IP) i degradacja btony podstawnej (BM)

ip i macierzy pozakomdrkowej (ECM)
ECM
BM
\ '/zf“ ."
\ y o a0 Intrawazacja’, wedrowka w krwiobiegu lub w uktadzie limfatycznym
( ™ i ,ekstrawazacja” komdrek nowotworowych przez Sciany naczyn
(EC, komorki srodbtonka)
@ Proliferacja komdrek w nowym miejscu osiedlenia;
N -‘, guz awaskularny (ponizej 2 mm®) zaopatrywany w tlen

i odzywiany za posrednictwem dyfuzji

Dalsza proliferacja stymulowana przez makrofagi (TAMs)
i chemotaksja komérek srodbtonka (EC) przez czynniki proangiogenne,
m.in. VEGF indukowany przez HIF-1 ulegajacy ekspresji pod wptywem hipoksji

Samodzielnie funkcjonujacy przerzut dzieki de novo
utworzonym naczyniom krwionosnym

Ryc. 1. Uproszczony schemat inwazji i powstawania przerzutéw nowotwordw ztosliwych

lita grubego [160], aczkolwiek wykazano jej udziat w in- ki podscieliska, MMP-7 jest wytwarzana wylacznie przez
wazji i przerzutowaniu innych nowotworéw, m.in. w raku komorki nowotworowe.

gruczotu krokowego [68], zotadka [91] i przetyku [194].

W przeciwienstwie do innych metaloproteinaz, ktére moga Wskazuje sig, ze metaloproteinazy odgrywaja rolg nie
by¢ wytwarzane zaréwno przez komorki guza, jak i komoér- tylko w degradowaniu btony podstawnej, ale moga tez
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prawdopodobnie by¢ regulatorami wzrostu i angiogenezy.
Wykazano, ze np. MMP-7 ulatwia biodostgpnos¢ insuli-
nopodobnego czynnika wzrostu (IGF) dzigki proteolizie
biatka IGFBP-3, wigzacego ten czynnik, promujac prze-
zywalno$¢ komorek i unikanie apoptozy [126].

Aktywnos$¢ proteolityczna MMP moze by¢ modulowana
przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz (tissue inhibi-
tors of metalloproteinases — TIMP), ktérych wykryto co
najmniej 4 typy o znacznej homologii. Ich rola w procesie
przerzutowania nie jest jednakze tylko hamujaca, bowiem
moga one dziata¢ takze jako cytokiny i czynniki wzrostowe
stymulujac proliferacje komoérek [73]. Aktywnos¢ metalo-
proteinaz zalezy od odpowiedniej réwnowagi migdzy tymi
enzymami i ich inhibitorami tkankowymi. Na przyktad jed-
noczesnie z ekspresja MMP-2 obserwowano zwigkszona
ekspresje inhibitora TIMP-2 na poziomie biatka, zar6w-
no w inwazyjnych, jak i w mniej inwazyjnych liniach czer-
niaka [75]. Inni [4], obserwowali natomiast, ze nadekspre-
sja TIMP-3 indukowata apoptoze w komérkach czerniaka.
Wydaje si¢ jednak, ze stymulacja lub hamowanie wzrostu
przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz moze zaleze¢
od typu komérek [73].

Niedawno wykonane badania immunohistochemiczne
w grupie chorych na raka piersi z przerzutami do weztow
chlonnych [98] wykazaty ekspresj¢ TIMP-1 i -2 odpowied-
nio w 81 i 84% przypadkéw. Jednakze korzystnym czynni-
kiem rokowniczym byt brak ekspresji inhibitora TIMP-1,
a 10-letnie przezycie chorych w 2 i 3 stopniu zaawansowa-
nia klinicznego obserwowano w 88% chorych bez ekspresji
TIMP-1, podczas gdy tylko 61% chorych z jego ekspresja
przezywato ten okres [98]. Negatywny zwiazek ekspre-
sji inhibitora metaloproteaz z przezyciem wydaje si¢ nie-
oczekiwany, bowiem aktywnos$¢ proteolityczna jest waz-
nym czynnikiem inwazyjnosci i przerzutowania. Zjawisko
to moze by¢ jednak wyjasnione na podstawie stymuluja-
cej roli TIMP-1 w procesie angiogenezy i proliferacji ko-
morek, oraz hamowaniu apoptozy [190].

Inna grupe enzyméw proteolitycznych, ktére biora udziat
w degradacji macierzy pozakomoérkowej stanowia proteazy
serynowe, z ktérych najwazniejsza jest plazmina. Plazmina
powstaje w wyniku aktywacji jej prekursora, plazmino-
genu, dzigki dziataniu systemu aktywatora plazminogenu
(plasminogen activation system — PAS). System aktywa-
tora plazminogenu zawiera dwie proteinazy serynowe, tj.
urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA) i tkankowy
aktywator plazminogenu (tPA), receptor urokinazowego
aktywatora plazminogenu (uPAR) i dwa inhibitory, PAI-
11 -2 [8]. Plazmina jest zdolna degradowa¢ komponen-
ty ECM, takie jak fibronektyna, laminina i proteoglikany;
aktywowac inne enzymy proteolityczne (prometaloprote-
inazy); aktywowac cytokiny, np. TGF-f oraz indukowaé
angiogenezg. uPa wytwarzany przez komorki nowotwo-
rowe, a takze przez komorki podscieliska guza jest wy-
dzielany jako nieaktywny proenzym, ktéry umiejscawia
si¢ si¢ na powierzchni komorek i dzigki wiazaniu z recep-
torem uPAR ulega aktywacji. uPA bierze udzial w degra-
dacji tkanek w procesach fizjologicznych i w inwazji no-
wotwordw, a tPA jest istotny w procesie fibrynolizy [154].
Role uPA w inwazyjnosci nowotworéw wykazano ekspe-
rymentalnie. Komoérki ludzkiego raka gruczotu krokowego
PC3 pozbawione (dzigki manipulacji genetycznej) aktyw-

nosci proteolitycznej, lecz zdolne do wiazania si¢ z recep-
torem uPAR, wykazywaty obnizenie inwazyjnosci zar6wno
in vitro w “matrigelu” (sztucznej macierzy pozakomoérko-
wej), jak i w warunkach in vivo [37]. Po wszczepieniu tak
zmodyfikowanych komérek myszom bezgrasiczym wzrost
guza pierwotnego byt podobny jak w wypadku komoérek
PC3 niemodyfikowanych, tj. wykazujacych aktywnos¢ pro-
teolityczna, natomiast odsetek przerzutéw w plucach byt
10-20-krotnie nizszy, a w mézgu 40—100-krotnie nizszy
niz u zwierzat z guzami indukowanymi komoérkami nie-
modyfikowanymi [37].

W warunkach fizjologicznych istnieje rownowaga pomig-
dzy aktywatorami a inhibitorami plazminogenu. W no-
wotworach natomiast obserwuje si¢ wzrost poziomu uPA
[8,42,119,153]. Podobnie obserwuje si¢ nadregulacj¢ re-
ceptora urokinazowego aktywatora plazminogenu uPAR
w tkance wielu typéw nowotwordw [8,62,146], a takze jego
rozpuszczalnej postaci suPAR we krwi i poziom ten wzra-
sta z progresja choroby [142,169]. Wydawac by si¢ mogto,
ze wzrost poziomu inhibitoréw plazminogenu bedzie ko-
rzystnym czynnikiem prognostycznym, jednakze w wie-
lu badaniach wykazano, ze wzrost poziomu PAI wiaze si¢
z progresja choroby i gorszym rokowaniem w réznych no-
wotworach, np. w raku piersi [115,119], a zwlaszcza w raku
jelita grubego [8,135,137].

Adhezja i migracja komorek

Zmiany wlasciwosci adhezyjnych i wzrost zdolnosci mi-
gracyjnych maja zasadniczy wptyw na inwazyjnos¢ i prze-
rzutowanie nowotwordw. Ruchliwos¢ (motility) jest jedna
z podstawowych cech inwazyjnego fenotypu komoérek no-
wotworowych. Jest ona uwarunkowana zmianami struktu-
ry cytoszkieletu komorki, tworzonego przez mikrofilamen-
ty zbudowane gtéwnie z aktyny [61]. Migracja komdrek
jest inicjowana przez rézne czynniki sygnatowe, takie jak
cytokiny, hormony, neuroprzekazniki i chemokiny. Sam
proces migracji jest ztozony i jest zalezny od wspdidzia-
tania wielu r6znych czynnikéw molekularnych, takich jak
B-arrestyna ($-A), kinazy proteinowe, PKA i PKC, kinaza
3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) i in. Nastgpstwem dziata-
nia tych czynnikéw jest polimeryzacja i rozgalezienie wid-
kien aktyny i formowanie pseudopodiéw. Interakcja akty-
ny z miozyna jest sita napgdowa migracji [141].

Wazna funkcj¢ w migracji komorek petnia ulokowane
w btonach komérkowych czasteczki adhezyjne (cell adhe-
sion moleculles — CAM). Liczna grupg CAM stanowia in-
tegryny. Integryny wystepuja jako heterodimery sktadajace
si¢ z dwéch niekonwalencyjnie zwiazanych podjednostek,
o i B. Dotad poznano 16 podjednostek o i 8 podjednostek
B, ktére tworza 24 rézne heterodimery [80]. Integryny sa
dominujacymi receptorami elementéw macierzy pozako-
morkowej i wigza sig one z takimi elementami jak kola-
gen, witronektyna i fibronektyna. Poza funkcja adhezyjna
petnia role przekaznikéw sygnatéw do wnetrza komorki.
Integryny, wiazac si¢ z biatkami ECM, a takze z innymi
czasteczkami adhezyjnymi np. PECAM-1 na komérkach
srodbtonkowych lub z L1 — obecnym na leukocytach, ko-
morkach nabtonkowych, a takze na komorkach czerniaka,
wplywaja na wzrost i migracj¢ komorek. Integryny sktadaja
si¢ z 3 domen: zewnatrzblonowej, Srédblonowej i wewnatrz-
komoérkowej. Zewnatrzblonowe domeny integryn wiaza
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si¢ czgsto z wlasciwymi dla siebie ligandami, ktérymi sa
biatka ECM o swoistych sekwencjach aminokwasowych
Arg-Gly-Asp, zwanymi sekwencjami RGD. Domena we-
wnetrzna taczy si¢ z kompleksem biatkowym tworzacym
tzw. ogniskowy kontakt adhezyjny (focal adhesion conta-
ct). Kompleks ten zawiera biatka regulatorowe, takie jak
FAK (focal adhesion kinase), biatkowe kinazy tyrozynowe
(PTK) z rodziny src, a takze biatka strukturalne — winku-
ling (VIN) i paksiling (PAX), ktére sa tacznikami migdzy
integrynami a aktyna cytoszkieletu [141]. Powierzchniowe
integryny komoérkowe, zwlaszcza te wiazace si¢ z fibronek-
tyna maja udzial w procesie transformacji nowotworowej,
inwazyjnosci i przerzutowaniu, a szczegdlna role w tych
procesach odgrywaja zmiany glikozylacji tych czasteczek.
Zaburzenia w glikozylacji integryn prowadza do zmiany
wiasciwosci adhezyjnych, migracyjnych i wzrostu inwa-
zyjnosci réznych nowotworéw [39,100,112,152].

Proces kolonizacji narzadéw gospodarza przez komorki
nowotworowe nie wydaje si¢ procesem przypadkowym.
Uwaza sig, ze komérki nowotworowe wykazuja pewne,
wlasciwe dla danego typu nowotworu, preferencje do osied-
lania si¢ w szczegblnych narzadach [56]. Odbywa si¢ to
prawdopodobnie dzigki chemotaksji komérek nowotworo-
wych w stosunku do cytokin wytwarzanych przez narza-
dy gospodarza, dzigki wyjatkowo sprzyjajacym warunkom
Srodowiska w danym narzadzie lub tez dzigki selektywnej
adhezji komoérek nowotworowych do komérek srédbtonka
naczyn w danym narzadzie. Nadekspresja pewnych integryn
wskazuje, ze integryny sa gléwnymi molekutami uczestni-
czacymi w tej selektywnej adhezji (przeglad w [46]). Tak
np. integryna ovB3 petni role w adhezji komérek czer-
niaka podczas kolonizacji weztéw chtonnych, a integryna
a2B1 w tworzeniu przerzutéw raka zotadka do weztéw,
natomiast integryna a3p1 prawdopodobnie jest zwiaza-
na z tworzeniem przerzutow tego raka do otrzewnej [46].

W s$wietle najnowszych badan [89] wydaje sig, ze w po-
wstawaniu przerzutéw nowotworowych w swoistych na-
rzadach pewna role regulatorowa petnia hematopoetyczne
komorki pnia. Wykazano, ze szpik kostny myszy zaszcze-
pionych nowotworem LLC lub B16 zawiera progenitoro-
we komorki wykazujace ekspresj¢ VEGFR-1 1 integryny
a4B1 (VLA-4), ktére zasiedlaja swoiste dla danego no-
wotworu miejsca (narzady) przerzutowania jeszcze przed
pojawieniem si¢ przerzutéw, tworzac w nich skupiska (ni-
sze) utatwiajace umiejscawianie si¢ komoérek nowotworo-
wych [89].

Istotna dla procesu przerzutowania i inwazji nowotworéw
grupe czasteczek powierzchniowych stanowia kadhery-
ny. Najlepiej poznano trzy rodzaje tych transbtonowych
glikoprotein: E-kadheryneg, P-kadheryn¢ i N-kadheryne.
Podczas gdy E-kadheryna i P-kadheryna sa odpowiedzial-
ne za prawidlowy kontakt i adhezj¢ komoérek nabtonko-
wych, to N-kadheryna ulega ekspresji jedynie w tkan-
kach ptodowych i pojawia si¢ ponownie w nowotworach
[78,99]. Czasteczki E-kadheryny wiaza si¢ wzajemnie
z innymi, obecnymi na sasiadujacych komérkach, odpo-
wiadajac za utrzymanie integralnosci tkanki nabtonkowej
[178]. Adhezja komérek zalezna od E-kadheryny wymaga
utworzenia kompleksu z innym biatkiem cytoplazmatycz-
nym, katening (catenin), ktéra wystgpuje w trzech réznych
postaciach: o, B i v. B-katenina wiaze sie z domeng cyto-

plazmatyczna E-kadheryny, natomiast o-katenina tworzy
kompleks z aktyna cytoszkieletu [200]. Zaburzenia eks-
presji tego kompleksu moga by¢ zwiazane z progresja no-
wotworéw. Obnizona np. ekspresja E-kadheryny lub cat-
kowita jej utrata wystgpowata w btonach komérkowych
stabo zréznicowanego raka zotadka, a takze w §luzéwce
zotadka z nasilong dysplazja [200].

N-kadheryna nie wystgpuje na komdrkach prawidtowych,
pojawia si¢ natomiast na komdrkach nowotworowych. Wiele
badan wskazuje, ze zmiany glikozylacji w czasteczce oligo-
sacharydu N-kadheryny, podobnie jak w wypadku integryn
wplywaja na aktywnos$¢ migracyjna i zdolnos$ci przerzuto-
wania nowotworéw. Tym zmianom glikozylacji towarzysza
zmiany ekspresji réznych glikozylotransferaz [31].

Waznym stymulatorem migracji komoérek nowotworowych
moga by¢ tez obecne w guzie makrofagi [35,193]. Rola
makrofagéw w inwazyjnosci nowotworéw jest oméwiona
w dalszym podrozdziale pracy.

Angiogeneza

Wzrost guzéw nowotworowych jest Scisle zalezny od an-
giogenezy [51], procesu, ktéry polega na tworzeniu no-
wych naczyn z komoérek §rédbtonka naczyin juz istnieja-
cych [133], a takze na rekrutacji komdrek progenitorowych
srédbtonka z krwi krazacej [157], ich proliferacji i réznico-
waniu, na degradacji macierzy pozakomdérkowej i migracji
komorek Srédbtonka w tkankach do miejsc docelowych for-
mowania naczyn [133]. Czynniki stymulujace proliferacje
komorek srodbtonka sa wydzielane przez komoérki gospo-
darza lub przez komdrki samego nowotworu a wykorzysty-
wane sg przez nowotwor. Takimi stymulatorami neoangio-
genezy s3: zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw, bFGF,
czynnik wzrostu hepatocytéw, HGF, czynnik martwicy no-
wotworu, TNF, transformujacy czynnik wzrostu, TGFj-1,
plytkowy czynnik wzrostu komoérek srédbtonka, PDEGF,
angiogenina, interleukina 8 oraz czynnik wzrostu srédbton-
ka naczyn, VEGF [180,197]. Angiogeneza towarzyszy tez
zjawiskom fizjologicznym, takim jak proces gojenia ran,
cigza, regeneracja endometrium. Sposréd wymienionych
czynnikéw proangiogennych istotng rolg¢ w procesie an-
giogenezy odgrywa VEGEF. Jest on glikoproteina wiazaca
si¢ z proteoglikanami macierzy pozakomoérkowej, a tak-
ze mitogenem i czynnikiem wzrostu komoérek srédbion-
ka, powodujacym jednoczesnie wzrost przepuszczalnosci
naczyn [133]. Najnowsze dane dowodza, ze oprécz zasad-
niczej funkcji proangiogennej VEGF petni rol¢ w neuro-
genezie, a takze jako czynnik neuroprotekcyjny (przeglad
w [131]). Znanych jest sze$¢ r6znych postaci VEGF, ozna-
czanych literami od A do F. Najbardziej poznana postacia
jest VEGF-A, ktéra z kolei wystepuje w czterech izofor-
mach, VEGF-121, -165, -189 i -205 (liczby okreslaja ilo-
$ci aminokwasow). VEGF-121 i -165 wystepuja w posta-
ci rozpuszczalnej, wydzielanej przez komorki, natomiast
VEGF-189 i -205 sg zwiazane z blong komérkowa [176].
Czynniki te dzialaja jako przekaZniki sygnatéw poprzez
zwiazanie z jednym z trzech receptorow z rodziny kinazy
tyrozynowej: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1)
i VEGFR-3 (Flk-4), obecnych na komérkach srédbtonka.
Receptory VEGF sa homodimerami zbudowanymi z trzech
funkcjonalnych elementéw: zewnatrzkomérkowego (sktada-
jacego si¢ z 7 domen immunoglobulinopodobnych), trans-
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btonowego (zawierajacego domeng hydrofobowa) oraz we-
wnatrzkomérkowego (zawierajacego domeng o aktywnosci
kinazy tyrozynowej) [131]. Poszczeg6lne izoformy VEGF
tacza sig¢ ze swoistymi dla nich receptorami. I tak receptory
VEGFR-1 i -2, odddziatuja gtéwnie z VEGF-A, ale recep-
tor VEGFR-1 oddziatuje réwniez z VEGF-B i PIGF (pla-
centa growth factor), natomiast VEGF-C i -D sg liganda-
mi receptoréw VEGFR-2 i VEGFR-3 (przeglad w [131]).
VEGFR-1 aktywuje migracje i réznicowanie komérek.
VEGFR-2 aktywuje natomiast proliferacj¢ i modyfikuje
przepuszczalno$é naczyin. VEGFR-1 i -2 ulegaja ekspresji
gtéwnie w Srédbtonku naczyn krwionos$nych, biorac udziat
w angiogenezie, natomiast ekspresja VEGFR-3 zachodzi
w §rédbtonku naczyn limfatycznych sugerujac jego waz-
na role w limfangiogenezie [183]. Wiele badan wskazuje,
ze ekspresja VEGF wzrasta w nowotworach ztosliwych,
a jego ekspresja jest sprzezona ze wzrostem mikrouna-
czynienia [148,175]. Wykazano tez, ze hipoksja indukuje
wzmozone wytwarzanie VEGF przez komoérki nowotworo-
we, a jego wiazanie z receptorami, ktore ulegaja ekspresji
gtéwnie na komorkach srédbtonka powoduje wzrost prze-
puszczalno$ci naczyi i migracje tych komérek w kierun-
ku guza, gdzie tworza nowa sie¢ na potrzeby nowotworu
[43,44]. Nalezy dodac, ze obecnie przypisuje si¢ réwniez
plytkom krwi aktywna role w rozwoju unaczynienia gu-
z6w nowotworowych, a mechanizm ten jest zalezny od
tworzenia skrzepu i oddzialywania plytek krwi z komér-
kami srédbtonka naczyn [140].

Sugeruje sig, ze uzytecznym markerem neoangiogene-
zy w nowotworach moze by¢ transblonowa glikoprotei-
na CD105 (endoglina). Endoglina jest receptorem trans-
formujacego czynnika wzrostu, TGF-B1 i -B3. Ulega ona
nadekspresji w srédbtonku naczyn krwionosnych tkanek,
w ktérych zachodzi waskularyzacja, a szczegélnie w po-
wstajacych de novo naczyniach krwionosnych nowotworéw.
Wykazano, ze gesto$¢ unaczynienia w raku piersi ocenia-
na na podstawie immunohistochemicznej reakcji z prze-
ciwciatem anty-CD105 byta niezaleznym czynnikiem pro-
gnostycznym. Reakcja ta pozwalata na odréznienie nowo
powstatych naczyn zwiazanych z nowotworzeniem od juz
istniejacych naczyn krwionosnych w tkance, ktére nie
mogly by¢ odréznione na podstawie reakcji z przeciwcia-
fem anty-CD34 [97]. Antygen CD34 jest bowiem nie tyl-
ko markerem komérek srédbtonkowych nowo powstatych
naczyn, ale jest ogélnym markerem komoérek sSrédbtonka
(panendothelial marker) [97]. Ponadto duze stgzenie en-
dogliny krazacej réwniez korelowato z obecnoscia prze-
rzutéw w raku piersi [105].

Kolejnym markerem neowaskularyzacji moze by¢ neu-
ropilina 1 (NRP1). Neuropilina jest réwniez transbtono-
wa glikoproteina, ktdra jest receptorem semaforyn, me-
diatoréw procesu wydtuzania neurondw, a takze dziata
jako koreceptor VEGF, wiazac si¢ z VEGF . Jej ekspre-
sja wystepuje na komérkach srédbtonka, a takze w nowo-
tworach [54].

Ekspresja neuropiliny stymuluje migracje komérek nowo-
tworowych in vitro w sztucznej macierzy pozakomorkowej,
oraz promuje proces angiogenezy i progresj¢ nowotworéw
in vivo [120]. Guzy nowotworowe indukowane u szczuréw
sztucznymi konstruktami komorek z ekspresja genu NRP-
1 wykazywaty znaczny, 2,5-7-razy szybszy wzrost w po-

rownaniu z guzami indukowanymi komérkami bez tego
genu (kontrolnymi). Ponadto, ggsto$§¢ unaczynienia byta
znacznie wigksza w guzach z ekspresja NRP1 w poréwna-
niu z kontrolg [120]. Jednoczesnie guzy NRP1-pozytyw-
ne wykazywaty wyzszy, w poréwnaniu z kontrola poziom
proliferujacych komérek nowotworowych i epitelialnych,
ocenianych na podstawie wyznakowania antygenu PCNA
(proliferating cell nuclear antigen). Ekspresj¢ neuropiliny
1 (NRP1), obserwowano w wielu nowotworowych liniach
komoérkowych [7], a takze w guzach nowotworowych, ta-
kich jak rak gruczotu krokowego [101], nerwiaki zarodko-
wel[48], gwiazdziaki [40] i rak jajnika [66]. W tym ostatnim
obserwowano koekspresj¢ neuropiliny-1 z VEGF i soma-
tostatyna, potencjalnym czynnikiem antyangiogennym, co
sugeruje, ze somatostatyna moze réwniez petnic rolg w an-
giogenezie raka jajnika [66].

Rola naskérkowego czynnika wzrostu EGF i jego
receptora EGFR w progresji nowotworow

Czynniki wzrostowe i ich transblonowe receptory petnia
wazna role w proliferacji, réznicowaniu, adhezji i migra-
cji komérek. Jednym z najbardziej poznanych czynnikéw
wzrostowych jest naskorkowy czynnik wzrostu (epidermal
growth factor, EGF). EGF jest wytwarzany przez r6zne-
go typu komorki prawidtowe 1 wydzielany do srodowiska,
a jego dziatanie auto- i parakrynne odbywa si¢ poprzez re-
ceptory EGFR. Rodzina receptoréw kinazy tyrozynowej
EGFR, znana takze pod nazwa ErbB, obejmuje 4 rézne re-
ceptory: EGFR/ErbB-1, HER2-neu/ErbB-2, HER3/ErbB-3
i HER4/ErbB-4 [195]. Receptory te sa zbudowane z trzech
domen: zewnatrzkomdrkowej, wiazacej ligandy, krotkiej
domeny §rédbtonowej i cytoplazmatycznej domeny o ak-
tywnosci kinazy tyrozynowej. Aktywacja receptora EGFR
przez zwiazanie z EGF lub innymi ligandami, np. TGF-a,
16w prowadzaca do proliferacji, migracji komoérek, angio-
genezy oraz hamowania apoptozy [67,173,195]. Receptory
EGFR w wielu nowotworach, takich jak rak piersi, szyj-
ki macicy, jajnika, trzustki, prostaty, gtowy i szyi, ulegaja
nadekspresji, dysregulacji i mutacji (przeglad w [67]). Na
przyktad prawie 75% przypadkéw gruczolakoraka jelita
grubego wykazuje ekspresje EGFR o r6znym stopniu na-
silenia, a wyzsza ekspresja wiaze si¢ z gorszym rokowa-
niem [57]. Podobnie w niedrobnokomérkowym raku ptu-
ca wzrost ekspresji EGFR obserwowany jest w okoto 60%
przypadkoéw i jest on sprzezony z gorszym rokowaniem,
zwlaszcza jezeli jednoczesnie obserwuje si¢ wzrost eks-
presji receptora HER2-neu [138]. Zablokowanie recepto-
ra EGFR poprzez wiazanie go ze swoistym przeciwcialem
jest wigc uzasadniona metoda terapii celowanej w wielu
nowotworach [67,173,174].

Rola populacji komoérek leukocytarnych w migracji,
inwazji i przerzutowaniu nowotworéw

Infiltrujace guz komérki leukocytarne obejmuja: makrofa-
gi, neutrofile, eozynofile, komoérki dendrytyczne, komor-
ki tuczne i limfocyty. Mimo iz w przesztosci uwazano, ze
obecnos¢ tych naciekajacych guz komorek jest wyrazem
odpowiedzi immunologicznej gospodarza na rozwijajacy
si¢ nowotwor, wspotczesne poglady poparte badaniami kli-
nicznymi przypisuja leukocytom aktywna rol¢ w progresji
nowotworéw. Poniewaz makrofagi stanowia gtéwna kom-
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ponente populacji leukocytéw infiltrujacych guz, ich udziat
w progresji nowotworéw wydaje si¢ zasadniczy.

Udziat makrofagéw w odpowiedzi immunologicznej i w pro-
cesach regeneracyjnych jest powszechnie znany. Makrofagi,
komorki wywodzace si¢ z krazacych monocytéw, sa jed-
nymi z pierwszych komérek pojawiajacych si¢ w miej-
scu infekcji i zranienia, gdzie petnig wielorakie funkcje.
Makrofagi, poza tym, ze aktywnie niszcza rézne patogeny
dzigki wytwarzaniu reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu
(NRS), wytwarzaja cytokiny i chemokiny, dzigki ktérym
mobilizuja inne komdrki uktadu immunologicznego [149].
Wytwarzajac natomiast czynniki wzrostowe, angiogenne
i proteazy biora udzial w regeneracji uszkodzonych tkanek
[149]. Biora one tez aktywny udzial w procesach morfoge-
nezy wielu tkanek. Wykazano to m.in. na przyktadzie mor-
fogenezy gruczotu mlecznego u myszy [59].

Makrofagi sa prawdopodobnie réwniez bezposrednio za-
angazowane w progresj¢ i przerzutowanie nowotworow.
Coraz powszechniej uznaje si¢ przewlekte procesy zapal-
ne za jedna z przyczyn powstawania nowotworéw [9,36].
Na przyktad przewlekte wrzodziejace zapalenie okrezni-
cy prowadzi do raka jelita grubego [85]. Makrofagi towa-
rzyszace nowotworowi (tumor associated macrophages,
TAMs) sa “przyciagane” przez guz dzigki réznym czyn-
nikom wzrostowym i chemokinom wytwarzanym przez
komorki nowotworowe. Badania kliniczne wykazuja, ze
wzrost gestosci (liczby) TAMs w tkance guza jest nieko-
rzystnym czynnikiem rokowniczym, zwtaszcza w raku
piersi, gruczotu krokowego, jajnika i szyjki macicy. W in-
nych nowotworach dane sa niejednoznaczne [13]. W raku
jelita grubego wzrost odsetka makrofagéw byt wrecz ko-
rzystnym czynnikiem prognostycznym, jednakze badania
obejmowaty niewielka liczbg chorych [130].

Makrofagi sa wielofunkcyjnymi komérkami, ktérych feno-
typ jest modyfikowany przez czynniki lokalnego mikrosro-
dowiska i w pewnych warunkach mogg one hamowac roz-
woj nowotworu, w innych za$ promowac jego progresje.
Na przyktad duze stgzenie rozpuszczalnej postaci czyn-
nika wzrostu CSF-1 (colony stimulating factor-1), wy-
twarzanego przez komoérki nowotworowe, powoduje tro-
ficzne ukierunkowanie makrofagéw w stosunku do guza,
potegujac jego progresjg, jednoczesnie CSF-1 wraz z in-
terleuking 6 (IL-6) hamuje dojrzewanie komérek dendry-
tycznych, a tym samym mozliwo$¢ prezentowania przez
nie antygenéw limfocytom. Przeciwnie, CSF-1 zwiazany
z btona komérek nowotworowych poteguje cytotoksycz-
ne wilasciwosci makrofagéw. Ponadto transmembranowy
CSF-1 wraz z IL-4, -12 i -13 sprzyja dojrzewaniu komo-
rek dendrytycznych, ktére prezentujac antygeny nowotwo-
rowe cytotoksycznym limfocytom T wspomagaja makro-
fagi w niszczeniu guza [149].

Makrofagi obecne w srodowisku guza utatwiaja tez angio-
genezg, degraduja i remodeluja macierz pozakomdrkowa
promujac migracje komodrek. Uwaza sig, ze na wczesnym
etapie przerzutowania tworzy si¢ parakrynna pe¢tla miedzy
komdrkami nowotworu i makrofagami: komoérki nowotwo-
rowe wyrazaja receptory naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFRs), 1 wydzielaja CSF-1, ktéry “przyciaga” makro-
fagi i pobudza je do ekspresji i wydzielania EGF, zamy-
kajac wspomniana petle [35].

Komoérki nowotworowe cechuje ponadto bardzo duza ru-
chliwos¢ wzdtuz widkien kolagenu, w kierunku naczyn
krwionos$nych. Ta wzajemna stymulacja komdrek nowo-
tworowych przez EGF a makrofagéw przez CSF-1 prowa-
dzi do deregulacji polimeryzacji aktyny indukujac proces
tworzenia pseudopodiéw, ktére w komdrkach makrofagéw
sq nazywane pseudosomami, a w komérkach nowotworo-
wych invadopodiami [35,193]. Makrofagi towarzyszace
guzom (TAMs) oprécz EGF wytwarzaja wiele czynnikéw
wzrostowych, ktére stymuluja wzrost i migracj¢ komo-
rek nowotworowych. Sa to: czynnik wzrostu fibroblastéw
(FGF), czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF), plytkopo-
chodny czynnik wzrostu (PDGF), a takze transformujacy
czynnik wzrostu TGF-f i interleukine 6 (IL-6). Czynniki
wzrostu wydzielane przez TAMs promuja wigc prolifera-
cj¢ komorek, a takze ich przezywalnos¢ dzigki unikaniu
sygnatéw apoptotycznych przez utrat¢ zdolnosci adhezji
do macierzy pozakomdrkowej [149].

Farmakologiczne zablokowanie $ciezki sygnatowej przez
receptory EGF prowadzito do zahamowania “intrawaza-
¢ji” w guzach eksperymentalnych [191], a dane kliniczne
wykazuja, ze nadekspresja czynnika CSF-1 w komérkach
raka piersi i EGF w makrofagach sa niezaleznymi nieko-
rzystnymi wskaznikami prognostycznymi [102,108].

Nalezy wspomnie¢ réwniez, ze oprécz makrofagéw, pewna
role w progresji nowotworéw moga petni¢ takze komorki
tuczne i neutrofile. Infiltrujace komérki tuczne znajdowano
w wielu nowotworach, takich jak rak jelita grubego, piersi
i ptuca [108 i pozycje tam cytowane]. Podczas gdy w jed-
nych nowotworach obserwowano, iz kumulacja komoérek
tucznych byla zwiazana z bardziej inwazyjnym przebiegiem
choroby [158], to w raku jelita grubego wzmozona obec-
nos¢ mastocytow byta wskaznikiem lepszego rokowania
[136]. Proinwazyjna rola komérek tucznych wynika z ich
zdolnosci indukowania angiogenezy. Aktywowane przez
nowotwor komérki tuczne wydzielaja angiogenne czyn-
niki wzrostu, takie jak VEGF, bFGF, IL-8, i TNF-a [54],
wiele proteaz, zwlaszcza MMP-9, a takze innych cytokin,
takich jak: IL-1, -3, -4 i -8 i interferon-y [158].

Rola neutrofiléow w progresji nowotwordw jest mniej po-
znana. Eksperymenty wykazuja, ze neutrofile towarzysza-
ce guzom stymulujg angiogenez¢ wytwarzajac czynniki
proangiogenne, takie jak VEGF i IL-8 [164], utatwiaja in-
wazje wytwarzajac metaloproteinazy macierzowe, a takze
stymuluja proliferacje dzigki wytwarzaniu cytokin [167].
Jednakze badania kliniczne z jednej strony wykazuja, ze
obecnos¢ neutrofiléw naciekajacych guz wiazata si¢ z gor-
sza prognoza, np. w raku ptuca [12], z drugiej zas$ strony,
przeciwnie, wzmozona infiltracja neutrofilow byta wskaz-
nikiem dobrej prognozy w raku zotadka [18].

IMIARKERY INWAZYJNOSCI W RAKU JELITA GRUBEGO

Rak jelita grubego jest czgsto stwierdzanym nowotwo-
rem zlosliwym, dotykajacym gtéwnie spoteczenstwa kra-
jow wysokorozwinigtych gospodarczo. Wedtug niektérych
danych za rok 2004 zachorowalnos¢ na ten nowotwor, za-
rowno wsréd mezczyzn jak i wsrod kobiet w krajach Unii
Europejskiej zaczyna przewyzsza¢ nawet zachorowalnos¢
na raka ptuc i raka piersi [15] 1 plasuje si¢ na pierwszym
miejscu. W krajach catej Europy zachorowalnos¢ na raka
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jelita grubego prawie doréwnuje zachorowalnosci na raka
pluca. W roku 2004 zarejestrowano w Europie 376,4 tysig-
cy nowych zachorowan na raka jelita grubego, jednoczes-
nie w tym samym czasie zanotowano prawie 204 tysiace
zgondéw [15]. Mimo miejscowego usunigcia guza w wyniku
chirurgicznej resekcji lub chirurgii skojarzonej z przedope-
racyjna radioterapia, przerzuty do watroby i weztéw chton-
nych sa gtéwna przyczyna niepowodzen nawet w przypad-
kach przedoperacyjnie mato zaawansowanych. Przerzuty
do watroby sa przyczyna $mierci okoto jednej trzeciej le-
czonych chorych [165,172]. GIéwnymi czynnikami progno-
stycznymi w raku jelita grubego sa takie parametry klini-
kopatologiczne jak: stopiefi zaawansowania wg TNM lub
klasyfikacji Duke’a, gltgbokos¢ nacieku, inwazja do naczyn
krwiono$nych i limfatycznych, zajecie weztéw chtonnych
oraz stopien zréznicowania [10,34,165]. Na podstawie tych
czynnikéw nie zawsze jednak mozna przewidzie¢ wyniki
leczenia chirurgicznego, bowiem pod wzgledem progno-
zy istnieje znaczna heterogenno$¢ nawet w grupach o po-
dobnym stopniu zaawansowania TMN, a u wielu chorych
moga istnie¢ klinicznie nieuchwytne mikroprzerzuty juz
w trakcie zabiegu [10,34,165]. Dlatego tez znajomos¢ do-
datkowych, molekularnych czynnikéw prognostycznych
zwigzanych z fenotypem przerzutowania mogtaby poméoc
w wyborze ewentualnej terapii uzupetniajace;j. Jest to szcze-
g6lnie istotne w przypadku raka jelita grubego w stopniu
II (Duke B), bowiem czg$¢ chorych mogtaby unikna¢ nie-
potrzebnej chemioterapii uzupetniajacej, zas cz¢s¢ cho-
rych, ktéra mogtaby odnies¢ korzysci z takiej terapii, nie
zawsze jest poddawana chemioterapii [60].

Czynniki genetyczne progresji raka jelita grubego

Badania czynnikéw genetycznych lezacych u podstawy pro-
cesu transformacji nowotworowej prawidtowego nabton-
ka jelita wskazuja na utratg funkcji gendw supresorowych
APC (adenomatous polyposis coli), p53, DCC (deleted in
colon cancer) i mutacj¢ onkogenu K-RAS jako na procesy
prowadzace poprzez etap dysplazji i gruczolaka do rozwoju
raka [49]. Konsekwencja utraty funkcji tych gendw w wy-
niku mutacji lub delecji jest zaktécenie drég sygnalizacyj-
nych odpowiedzialnych za kontrol¢ proliferacji i apopto-
zy [20], a takze wzrost zdolnosci migracyjnych komoérek
[132,150]. Wykazano, ze gen APC, poprzez swéj produkt
biatkowy zawierajacy motywy aminokwasowe, ktére wia-
za si¢ z B-katenina, ma udziat w organizacji cytoszkiele-
tu komoérki [132]. W wyniku mutacji APC, B-katenina nie
jest degradowana, a jej stabilizacja prowadzi do zaktécenia
drogi sygnatowej poprzez gen znany pod nazwa Wnt, re-
gulujacej wzrost i réznicowanie, a takze ruchliwos¢ komo-
rek [11,132]. Réwniez mutacja onkogenu K-RAS prowadzi
do zmian w organizacji cytoszkieletu aktyny, a w konse-
kwencji do obnizenia adhezji i wzrostu ruchliwosci komé-
rek. Wykazano, ze komorki ludzkiego raka okreznicy, linii
HCT116, ktére maja jeden allel tego genu dziki, zas drugi
zmutowany (K-RAS9"P) cechuja sie stabg adhezja i znaczna
migracja w warunkach in vitro [150]. Eksperymentalnie in-
dukowana delecja zmutowanego genu K-RASSP przywra-
cata tym komérkom zdolnos¢ do tworzenia widkien sprezy-
stych i kompleksu adhezyjnego (FAC), ktérym towarzyszy?t
wzrost adhezji do ECM i obnizenie migracji [150].

60-70% przypadkéw raka jelita grubego wykazuje utrate
heterozygotycznosci na chromosomie 17 w locus dla genu

p53 [19,20] i okoto 70% na chromosomie 18, przy czym
w locus dla genu DDC (18qg21) utrata heterozygotyczno-
Sci wystepuje u 30-40% chorych [25]. Gen DDC koduje
transbtonowe biatko adhezyjne komérek nerwowych, ma-
jace udzial w regulacji proceséw réznicowania i prolife-
racji [28], a jego poziom zmniejsza si¢ w komoérkach raka
jelita grubego w zaawansowanych stadiach [25]. Rowniez
utrata heterozygotycznosci na chromosomie 18 moze mie¢
negatywne implikacje prognostyczne w raku jelita grube-
go, jezeli delecja dotyczy genu DNAM-1 kodujacego pew-
ne czasteczki adhezyjne z rodziny immunoglobulin [171].
Zwrécono takze uwage na potencjalng role genu SMAD4,
zwanego takze DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma 4)
w progresji raka jelita grubego [6,63,162]. Gen ten, beda-
cy gléwnym przekazZnikiem w obregbie drogi sygnatowe;j
zaleznej od TGF-p, jest umiejscowiony na chromosomie
18g21. Reguluje on proliferacje, réznicowanie i apoptoze¢
komorek [6]. Mimo iz mutacje tego genu lub jego delecje
sg czegstsze u chorych z odlegtymi przerzutami raka jelita
grubego niz u chorych bez przerzutéw, to jego rola w pro-
gresji tego nowotworu nie jest ustalona [6,63,125,162].

Niedawno wykazano takze, ze obnizenie ekspresji genu
p21WAFICIPL jegt zwigzane z przerzutowaniem raka jelita
grubego do weztéw i watroby [124]. Gen ten, oprécz genu
pS53 1 bcl-2 jest regulatorem cyklu komdrkowego i apopto-
zy [124]. Ta ostatnia praca wykazuje ponadto, ze wskaz-
nik naciekania naczyn (venous invasion — VI) oceniany po
wybarwieniu specjalng technika EVG (elastica van Gieson
stein) znamiennie koreluje z obecnoscig przerzutéw do wa-
troby i weziéw chtonnych.

Markery angiogenezy w raku jelita grubego i ich
znaczenie prognostyczne

Wydaje sig, ze angiogeneza, tj. tworzenie nowych naczyn
krwiono$nych otaczajacych guz i w obregbie guza jest naj-
wazniejszym warunkiem zaréwno wzrostu guza pierwot-
nego jak i rozwoju przerzutéw. Ge¢sto$¢ mikrounaczynie-
nia koreluje z progresja w wielu nowotworach [186]. Rak
jelita grubego, jak zreszta wiele innych nowotworéw, jest
zdolny promowac angiogeneze dzigki sekrecji czynnikow
wzrostowych, takich jak VEGF, HGF PDEGF, ktore sty-
muluja proliferacje komorek srédbtonka, ich migracje i for-
mowanie naczyn.

W procesie progresji raka jelita grubego gen VEGF ulega
nadregulacji. Stwierdzono wyzsza ekspresje genu VEGF
na poziomie mRNA w inwazyjnej postaci gruczolakoraka
w stosunku do postaci przedinwazyjnych [188]. Ekspresja
genu VEGF badana technika hybrydyzacji i Northern-
blotingu korelowata z przerzutowaniem i z klinicznym
stopniem zaawansowania (Duke A-D), a wysoki poziom
mRNA wigzat si¢ z obnizonym przezyciem chorych [83].
Ponadto, badania immunohistochemiczne ekspresji biatka
VEGEF u chorych na raka jelita grubego w jednolitej gru-
pie z nowotworem w stopniu Duke B wykazaty obecnos¢
tego markera, nie tylko w Srodbtonku, ale takze w komor-
kach nowotworowych i byta ona réwniez zwiazana ze zna-
miennie krétszym przezyciem chorych [14].

Réwniez sekrecyjna posta¢ VEGF moze by¢ wykrywana
w surowicy i/lub osoczu krwi chorych na raka jelita gru-
bego [17,96,187] i koreluje ona ze stopniem klinicznego
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zaawansowania TNM i z wielkos$cig guza [17]. Wykazano,
ze oceniany przedoperacyjnie poziom VEGF w surowi-
cy chorych na raka jelita grubego byt znamiennie wyzszy
u chorych, u ktérych wystapity odlegte przerzuty niz u cho-
rych bez przerzutéw w okresie obserwacji 27-37 miesig-
cy (mediana odpowiednio 713 pg/ml vs. 314 pg/ml) [26].
Ponadto poziom VEGF byt silnym czynnikiem predykcyj-
nym przezycia bezobjawowego niezaleznie od zajgcia we-
716w chlonnych, zwtaszcza kiedy analizy Kaplana-Meiera
dokonywano w odrgbnych grupach zaawansowania Duke
B i Duke C [26].

Podczas gdy poziom VEGF we krwi, mierzony przed-
operacyjnie znamiennie wzrasta u chorych na raka je-
lita grubego w stosunku do poziomu w grupie kontrol-
nej i utrzymuje si¢ na wysokim poziomie po operacji, to
poziom receptora tego czynnika, VEGFR-1, jest nizszy
niz w kontroli zaréwno przed, jak i po operacji [27,128].
Zaobserwowano, ze poziom sVEGFR-1 byl znamiennie
sprze¢zony z obecnoscia przerzutow w weztach chtonnych
[128]. Inni autorzy obserwowali natomiast Scista koloka-
lizacj¢ VEGFR-2 i VEGF-C w guzach pierwotnych raka
jelita grubego i w weztach chtonnych, co sugeruje, Ze in-
terakcja obu tych czynnikéw jest istotna dla rozsiewu no-
wotworu do weztéw [41].

Kolejnym markerem inwazyjnosci raka jelita grubego
moze by¢ endoglina (CD105). Stwierdzano korelacje eks-
presji endogliny w naczyniach kapilarnych guza pier-
wotnego z obecnoscia przerzutéw raka jelita grubego do
weztéw [161]. Gesto$¢ unaczynienia guza pierwotnego
oceniana na podstawie ekspresji endogliny wykazywata
ponadto Scisty zwiazek z obecnoscia przerzutéw do wa-
troby [161]. W innych badaniach stwierdzono immunocy-
tochemicznie, ze ekspresja endogliny wystgpuje wytacz-
nie w komérkach srédbtonka naczyn krwionosnych raka
jelita grubego, nie wystepuje natomiast w naczyniach pod-
Scieliska guza [104].

Najnowsze badania technikami immunocytochemicznymi
w systemie tzw. tkankowych mikromacierzy (tissue microar-
rays) wykazuja, ze ekspresja antygenu CD105 jest swoistym
markerem neowaskularyzacji w raku okreznicy. Podczas
gdy w prawidtowej sluzéwce jelita ekspresje CD105 w ko-
morkach §rédbtonka naczyn wykazywato ponizej 21% ka-
pilar, to w naczyniach kapilarnych zwiazanych z guzem az
80% byto wyznakowanych pozytywnie [123]. Znamiennie
wyzsza niz w zdrowej Sluzéwce ekspresja endogliny wy-
stgpowata w obszarze guza i korelowata ona z gigbokoscia
nacieku. Przeciwnie ekspresja innych antygenéw waskula-
ryzacji, takich jak CD31 i VEGF, nie réznita si¢ i byla réw-
nomiernie wyrazona w strukturach zdrowego jelita i nowo-
tworu [123]. CD31, czasteczka powierzchniowa z rodziny
immunoglobulin (pan endothelial cell adhesion molecu-
le, PECAM-1) jest markerem mikrounaczynienia nie tylko
nowo tworzacej si¢ sieci w nowotworach, a jego ekspresja
sigga 80-90% w prawidtowej Sluzéwce jelita w sasiedz-
twie nowotworu, a takze podobnie w gruczolaku, i w gru-
czolakoraku okreznicy. W przypadku VEGF, chociaz jego
ekspresja byta wigksza w gruczolakoraku niz w gruczola-
ku, nie obserwowano korelacji tej ekspresji z gtebokoscia
nacieku [123]. Ponadto obserwowano, ze z progresja no-
wotworu od wysoko zréznicowanego gruczolaka, poprzez
nisko zr6znicowanego gruczolaka, do raka okrg¢znicy, eks-

presja CD 105 wzrastata [5]. Endoglina moze tez ulega¢
sekrecji 1 przenika¢ do krwiobiegu. Ekspresji CD105 ob-
serwowanej w naczyniach guza towarzyszyt jednoczesnie
wysoki poziom endogliny krazacej w surowicy chorych na
raka jelita grubego [104].

Mediatorami inwazyjnosci raka jelita grubego zwiaza-
nymi z neoangiogeneza moga tez by¢ neuropiliny [143].
Neuropilinal (NRP-1), koreceptor czynnika wzrostu $rod-
btonka naczyn ulegata nadekspresji we wszystkich 20 ba-
danych przypadkach ludzkiego gruczolakoraka okrezni-
cy [143]. Badania immunohistochemiczne na skrawkach
mrozonych z uzyciem przeciwcial monoklonalnych i ba-
dania technika hybrydyzacji in situ na skrawkach parafi-
nowych wykazaty obecno$¢ NRP-1 wytacznie w tkance
nowotworowej i jej catkowity brak w przylegtej zdrowe;j
Sluzdéwee jelita [143].

Niektoérzy autorzy wskazuja, ze cyklooksygenaza 2
(COX-2) moze by¢ zaangazowana w proces angiogenezy
[29,117,177,189]. Zaobserwowano, ze koinkubacja komérek
srédbtonka z komdrkami nowotworowymi z nadekspresja
COX-2 prowadzita do tworzenia “kanalikéw” [177], a zaha-
mowanie aktywnosci cyklooksygenazy 2 réwniez hamowato
ten proces [151]. Sugeruje si¢, ze COX-2 jest regulatorem
wytwarzania VEGF i angiogenezy [151]. Istnieja dowody
potwierdzajace rolg COX-2 w patogenezie raka jelita gru-
bego [45], a jej ekspresja rosnie ze wzrostem stopnia za-
awansowania, gltgbokoscia nacieku i obecnoscia przerzu-
tow w weztach i watrobie, a ponadto ekspresja COX-2 bywa
Scisle sprzezona z ekspresja VEGF i MMP-2 [192].

Enzymy proteolityczne w progresji raka jelita
grubego

Dane kliniczne o prognostycznej roli metaloproteinaz jako
markeréw progresji raka jelita grubego sa niejednoznacz-
ne. Collins i wsp. [33] wykazali znamienny wzrost ekspre-
sji MMP-2 na poziomie mRNA, ze wzrostem stopnia kli-
nicznego (Duke C vs. B), podczas gdy stosunek MMP-2
do inhibitora tkankowego TIMP-1 i -2 nie zmieniat si¢. Juz
wczesniej obserwowano wzrost ekspresji mRNA MMP-2
w gruczolakoraku okreznicy [103] w stosunku do ekspre-
sji w zdrowej tkance jelita i gruczolaka, a wzrost ten, po-
twierdzony rowniez immunohistochemicznie znamiennie
korelowat ze stopniem zaawansowania wg skali Duke’a.
Nie obserwowano natomiast znamiennych réznic w eks-
presji mRNA MMP-9 w tkance nowotworowej i w zdro-
wej Sluzéwce jelita u chorych na raka okreznicy [116]. Nie
znajdowano tez zwiazku migdzy ekspresja mRNA MMP2
i MMP-9 a TIMP-1 i TIMP-2. Réwniez inni autorzy [70],
mimo iz obserwowali wzrost ekspresji MMP-9 w tkan-
ce nowotworowej we wszystkich stadiach wg Duke’a, nie
znajdowali zaleznosci migdzy stopniem nasilenia ekspresji
mRNA a stopniem zaawansowania klinicznego. Przeciwnie,
Zheng i wsp. [198,199], ocenili, ze wzrost poziomu mRNA
MMP-9 w tkance raka jelita grubego w stosunku do po-
ziomu w zdrowej tkance jelita wzrastal wraz z progresja
choroby i byt negatywnym wskaznikiem prognostycznym
zaréwno dla przezycia bez objawdw choroby, jak i prze-
zycia catkowitego.

Ekspresja metaloproteinaz badana na poziomie biatka wy-
daje si¢ lepszym markerem inwazyjnosci raka jelita gru-
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bego niz na poziomie mRNA, aczkolwiek réwniez nie za-
wsze wykazuje ona zwiazek z inwazyjnoscia nowotworu.
Obserwowano np, ze ekspresja MMP-2 oceniana immu-
nohistochemicznie korelowata ze stopniem Duke’a [103].
Badania technikami ELISA, hybrydyzacji in situ i Western-
blotingu wykazaty wzrost koncentracji zelatynazy MMP-2
we wszystkich, poza I, stopniem zaawansowania, w porow-
naniu z koncentracja w zdrowej §luzéwce i w gruczolakach,
a ponadto wzrostowi poziomu MMP-2 ze wzrostem stopnia
klinicznego towarzyszyt spadek poziomu inhibitora TIMP-2
[22]. Interesujace, ze wzrost poziomu MMP-2 nie wystgpo-
wat w przypadku przerzutéw, a stosunek MMP-2/TIMP-2
nawet zmniejszal si¢ [22]. Inne badania wykazaty, ze za-
réwno poziom biatka MMP-2, jak i MMP-9 byt zalezny od
stopnia zaawansowania w skali Duke’a [90], a miejscem lo-
kalizacji MMP-9 ocenianej immunohistochemicznie, byly
szczegblnie obszary czynnej inwazji lezace w sasiedztwie
komorek odczynu zapalnego [85].

Badania immunohistochemiczne ekspresji aktywatora pla-
zminogenu, UPA i jego receptora uPAR, a takze inhibito-
réw PAI-11-2 wykonane w grupie 71 chorych na raka jelita
grubego wykazaly, ze gléwnie ekspresja uPAR wzrasta-
ta ze wzrostem inwazyjnosci guza pierwotnego, a poziom
ekspresji receptora byt znamiennie wyzszy w guzach, kt6-
rym towarzyszyly przerzuty do watroby [93]. Jednocze$nie
wystgpowata nadekspresja VEGF i byla ona czgsciej ob-
serwowana w guzach u chorych z zajgciem wegziéw chion-
nych i watroby. Autorzy sugeruja, ze oba te czynniki dzia-
laja synergistycznie w procesie przerzutowania raka jelita
grubego do watroby. Koekspresja VEGF i wysokiego po-
ziomu uPAR byta wskaznikiem gorszego rokowania [93].
Inne badania wykonane w grupie 50 chorych na raka
okreznicy réwniez wykazaty jednoczesny wzrost ekspre-
sji VEGF z elementami uktadu aktywatora plazminogenu
[8]. Ekspresja uPA, uPAR, PAI-1 i VEGF korelowata ze
stopniem Duke’a i z inwazja do weztéw chtonnych, przy
czym ekspresja wszystkich tych markeréw byta znamien-
nie wyzsza w przypadku inwazji do weztéw chtonnych niz
w przypadku raka okreznicy bez zajgcia weziow [8].

Poziom sekrecyjnych postaci czynnikéw uktadu aktywato-
ra plazminogenu wzrasta réwniez we krwi chorych na raka
jelita grubego i inne nowotwory przewodu pokarmowego.
Na podstawie badari technika ELISA w raku jelita grubego
i zotadka obserwowano wzrost poziomu uPA w surowicy
chorych, oprécz wzrostu poziomu tego markera w tkan-
ce, i byt on silnym czynnikiem rokowniczym wystapienia
przerzutéw [69]. Wykazano réwniez, ze mierzony przed-
operacyjnie poziom rozpuszczalnej postaci receptora uro-
kinazowego aktywatora plazminogenu (suPAR) moze by¢
niezaleznym czynnikiem rokowniczym w raku jelita gru-
bego [169], przy czym, wyzszy poziom tego receptora byt
zwiazany z krétszym przezyciem chorych, a réznice te byly
wysoce znamienne w stopniu zaawansowania Duke B i C
[169]. Kwestia nierozstrzygnigta pozostaje wciaz wartos¢é
graniczna poziomu tego markera, powyzej ktorej ewiden-
tnie ros$nie ryzyko przerzutéw. W cytowanej pracy [169]
przyjeto arbitralnie wartos¢ graniczna suPAR=1,37 ng/ml,
odpowiadajaca medianie dla catej grupy (Duke A-D) ba-
danych, prawie 600 chorych. Réwniez wytacznie w raku
odbytnicy wykazano, ze wysoki poziom suPAR byl nie-
korzystnym czynnikiem rokowniczym [50], jednakze au-
torzy nie byli w stanie odr6zni¢ pacjentéw z duzym i ma-

tym ryzykiem progresji w obrebie stopni zaawansowania
Duke B i Duke C.

Sekrecyjna posta¢ inhibitora plazminogenu PAI-1 ozna-
czana przedoperacyjnie w osoczu moze réwniez by¢ czyn-
nikiem prognostycznym w raku jelita grubego. Oceniono
technika ELISA na duzej grupie ponad 600 chorych [137],
ze wysoki poziom PAI-1 (>0,5 jednostek umownych/mg
biatka) obserwowany jest w~60% przypadkow i zna-
miennie obniza on przezycie chorych (wspéiczynnik ry-
zykal,5) w poréwnaniu z grupa chorych o niskim pozio-
mie tego inhibitora.

Stwierdzono, ze PAI-1 wykazuje aktywnos¢ prokoagula-
cyjna [16]. Dodany do hodowli komérek srédbtonka linii
HUVEC stymulowat tworzenie mikroczasteczek endote-
lialnych, bedacych wynikiem apoptozy, charakteryzujacych
si¢ eksternalizacja fosfatydylocholiny, kofaktora procesu
aktywacji trombiny [16]. W Swietle najnowszych pogla-
dow, przypisujacych czynna rolg trombocytom w powsta-
waniu przerzutéw nowotworowych dzieki mechanizmowi
indukowania angiogenezy [140] zaleznej od skrzepu, pro-
koagulacyjna rola inhibitoréw plazminogenu moze sprzy-
jaé przerzutowaniu nowotworéw, i wyjasnia¢ obserwowany
klinicznie negatywny zwiazek PAI-1 z przebiegiem cho-
roby [8, 135, 137].

Czasteczki powierzchniowe jako markery
inwazyjnosci raka jelita grubego

Wiele réznorodnych czasteczek powierzchniowych ma
swoj udziat w przerzutowaniu raka jelita grubego. Naleza
do nich czasteczki z rodziny integryn, z rodziny genéw im-
munoglobulin (w tym kadheryny, migdzykomdrkowe cza-
steczki adhezyjne ICAM, naczyniowe czasteczki adhezyj-
ne VCAM, plytkowo-srédbtonkowe czasteczki adhezyjne
PECAM i CEA), a takze antygeny, takie jak sLea, inaczej
CA 19-9 i sLe*, receptory czynnikéw wzrostu, receptory
metaloproteinaz zwiazanych z blona (MT-MMP) i recep-
tory uPAR, receptory hormonéw i cytokin [65].

Jak wspomniano, komérki réznych nowotworéw wyka-
zuja preferencje narzadowe w procesie przerzutowania.
Wystepowania przerzutéw raka jelita grubego najczesciej
w watrobie nie da si¢ wytlumaczy¢ jedynie tym, iz jest to
najblizszy narzad, ktéry komoérki uwolnione z guza pier-
wotnego napotykaja w swojej wedréwce. Gtéwna role w se-
lektywnej kolonizacji watroby petnig czasteczki adhezyj-
ne [160], aczkolwiek adhezja komdrek nowotworowych do
komponentéw poszczegdlnych narzadéw jest zalezna zaréw-
no od ekspresji réznych czasteczek powierzchniowych, jak
i od swoistego sktadu macierzy pozakomérkowej (ECM)
w danym narzadzie [65]. Jak wykazaly badania na szczu-
rach z wykorzystaniem przyzyciowej mikroskopii fluore-
scencyjnej, adhezja komorek raka okreznicy do komérek
srodbtonka naczyn w watrobie byta uwarunkowana inter-
akcja integryn a6-, B1- i B4 z ligandami na komoérkach
naczyn, a szybka ekstrawazacja komoérek nowotworowych
do tkanki migzszu watroby byta zalezna od integryn o2-,
o6-, B1- i B4- [47]. Ponadto wykazano, ze adhezja komo-
rek raka okreznicy do Srodbtonka naczyn zatokowych wa-
troby jest tez zalezna od obecnosci ligandéw sialilowych
(pochodnych kwasu sialowego) selektyn, jak sialil Lewisa
a (sLe?, znany takze jako antygen CA 19-9), a zablokowa-
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nie sLea w komoérkach ludzkiego raka okreznicy, HT 29,
za pomoca przeciwcial monoklonalnych znamiennie redu-
kowalo adhezje¢ tych komérek do naczyn [47].

Chociaz ekspresja integryn przybiera réznorodne posta-
ci w raku jelita grubego w wyniku kombinacji parowania
r6znych podjednostek o i B, w wielu badaniach wykazano,
ze obnizenie ekspresji integryn jest zwiazane z wyzszym
stopniem zaawansowania choroby (przeglad w [65]).

Kadheryny, mediatory kontaktu komoérka-komérka wspot-
dziataja z o- i B-katening, biatkami cytoplazmatycznymi,
ktore sa tacznikami migdzy kadherynami a biatkami cy-
toszkieletu komoérki. W raku jelita grubego zwykle jest
obserwowane obnizenie ekspresji E-kadheryny i/lub o-
i B-kateniny [65], co sprzyja uwalnianiu si¢ komérek od
guza pierwotnego.

Niedawno zwrécono uwage na osteopontyng (OPN) jako
na potencjalny kliniczny marker progresywnosci raka jelita
grubego [1,2,196]. Osteopontyna jest wiazaca wapn ufosfo-
rylowang glikoproteina, ktéra wiaze si¢ do powierzchnio-
wych integryn poprzez motyw RGD. OPN jest konstytu-
tywnie zwiazana z niektérymi tkankami, takimi jak nerki
i zmineralizowane tkanki (kosci, zeby) i ulega sekrecji do
pltynéw ustrojowych. OPN ulega nadekspresji w réznych
stanach patologicznych: stany zapalne, choroby nerek, re-
modelowanie kosci. Dane literaturowe wskazuja, ze ule-
ga ona nadekspresji w r6znych nowotworach, a jej poziom
w surowicy u chorych z przerzutami jest znacznie pod-
wyzszony (przeglad w [53]). Rola osteopontyny w pro-
gresji nowotworéw wiaze si¢ gtdwnie z jej oddziatywa-
niem z receptorami na powierzchni komoérek. Wiazac sie
z integrynami, osteopontyna bierze udziat w indukcji szla-
kéw przekazywania sygnaléw do migracji poprzez ogni-
skowy kompleks adhezyjny (FAC). Natomiast wiazac si¢
z innymi czasteczkami adhezyjnymi, takimi jak CD44 (H-
CAM), gtéwnymi receptorami hialuronianu, moze ona réw-
niez indukowaé migracj¢ i inwazje komoérek [185]. OPN
moze takze wplywac na inwazyjnos¢ komdrek nowotwo-
rowych indukujac aktywnos$¢ proteolityczna przez nadre-
gulacje ekspresji urokinazowego aktywatora plazminoge-
nu. Ta droga sygnalizacyjna moze prowadzi¢ do zmiany
ekspresji genéw charakterystycznych dla fenotypu inwa-
zyjnego, np. NF-kB, VEGF i uPA [53]. Najnowsze bada-
nia z wykorzystaniem mikromacierzy oligonukleotydo-
wych do identyfikacji nowych markeréw progresywnosci
raka okreznicy, pozwolity na wyodrgbnienie sposrod wie-
lu tysigcy genéw, okoto 100, ktérych ekspresja réznita sig
w zaleznosci od inwazyjnosci tego nowotworu. Nastgpnie
analiza metoda Northern-blotingu wykazata, ze osteopon-
tyna byta tym biatkiem, ktérego nadekspresja znaczaczo si¢
wigzala z inwazyjnym przebiegiem choroby [1,2].

Badania ostatnich lat potwierdzily, ze znany powszech-
nie antygen karcynoembrionalny CEA jest jedna z czaste-
czek adhezyjnych, nalezacych do rodziny immunoglobulin
[95,118]. CEA jest glikoproteing zwiazana z powierzchnia
bton komérek embrionalnych i nowotworowych przez gli-
kozylofosfatydyloinozytol zakotwiczony w bionie. Nie ma
on jednak domeny Srédbtonowej i cytoplazmatycznej [179]
ijest fatwo uwalniany do krwiobiegu. CEA ulega ekspresji
we wszystkich gruczolakorakach i jest znajdowany zaréwno
wewnatrz- jak i pozakomoérkowo [65]. Komérki srédbton-

ka wykazuja réwniez ekspresje CEA na swojej powierzch-
ni, dlatego tez komorki gruczolakoraka tatwo przylegaja do
komorek Srodbtonka na zasadzie interakcji CEA-CEA [65].
Juz wezesne badania kliniczne wykazuja znaczenie oceny
poziomu CEA w monitorowaniu przebiegu raka okreznicy.
Oznaczany przedoperacyjnie wysoki poziom CEA w suro-
wicy byl niekorzystnym czynnikiem rokowniczym u chorych
z tym nowotworem [58]. Wzrost poziomu CEA po resekcji
nowotworu czgsto jest wskaznikiem rychtego ujawnienia sig
przerzutéw, zwlaszca w watrobie [113]. Podobnie podwyz-
szone stgzenie CEA w surowicy chorych na raka odbytnicy
w III stopniu zaawansowania klinicznego mierzone przed-
operacyjnie i w tydzien po operacji wigzato si¢ z wyzszym
ryzykiem wznowy i przerzutéw i znamiennie nizszym 5S-let-
nim przezyciem chorych [145]. Najnowsza analiza mierzo-
nego przedoperacyjnie poziomu sekrecyjnej postaci CEA
dokonana dla prawie tysigcznej grupy chorych na raka jelita
grubego wykazata znamienna zalezno$¢ migdzy poziomem
tego markera a przezyciem chorych, ale tylko w grupie z no-
wotworem w III stopniu zaawansowania [144].

Rola CEA w przerzutowaniu raka jelita grubego do watro-
by zdaje sig¢ polega¢ na modyfikowaniu Srodowiska watro-
by w kierunku sprzyjajacym migracji i adhezji komérek
nowotworowych. Ostatnie badania Gangopadhyay i wsp.
[55] wykazaty, ze CEA przez wiazanie si¢ z receptorem na
komorkach Kupffera indukuje uwalnianie przez nie wie-
lu cytokin, m.in. IL-1, IL-6 i TNF-c. Te z kolei indukuja
ekspresje czasteczek adhezyjnych ICAM-1 na komérkach
srédbtonka, utatwiajac adhezje.

Istnieja dowody, ze receptory naskdrkowego czynnika wzro-
stu, EGFR odgrywaja wazna rol¢ w patogenezie raka jeli-
ta grubego. Oceniana immunohistochemicznie ekspresja
EGFR w komoérkach tego nowotworu rosnie ze wzrostem
zaawansowania klinicznego i w stopniu IV znajdowana jest
w 72-82%, przypadkoéw [57]. Ponadto, ekspresja EGFR
wydaje si¢ zwiazana z gorszym rokowaniem, tj. zaréw-
no krétszym okresem przezycia, jak i ze wzrostem ryzy-
ka przerzutéw [57,107].

Przedstawione markery molekularne inwazyjnosci raka
jelita grubego naleza do najbardziej poznanych, petna li-
sta tych czynnikéw jest jednak otwarta i ulega wciaz sy-
stematycznemu poszerzaniu.

PERSPEKTYWY KLINICZNE TERAPII CELOWANE) WOBEC CZYNNIKOW
ODPOWIEDZIALNYCH ZA INWAZYJNOSG NOWOTWOROW

Terapia celowana z uzyciem lekow, ktére skierowane by-
tyby wybioérczo przeciwko czynnikom odpowiedzialnym
za inwazyjno$¢ nowotworéw stwarza potencjalne mozli-
wosci zapobiegania przerzutom w wielu inwazyjnych no-
wotworach. Jednakze tego typu terapia jest wciaz w fazie
eksperymentow.

Terapia antyangiogenna, ktéra jest przedmiotem intensyw-
nie rozwijajacego si¢ dziatu badan, ukierunkowana jest na
hamowanie czynnikéw angiogennych np. za pomoca prze-
ciwcial anty-VEGF i anty-bFGF, lub tez na aktywowanie
endogennych inhibitoréw angiogenezy: angiostatyny, en-
dostatyny, interleukiny 10 i in. [79,122,139]. Réwniez te-
rapia genowa z zastosowaniem genéw kodujacych natural-
ne inhibitory angiogenezy, endostatyng, angiostatyn¢ lub
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wazostatyng byta skuteczna w hamowaniu angiogenezy
u zwierzat z nowotworami [23,24,30], zwtaszcza w sko-
jarzeniu z chemioterapia [84].

Rozpoczeto badania kliniczne z zastosowaniem inhibito-
réw angiogenezy. Zaobserwowano, ze preparat ABT-510,
pochodna naturalnej trombospondyny zastosowana u pa-
cjentéw z zaawansowanymi nowotworami litymi zatrzymy-
wata progresj¢ choroby u okoto 15% chorych, powodujac
akceptowalng klinicznie toksycznos¢ [74]. Terapia antyan-
giogenna z uzyciem przeciwciat anty-VEGF o nazwie beva-
cizumab (Avastin®), uderzajacych szczegdlnie w ulegajacy
nadekspresji VEGF w srédbtonku naczyii w guzach, taczo-
na z chemioterapia fluorouracylem (5-FU) i leukovorinem
(LV) przechodzi badania kliniczne w raku jelita grubego.
Wyniki badan II fazy wykazaty statystycznie znamienny
wzrost klinicznej odpowiedzi zaawansowanego raka jeli-
ta grubego na leczenie 5-FU/LV w potaczeniu z bevacizu-
mabem w poréwnaniu z leczeniem wytacznie za pomoca
5-FU/LV [88]. Réwniez wstgpne wyniki Il fazy wykazaty
wzrost skutecznosci leczenia raka jelita grubego z zasto-
sowaniem tego przeciwciata w potaczeniu z irinotekanem,
5-FU i LV (schemat IFL/bevacizumab), w stosunku do le-
czenia tylko IFL [81]. Bevacizumab w potaczeniu z interfe-
ronem alfa przechodzi tez 111 faze badari w raku nerki [159].
Na ostateczne wyniki jednakze nalezy jeszcze poczekaé.

Terapia celowana z uzyciem inhibitoréw receptora naskor-
kowego czynnika wzrostu (EGFR) jest zaakceptowana
metoda w leczeniu zaawansowanego raka jelita grubego.
Cetuximab (Erbitux), chimeryczne przeciwcialo mono-
klonalne (mysie przeciwciato potaczone z ludzka immu-
noglobuling G1) jest zarejestrowany w Unii Europejskiej
(takze w Polsce) do stosowania razem z irinotekanem jako
leczenie drugiego rzutu zaawansowanego raka jelita gru-
bego z przerzutami odlegltymi po wyczerpaniu mozliwosci
wczesniejszej chemioterapii [181]. Badanie 1I fazy przepro-
wadzone na grupie 329 chorych na rozsianego raka jelita
grubego potwierdzito skutecznos¢ tego leku, w skojarze-
niu z irinotekanem, wyrazong zaréwno wzrostem odsetka
chorych odpowiadajacych na leczenie jak i wydluzeniem
czasu do progresji choroby w poréwnaniu do leczenia sa-
mym irinotekanem [38]. Skutecznos¢ cetuximabu jako leku
pierwszego rzutu w raku jelita grubego jest przedmiotem
badan klinicznych, brak jednak wynikéw III fazy [181].
Przedmiotem badan klinicznych jest takze inne, w pet-
ni humanizowane przeciwcialo monoklonalne skierowa-
ne przeciw EGFR o nazwie panitummumab (ABX-EGF),
a wstepne wyniki badan sa zachg¢cajace [67,181].

Jezeli istnieje zwiazek przyczynowy migdzy procesami za-
palnymi (indukowanymi przez patogenne drobnoustroje,
a takze przez chemiczne czynniki toksyczne) z nowotwo-
rzeniem i progresja, to wydaje si¢ zasadne stosowanie nie-
steroidowych lekéw przeciwzapalnych (NSAIDs), ktérych
dziatanie skierowane jest gtéwnie na hamowanie aktywno-
Sci cyklooksygenazy 2. Enzym ten przede wszystkim jest
zaangazowany w metabolizm prostaglandyn, ktére sa wy-
twarzane m.in. przez makrofagi, a te s3 mediatorami pro-
cesow zapalnych. Badania kliniczne potwierdzajg skutecz-
no$¢ NSAIDS w obnizaniu ryzyka raka jelita grubego [163].
Swoisty inhibitor COX-2, celecoxib i inne inhibitory cyklo-
oksygenazy 2 sa wykorzystywane w skojarzeniu z chemio-
terapia w badaniach klinicznnych (przeglad w [174]).

Makrofagi “wyedukowane” przez komoérki nowotworo-
we do petnienia niewatpliwie wspierajacej roli w progre-
sji 1 przerzutowaniu nowotworéw wydaja si¢ jedna z tarcz
terapii celowanej. Jak wykazuja badania, na razie ekspe-
rymentalne, zahamowanie wytwarzania CSF-1 przez ma-
krofagi, za posrednictwem manipulacji genetycznej i uzy-
skania myszy transgenicznych pozbawionych genu CSF-1,
mimo iz nie zapobiegato rozwojowi raka sutka u tych my-
szy, to znamiennie opdZniato pojawianie si¢ przerzutow
[109]. Natomiast ekspresja genu CSF-1 u myszy transge-
nicznych i typu dzikiego prowadzita do przyspieszenia pro-
gresji guza i pojawiania si¢ przerzutéw w ptucach, a proce-
som tym towarzyszyta zwigkszona infiltracja makrofagéw
do guza pierwotnego. CSF-1 zatem moze regulowaé po-
tencjat przerzutowania i infiltracj¢ makrofagéw do guza.
Ponadto ekspresja receptoréw CSF-1 (CSF-1R), byta ogra-
niczona tylko do makrofagéw [109]. Réwniez dzigki zasto-
sowaniu antysensownych oligonukleotydéw CSF-1 i blo-
kadzie tego czynnika wzrostu w komoérkach podscieliska
skutecznie zapobiegano przerzutom ksenogenicznych prze-
szczepow ludzkiego raka embrionalnego i raka jelita gru-
bego u myszy bezgrasiczych [3]. Jednoczesnie obserwo-
wano znamienne zahamowanie wzrostu guza pierwotnego,
obnizenie ekspresji MMP-2 w komoérkach i ostabienie ak-
tywnosci angiogennej badanych nowotworéw.

Inhibitory metaloproteinaz, enzyméw degradujacych ECM
byty skuteczne w hamowaniu inwazji komoérek ludzkiego
raka trzustki linii Capanl i AsPC1 w warunkach in vitro
z wykorzystaniem sztucznej macierzy. Jednoczesnie, obni-
zaly one liczbg przerzutéw do watroby i zmniejszaly Smier-
telnos¢ bezgrasiczych myszy z nowotworem indukowanym
przez iniekcj¢ komorek obu tych linii [86]. Réwniez zablo-
kowanie aktywnosci enzymatycznej urokinazowego akty-
watora plazminogenu (uPA) na powierzchni komérek ludz-
kiego raka gruczotu krokowego (PC3), bez zahamowania
jego zdolnosci wiazania receptora powodowato znaczne
obnizenie potencjalu przerzutowania tego nowotworu do
weztéw, mézgu i ptuc u myszy bezgrasiczych [37].

Proby zastosowania antagonistéw (inhibitoréw) integryn,
ktérych dziatanie skierowane jest gtéwnie na zablokowa-
nie sekwencji wigzacych motywy RGD wykazuja sku-
tecznos¢ takiej terapii na zwierzetach (przeglad w [46]).
Zastosowanie cyklicznego peptydu zawierajacego motyw
RGD, ktéry blokowat receptory integryny ovf33 na witro-
nektynie i fibronektynie znamiennie redukowato liczbg prze-
rzutéw chemicznie indukowanego raka okreznicy u szczu-
row i obnizato gestos¢ tworzonych naczyn krwionosnych
w guzach [64]. W innych do§wiadczeniach [156], antago-
nista integryny ovP3 (zwiazek S247), ktéry blokuje wiaza-
nie tej integryny do witronektyny, nie tylko hamowat two-
rzenie przerzutéw w watrobie myszy z przeszczepialnym
rakiem jelita grubego, ale znamiennie przediuzat catkowite
przezycie zwierzat poddanych takiej kuracji. Badania im-
munohistochemiczne wykazaty oprécz zmniejszenia liczby
przerzutow w watrobie, takze zmniejszenie liczby naczyn
w powstatych przerzutach, oraz wzrost odsetka komoérek
apoptotycznych w endotelium [156].

Supresja osteopontyny przez transfekcje plazmidu zawie-
rajacego male interferujace RNA (siRNA) i wprowadze-
nie go do komoérek mysiego gruczolakoraka okreznicy li-
nii CT26 prowadzita do obnizenia aktywnosci migracyjnej
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komérek w warunkach in vitro, oraz do znamienego obni-
zenia liczby przerzutéw w watrobie w warunkach in vivo.
Jednoczesnie obserwowano, ze supresja OPN znamien-
nie korelowata z obnizeniem ekspresji metaloproteinazy
2 [184]. By¢ moze wykorzystanie siRNA do zahamowania
ekspresji obu tych markeréw inwazyjnosci komorek raka
jelita grubego okaze si¢ w przysziosci mozliwe do zasto-
sowania w klinice.

Pobsumowanie

Niepowodzenia w leczeniu nowotworéw nie sg wynikiem
niewyleczenia zmiany pierwotnej, lecz wynikiem rozsiewu
choroby i przerzutéw. Mimo postgpu i doskonalenia me-
tod w diagnostyce radiologicznej i histopatologiczneji nie
zawsze mozemy na podstawie wynikéw tych badan pro-

PismiennicTWO

gnozowaé przebieg choroby i podjaé wtasciwe leczenie.
Dotyczy to zwtaszcza nowotworéw odznaczajacych sig
szczegblng zdolnoscia do przerzutowania a jednoczes$nie
znaczna heterogennos$cia biologiczna, do ktérych nalezy
rak jelita grubego. Wydaje sig, ze umiejgtnos¢ rozpozna-
wania nowotworéw o wysokim ryzyku przerzutowania,
na podstawie molekularnych znamion inwazyjnosci po-
zwolitaby na bardziej precyzyjne prognozowanie, ale tak-
ze stwarzataby szanse na opracowanie nowych docelo-
wych terapii z zastosowaniem inhibitoréw tych procesow.
Pozostaje jednak wcigz wiele do zbadania w zakresie po-
znania istotnych markeréw inwazyjnosci i ich wspétdzia-
tania w progresji danego typu nowotworu, a takze opra-
cowanie w miar¢ modelowych systeméw badawczych in
vitro 1 in vivo do celéw klinicznych zanim odpowiednia te-
rapia zostanie wprowadzona do praktyki.
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