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Hipoksja w raku gruczotu krokowego

Justyna Danielska', Jolanta tuniewska-Bury?, tukasz Kuncman’, Jacek Fijuth’

Ekspresja HIF-1a zostata udokumentowana w wiekszosci guzéw litych, w tym w raku gruczotu krokowego. Hipoksja
jest negatywnym czynnikiem prognostycznym efektéw leczenia nie tylko za pomoca radioterapii, ale réowniez chirur-
gii i chemioterapii. Niedotlenienie zmienia funkcje komérek nowotworowych, stymulujac je do odréznicowywania
i uwalniania czynnikéw angiogennych w celu zwiekszenia doptywu krwi i tlenu. Hipoksja komérek nowotworowych
przyczynia sie do dynamicznego rozwoju choroby. Biatko HIF-1 (hypoxia induced factor) jest heterodimerycznym
czynnikiem transkrypcyjnym zbudowanym z dwoch podjednostek « i 3.

Obecnos$¢ nadekspresji czynnika transkrypcyjnego HIF-1a zostata potwierdzona w wielu nowotworach, réwniez
w raku stercza, natomiast jego rola w progresji choroby pozostaje niewyjasniona. Liczne badania wyraznie podkres-
laja istotno$¢ oceny statusu czynnika transkrypcyjnego HIF-1a w przewidywaniu wystapienia wznowy klinicznej
i biochemicznej raka gruczotu krokowego oraz opornosci na kastracje.
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Rak stercza stanowi jeden z najczesciej rozpoznawalnych
nowotworoéw litych w populacji meskiej na swiecie. Nowotwo-
ry gruczotu krokowego sa drugg co do czestosci przyczyna
choroby nowotworowej u mezczyzn, stanowigc ponad 13% za-
chorowan na nowotwory ztosliwe w Polsce. Wigkszo$¢ zachoro-
wan dotyczy 0séb powyzej 65 roku zycia. W ciagu trzech dekad
liczba zachorowan wzrosta okoto 5-krotnie [1]. W momencie
rozpoznania wiekszo$¢ pacjentéw ma guzy, ktore sa klinicznie
ograniczone do narzadu lub miejscowo zaawansowane [2].

W wigkszosci (90%) przypadkéw nowotwory gruczotu
krokowego naleza do gruczolakorakéw. Rzadsze postacie hi-
stopatologiczne obejmuja: miesaki, raki ptaskonabtonkowe,
raki podstawnokomorkowe, raki z nabtonka urotelialnego,
raki drobnokomérkowe i inne. Zréznicowanie histopato-
logiczne raka stercza ocenia sie na podstawie klasyfikacji
Gleasona, ktéra niesie ze sobg wazne informacje progno-
styczne. Wyzsza suma Gleasona wiaze sie ze zwiekszonym

ryzykiem progresji choroby, wznowy po leczeniu radykal-
nym, wystapienia przerzutéw i zgonu.

Pomimo leczenia radykalnego u 15-50% pacjentéw do-
chodzi do wznowy biochemicznej, a u czesci chorych — do
wystapienia przerzutéw i zgonu [2, 3]. Odsetek nawrotéw
zalezy od ustalonych czynnikéw rokowniczych takich jak:
wyjsciowy stopien zaawansowania (TNM), stopien ztosliwo-
sci w skali Gleasona i wyjsciowe stezenie PSA (prostate-spe-
cific antigen). Jednak czynniki te jedynie w umiarkowanym
stopniu wyjasniajg zmiennosc¢ efektéw leczenia.

Postepy w dziedzinie genomiki medycznej i medycy-
ny molekularnej zrewolucjonizowaty badania nad rakiem
w ostatnich latach. Prowadzone sg badania nad terapiami
celowanymi, ktére maja za zadanie zapewnic trwatg kontrole
guza, jednoczesnie wywotujgc mniej skutkdw ubocznych niz
aktualnie stosowane standardowe metody leczenia.

Strategiczne zagadnienia w leczeniu i diagnostyce raka
stercza obejmuja nie tylko wyodrebnienie grupy pacjen-
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téw z agresywnym przebiegiem choroby, ale takze rozwdj
zindywidualizowanych metod leczenia dostosowanych do
danego pacjenta. Istnieje niezaspokojone zapotrzebowanie
na poszukiwanie lepszych markeréw dla raka stercza od tych
stosowanych dotychczas. Przede wszystkim potrzebne jest
znalezienie markerow stuzacych do identyfikacji pacjentéw
wysokiego ryzyka, u ktérych standardowe metody leczenia
radykalnego daja niezadowalajace efekty, a ktérzy kwalifiko-
waliby sie do udziatu w badaniach klinicznych stosujacych
bardziej agresywne metody. Identyfikacja markeréw w prze-
biegu raka gruczotu krokowego pozwolitaby na poznanie
podtoza choroby i mechanizméw molekularnych bedacych
podstawa progresji choroby, nadajac kierunek poszukiwa-
niom nowych celéw terapeutycznych. Postepujace zaburze-
nia genetyczne dotyczace genéw regulujacych proliferacje,
réznicowanie i migracje komorek, a takze sygnalizacje we-
wnatrzkomdrkowa wptywaja najpierw na rozwéj neoplazji
srédbtonkowej, a nastepnie na wystapienie inwazyjnego
raka stercza. Hipoksja jest cechg wielu nowotworéw ludz-
kich i uwazana jest za istotny modulator cech klinicznych
raka oraz odpowiedzi na leczenie, na ktére wptywa poprzez
zmiany genomowe i molekularne, indukujac wystepowanie
miejscowego zaawansowania oraz przerzutéw [4, 5]. Coraz
czesciej mikrosrodowisko guza i hipoksja sg badane jako
potencjalne czynniki prognostyczne w raku prostaty [6].
Ekspresja swoistych markeréw niedotlenienia guza jest istot-
nym predyktorem wynikéw leczenia wielu nowotworéw nie
tylko za pomoca promieniowania jonizujgcego, ale réwniez
chirurgii [7].

Hipoksja w guzie

Hipoksja jako patofizjologiczne nastepstwo niedopaso-
wania pomiedzy podaza a popytem tlenu jest cecha choro-
by nowotworowej, ktéra wynika bezposrednio z wysokich
wymagan metabolicznych szybko dzielacych sie komérek
nowotworowych zaleznych od dynamicznej, nieprzewidy-
walnejinieefektywnej neowaskularyzacji. Wiekszo$¢ guzéw
litych do wzrostu potrzebuje wtasnego doptywu krwi, ktéry
zostaje zapewniony dzieki procesowi angiogenezy. Zwiek-
szone zapotrzebowanie na tlen prowadzi do chaotycznego
tworzenia sieci naczyn. Mimo intensywnej neowaskulary-
zacji w guzach nowotworowych wystepuje niska gestos¢
unaczynienia oraz uboga sie¢ tetniczek, co skutkuje upo-
sledzonym i mniej wydajnym transportem krwi w guzie.

Pierwsze doniesienia, iz hipoksja moze by¢ obecna
w guzie nowotworowym, zostaly przedstawione przezThom-
linsona i Graya w 1955 roku [8]. Prowadzili oni obserwacje
na skrawkach histologicznych swiezych prébek z ludzkiego
raka ptuca. Obserwowali unaczynione obszary guza, z kt6-
rych komérki nowotworowe zaspokajaty swoje zapotrzebo-
wanie na tlen i sktadniki odzywcze na odlegtos¢ 150-180 mi-
krometrow. W zwigzku z tym zauwazyli wystepowanie strefy
zywych komérek nowotworowych zdolnych do proliferacji,
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otoczonych zrebem naczyn krwiono$nych oraz, w miare
wzrostu obwodowej czesci guza, strefe martwicy, w ktérej
wystepowata anoksja. Zdefiniowali oni hipoksje chronicz-
na poprzez wykazanie obecnosci komérek hipoksycznych,
zdolnych do zycia, ale niedotlenowanych, wystepujacych na
granicy miedzy komorkami utlenowanymi a strefa martwicy.

Dzi$ wiemy, iz nowotwory stanowia heterogenna po-
pulacje komoérek o réznym stopniu utlenowania. Klinicznie
istotne stezenia hipoksji sa wykrywane w 50-60 % wszyst-
kich nowotwordw [9]. Sg one mniej utlenowane niz tkanki
prawidtowe, w ktérych parcjalne cisnienie tlenu wynosi od
20 mm Hg w watrobie i mézgu do 70 mm Hg w nerkach
[10, 11]. Przy spadku poziomu tlenu w tkankach ponizej
fizjologicznych norm ich zdolno$¢ do utrzymania normal-
nych funkcji komérkowych zostaje uposledzona. Preznos¢
tlenu ponizej poziomu 10 mm Hg prowadzi do zwiekszonej
ekspresji czynnika HIF-1 oraz uruchomienia wielu innych
szlakéw molekularnych majacych na celu zachowanie pod-
stawowych funkcji komdrkowych. Ta ztozona i dynamiczna
reakcja ma szeroko idace konsekwencje w postaci zwiek-
szonej angiogenezy, przejscia z metabolizmu tlenowego
na beztlenowy, hamowania apoptozy i aktywacji czynnikéw
wzrostowych oraz nieodwracalnych zmian w genomie ko-
moérkowym [12-14].

Wzgledny poziom tlenu w guzie nowotworowym
w czasie napromieniania ma wptyw na skutecznos¢ radio-
terapii. Przy ci$nieniu parcjalnym tlenu ponizej 10 mmHg
komorki nowotworowe wchodza w stan hipoksji, w wyniku
czego stajg sie 2-3-krotnie bardziej radiooporne niz komorki
dobrze utlenowane. Promienioopornos$¢ tych komérek jest
zwigzana z brakiem tlenu, odpowiedzialnego za utrwalanie
uszkodzerh DNA spowodowanych napromienianiem [15].
Radioopornos¢ komoérek hipoksycznych w guzach nowotwo-
rowych jest najwieksza przy p02 ponizej 5 mm Hg [16, 17].

Uznaje sig, ze mimo iz frakcje komorek hipoksycznych
obecne sa w wiekszo$ci nowotworéw, to ich wptyw na pro-
gresje, tworzenie przerzutéw oraz odpowiedz na leczenie
jest zmienny i jest mato prawdopodobne, zeby byt jedna-
kowo istotny u wszystkich pacjentéw.

Jednym z najwazniejszych biatek, pozwalajagcym komor-
kom na adaptacje do niskiego stezenia tlenu w srodowisku,
jest biatko HIF-1.

Biatko HIF-1

Biatko HIF-1 (hypoxia induced factor) jest heterodi-
merycznym czynnikiem transkrypcyjnym zbudowanym
z dwoch podjednostek alfa i beta [18, 19]. U cztowieka zi-
dentyfikowano 3 geny: HIF-1A, EPAST i HIF3A, ktore koduja
odpowiednio HIF-1¢, HIF-2¢ i HIF-3a [20-21]. HIF-1¢ oraz
HIF-2a posiadaja podobng strukture, funkcje oraz szlaki
regulacyjne, natomiast HIF-3a petni funkcje inhibitora
transkrypcyjnej odpowiedzi na hipoksje. W warunkach tle-
nowych podjednostka a biatka HIF-1 jest degradowana



w komorce na drodze ubikwitynacji, a podjednostka j jest
niezaleznym od preznosci tlenu biatkiem konstytutywnym
znajdujacym sie w jadrze komdrkowym [22]. Proces degra-
dacji podjednostki o jest zapoczatkowany przez posttran-
slacyjng hydroksylacje aminokwasow proliny 402 i proliny
564 [23-25]. Dzieki hydroksylacji podjednostka « biatka HIF
jest rozpoznawana przez biatko von Hippla-Lindaua (pVHL),
ktore jest fragmentem kompleksu ligazy ubikwitynowej. Do
tak zmodyfikowanej podjednostkia przytacza sie biatko von
Hippla-Lindaua (pVHL) — produkt genu supresorowego
VHL, a nastepnie czgsteczki ubikwityny. Rozktad podjed-
nostki @ odbywa sie w proteasomie.

W warunkach hipoksji do podjednostki a nie sg przyta-
czane grupy hydroksylowe i nie nastepuje proces hydrok-
sylacji oraz oddziatywanie z pVHL. Wéwczas biatko HIF-1a
preferencyjnie faczy sie z transkrypcyjnymi koaktywatorami
p300 i CBP. Konsekwencjg tego jest zahamowanie rozkta-
du biatka HIF-1 na drodze ubikwitynacji. Wéwczas podjed-
nostka a przedostaje sie do jadra komoérkowego i taczy sie
z podjednostka 3, co prowadzi do pobudzenia ekspresji
gendéw w odpowiedzi na stan hipoksji. Do genéw regulo-
wanych przez niedotlenienie zaliczamy geny zaangazowane
w angiogeneze (kodujace VEGF — vascular enodthelial
growth factor), glikolize (kodujace GLUT — glucose trans-
porters) oraz kontrole pH (kodujace anhydraze weglano-
wa IX) [22, 26].

W warunkach hipoksji biatko HIF-1 moze indukowac¢
ekspresje kilkudziesieciu gendw, ktére kodujg biatka od-
powiadajgce za metabolizm energetyczny, neowaskula-
ryzacje, wewnatrzkomoérkowe pH oraz migracje komorek
nowotworowych.

Mimo ze obecnos¢ nadekspresji czynnika transkrypcyj-
nego HIF-1a zostata potwierdzona w wielu nowotworach,
m.in.: piersi, odbytnicy, stercza i szyjki macicy [27-32], jego
rola w progresji choroby pozostaje niewyjasniona. Wysokie
stezenia HIF-1a w liniach komodrkowych raka nerki i sutka
wptywaty na zwiekszenie przezywalnosci komoérek rako-
wych, natomiast w raku jajnika miaty zwigzek ze zwiekszong
apoptoza. Korelacja pomiedzy zwiekszong ekspresjg HIF-1a
a opornoscig na apoptoze i gorszym rokowaniem nie jest
tozsama dla kazdego nowotworu. Volm i wsp. w badaniu
nad niedrobnokomaérkowym rakiem ptuca wykazali zwiazek
miedzy ekspresje HIF-1a a apoptoza komérek nowotwo-
rowych i zwiekszong mediang czasu przezycia [32]. Inne
badanie w podobnej grupie chorych nie potwierdzito tych
doniesien [33].

W wielu nowotworach nadekspresja HIF-1¢ jest obser-
wowana na wczesnym etapie rozwoju nowotworu i koreluje
ze zwiekszona gestoscig unaczynienia w zmianie. Bos i wsp.
wykazali, iz rak przewodowy in situ, ktéry jest wczesnym
przedinwazyjnym stadium raka piersi, charakteryzuje sie
zwiekszong ekspresja biatka HIF-1¢, co wigze sie z wieksza
gestoscig naczyniowa guza [34]. To samo zjawisko zaob-

serwowano w raku jajnika i guzach moézgu, sugerujac, ze
aktywnos$¢ HIF-1 przyczynia sie do zwiekszonej produkgcji
proangiogennych czynnikéw takich jak VEGF [35, 36]. Zwia-
zek miedzy ekspresjg HIF-1a a stopniem zaawansowania
guzaijego unaczynieniem udowodniono réwniez w guzach
mozgu [36].

Aebersold i wsp., badajac ekspresje HIF-1a w raku no-
sogardta, wykazali, iz chorzy z ekspresjg HIF-1a w > 10%
komorek guza mieli 3-krotnie mniejsza szanse na uzyskanie
catkowitej remisji po radioterapii w poréwnaniu z grupa
chorych ze zwiekszong ekspresja biatka HIF-1a w < 10%
komorek nowotworowych [37].

Hipoksja w raku stercza

W praktyce klinicznej w celu wyréznienia komérek hi-
poksycznych w nowotworach stosowane sg cztery gtéwne
metody: ocena immunohistochemicznej ekspresji biatek
— markery wewnatrzkomérkowe i zewnatrzkomérkowe
hipoksji, mikroelektrody, obrazowanie obszaru hipoksji oraz
obrazowanie utlenowania hemoglobiny.

Wielu badaczy dotychczas udowodnito, ze w raku stercza
znajduja sie rejony hipoksyczne [38, 40-42]. Na podstawie
badan immunohistochemicznych z wykorzystaniem mar-
keréw niedotlenienia komérek i bezposrednich pomiaréw
tlenu elektrodami klinicznie istotne poziomy niedotlenienia
sg wykrywane w 30-90% przypadkdw raka stercza. Niestety,
nadal niewiele wiadomo na temat wptywu hipoksji w raku
gruczotu krokowego na czas wolny od progresji i dtugofalo-
we efekty leczenia radioterapeutycznego i chirurgicznego.
Vergis i wsp. zbadali mikromacierze tkankowe pobrane od
grupy 201 chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem
stercza, ktérzy zostali poddani neoadiuwantowej hormono-
terapii oraz radioterapii. Ich badanie pokazato, iz zwiekszona
ekspresja biatka HIF-1 oraz genu VEGF byty niezaleznymi
czynnikami zwigzanymi z wystapieniem wznowy bioche-
micznej. Vergis i wsp. udowodnili, iz zwiekszona ekspresja
czynnika transkrypcyjnego HIF-1« jest niezaleznym czynni-
kiem prognostycznym progresji biochemicznej u pacjentéw
chorych na raka stercza poddanych radioterapii lub prosta-
tektomii [43]. Ich ustalenia sg zgodne z wynikami badan
Movsasa i wsp. [42], ktérzy zbadali grupe 57 pacjentéw
chorych na raka stercza z grupy niskiego i posredniego
ryzyka poddanych brachyterapii. Movsas i wsp. wykazali
istotny zwigzek pomiedzy utlenowaniem guza a czasem do
wystgpienia wznowy biochemicznej. Ten fakt moze wskazy-
wac na to, iz hipoksja jest klinicznie istotnym wyznacznikiem
przebiegu choroby. Jednak nalezy pamigta¢, ze zwigkszona
ekspresja HIF-1 moze by¢ réwniez wywotana poprzez czyn-
niki niezalezne od hipoksji, takie jak zmieniona ekspresja
onkogendw i supresoréw nowotworowych, wolne rodniki
tlenowe, androgeny i inne czynniki wzrostowe [44-46].

Badacze z Princess Margaret Cancer Centre w Toronto
przeprowadzili prospektywne badanie na grupie 247 pa-

167



cjentéw z rakiem stercza, u ktérych zmierzono za pomoca
mikroelektrod Eppendorfa preznos¢ tlenu w gruczole kroko-
wym przed radioterapia. Mediana p02 wynosita 6,8 mm Hg,
a mediana procentowa niedotlenienia — mniej niz
10 mm Hg [47]. Wyniki ich badan wykazaty, ze niedotlenienie
jest zwigzane z wystgpieniem wczesnej wznowy bioche-
micznej oraz wznowy miejscowej w gruczole krokowym po
radioterapii lub radioterapii skojarzonej z hormonoterapia.

Badacze z Centrum Onkologii im. F. tukaszczyka w Byd-
goszczy poddali analizie 43 bloczki parafinowe gruczolako-
rakow stercza pochodzace od pacjentéw po pierwotnej pro-
statektomii. Przeprowadzili oni ocene nasilenia hipoksji w
tkankach stercza na podstawie analizy ekspresji biatka HIF-
-1a. Badanie ich wykazato obecnos¢ hipoksji w guzie pier-
wotnym w 90,7% rakéw stercza. Odnotowali réwniez istotng
statystycznie korelacje indeksu wigzania HIF-1a ze stop-
niem ztosliwosci histologicznej guzéw w skali Gleasona [48].
W wielu innych badaniach nie stwierdzono istotnej ko-
relacji pomiedzy poziomem ekspresji HIF-1a a standar-
dowymi czynnikami prognostycznymi w raku stercza [27,
28,49-51].

Zapatero i wsp. przeprowadzili retrospektywne ba-
danie oceniajgce ekspresje HIF-1a na grupie 86 mez-
czyzn chorych na raka stercza z grupy posredniego
i wysokiego ryzyka poddanych hipofrakcjonowanej ra-
dioterapii skojarzonej z hormonoterapia. Mediana czasu
obserwacji wynosita 10 lat. Zaskakujaco, nadekspresja
cytoplazmatycznego HIF-1a wigzata sie z poprawa przezycia
catkowitego [52].

Rak gruczotu krokowego jest nowotworem hormo-
nozaleznym, ktérego leczenie systemowe polega przede
wszystkim na eliminacji androgenéw z organizmu. Skoja-
rzenie radioterapii zhormonoterapia w leczeniu miejscowo
zaawansowanego raka gruczotu krokowego prowadzi do
zmniejszenia komorek klonogennych guza, a zatem stwa-
rza wigksze szanse wyeliminowania pozostatych komoérek
w trakcie radioterapii. Co wiecej, zastosowanie hormono-
terapii, zmniejszajac liczbe komoérek w obrebie guza no-
wotworowego, przyczynia sie do poprawy utlenowania
pozostatych komérek nowotworowych. Ostatnio przepro-
wadzone badania wskazujg, ze hormonoterapia poprawia
utlenowanie w komérkach nowotworowych stercza [53].
Jednak pomimo wysokiej skutecznosci hormonoterapii
u czesci chorych po pewnym czasie dochodzi do progresji
choroby wynikajacej z uniezaleznienia komérek raka stercza
od endogennych androgendéw. W latach 90. XX w. Visakorpi
i wsp. udowodnili, ze wéwczas w komérkach raka stercza
nadal dziataja szlaki transdukcji sygnatu zwigzane z recep-
torami androgenowymi, a same receptory ulegaja aktywacji
niezaleznie od obecnosci endogennych androgenéw [54].
Wtedy, przy kastracyjnych poziomach testosteronu, po-
wstaje rak gruczotu krokowego oporny na kastracje (CRPC
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— castration resistant prostate cancer). CRPC jest Smiertelng
forma raka, z duzym potencjatem przerzutowania. W mo-
mencie zdiagnozowania opornosci na kastracje u 84%
chorych wystepuja przerzuty. CRPC wigze sie ze znacz-
nym pogorszeniem jakosci zycia [55]. Waznym kierunkiem
w badaniach nad rakiem stercza jest poszukiwanie czynni-
kéw, ktore pomogtlyby w identyfikacji pacjentow, u ktérych
rozwinie sie opornos¢ na kastracje. Obecnie dostepnych
jest tylko kilka biomarkeréw przydatnych w identyfikacji
CRPC. Niewiele jest réwniez mozliwosci terapeutycznych
u pacjentdéw z powyzszym rozpoznaniem [56, 57].
Ranasinghe i wsp. oceniali role HIF-1a w powstawaniu
CRPC w warunkach in vitro [58]. Badali oni trzy linie komor-
kowe ludzkiego raka gruczotu krokowego: PC3, DU 145
i LNCaP. Wykazali, ze HIF-1¢ jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka rozwoju CRPC. Ekspresja HIF-1¢ byta niezalezna od
skali Gleasona, stadium nowotworu i zastosowanego lecze-
nia. Analiza wieloczynnikowa wykazafta, ze ryzyko rozwoju
raka gruczotu krokowego opornego na kastracje u pacjen-
téw poddawanych hormonoterapii, u ktérych wystepowata
nadekspresja HIF-1¢, byto 10-krotnie wieksze. Obserwacja ta
wyraznie podkresla istotnos¢ oceny statusu czynnika trans-
krypcyjnego HIF-1a w prognozowaniu rozwoju opornosci
na kastracje w raku stercza oraz w selekcji chorych kwalifiku-
jacych sie do nowatorskich hormonoterapii drugiego rzutu.

Podsumowanie

Hipoksja jest negatywnym czynnikiem prognostycz-
nym efektow leczenia nie tylko za pomoca radioterapii, ale
réwniez chirurgii i chemioterapii [59, 60]. Stanowi to silne
uzasadnienie dla prowadzenia badan nad skojarzeniem
standardowego leczenia onkologicznego z czynnikami
ukierunkowanymi na niedotlenienie. Duzym wyzwaniem
pozostaje znalezienie klinicznie istotnego testu do pomiaru
hipoksji, ktéry bytby tani, nieinwazyjny i odtwarzalny.

Lista stosowanych skrétow:

VHL — von Hippel-Lindau

pVHL — biatko von Hippla-Lindaua

VEGF — vascular enodthelial growth factor
HIF-1 — hypoxia-inducible factor 1

HIF-1a — hypoxia-inducible factor 1 alpha
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