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Streszczenie

W prezentowanej pracy dokonano przegladu literatury odnosnie zwigzku pomiedzy biatkami szlaku niedokrwistosci
Fanconiego (FA) a odpowiedzig na leczenie chemiczne chorych na raka jajnika (OC).

Pomimo nieustannego rozwoju medycyny OC ciggle pozostaje wyzwaniem zarowno dla lekarzy jak i badaczy
poszukujgcych coraz to lepszych rozwigzan farmakologicznych w terapii przeciwnowotworowej. Duzym problem
w leczeniu OC jest pojawiajgca sie w trakcie terapii opornosc na stosowane cytostatyki. Badacze caty czas probujg
poznac¢ mechanizmy odpowiedzialne za lekoopornos¢ komorek nowotworowych aby moc w przysztosci stworzy¢
leki, ktore ponownie uwrazliwig komorki nowotworowe na cytostatyki. Nieprawidtowosci w naprawie DNA, w tym
uszkodzenia biatek szlaku FA, mogg by¢ mozliwymi mechanizmami niestabilnosci genomowej w nowotworach
i mogg by¢ odpowiedzialne za nadwrazliwosc komorek nowotworowych na dziatanie chemioterapeutykow.

Wyniki badari wskazujg, ze uszkodzenia gendw FA moga by¢ brane pod uwage jako uzyteczny czynnik predykcyjny
w OC (wskaznik wraZliwosci na zastosowana chemioterapie opartg na lekach cytostatycznych tworzgcych wigzania
krzyzowe DNA).

Stowa kluczowe: rak jajnika / bialka szlaku niedokrwistosci Fanconiego / cisplatyna /
/ metylacja FANCF /

Abstract

We reviewed the literature on the relationship between the Fanconi anemia pathway (FA) and response to
chemotherapy in patients with ovarian cancer.
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Despite continuous developments in medicine, ovarian cancer remains a challenge for both, physicians and re-
searchers seeking ways to achieve better results of chemotherapy combined with other targeted therapies. Clini-
cally relevant resistance to chemotherapy is a major problem in treating ovarian cancer. Researchers continue to
investigate mechanisms responsible for drug resistance in order to develop better therapeutic methods against

ovarian cancetr.

Among the resistance mechanisms, defects in DNA repair, including the FA pathway, may be important in increasing
the sensitivity of ovarian cancer cells to chemotherapy agents at the clinical level. A growing number of data has
shown that disruption of the FA genes may be a useful predictor of OC sensitivity to chemotherapy agents whose

activity is based on DNA crosslinking mechanisms..

Key words: ovarian cancer / Fanconi anemia pathway / cisplatin

FANCEF methylation

Wstep

Rak jajnika jest pierwsza przyczyna zgonu kobiet z powodu
nowotworow ztosliwych zenskich narzadéw pitciowych i zara-
zem trzecia z powodu wszystkich nowotworéw zlosliwych ko-
biet w Polsce [1]. Wynika to gtownie z braku skutecznych badan
przesiewowych i rozpoznawania OC w zaawansowanych sta-
diach choroby, gdzie przezycie 5-letnie osiaga 18-45% chorych
[2]. Standardowa terapia w leczeniu OC jest zabieg operacyjny
skojarzony z chemioterapia, oparta na schemacie paklitaksel plus
cisplatyna/karboplatyna, w wyniku ktérej odpowiedz na lecze-
nie osiaga ponad 80% chorych a mediana przezycia wolnego od
choroby wynosi ok. 18 miesigcy. W ciagu dwoch lat od postawie-
nia rozpoznania raka jajnika u ok. 75% pacjentek dochodzi do
nawrotu tej choroby nowotworowej [3-6]. Pomimo stosowania
réznych lekow cytotoksycznych, w przypadku nawrotu OC, od-
powiedz na leczenie osiaga zaledwie 10-28% chorych, co z kolei
motywuje badaczy do nieustannego poszukiwania coraz to now-
szych strategii leczenia OC 1 markeréw odpowiedzi na leczenie
[7].

Cisplatyna (cDDP) i karboplatyna sa lekami powszechnie
stosowanymi w terapii OC. Wyczerpanie skutecznosci tych le-
kéw ma zwiazek z pojawianiem sig¢ klonow komorkowych wy-
kazujacych opornos$¢ wzgledem pochodnych platyny. Badania la-
boratoryjne i kliniczne wskazuja na wieloczynnikowy charakter
pojawiajacej si¢ opornosci komorek OC obejmujacy zmniejszo-
ny transport do wngtrza komorki rakowej, zwigkszony metabo-
lizm pochodnych platyny poprzez wzrost aktywnos$ci glutatio-
nu i innych enzyméw metaloproteinowych a takze zwigkszenie
aktywnosci mechanizmow naprawy peknigé DNA, co w efekcie
prowadzi do zaburzenia zabijania komdrek nowotworowych [8].

Biatka szlaku niedokrwistosci Fanconiego

Do szlaku biatek niedokrwistosci Fanconiego (ang. Fanconi
anemia pathway, FA) nalezy 16 zidentyfikowanych dotychczas
gendéw: FANCA, FANCB, FANCC, FANCD! (znany takze jako
BRCA2), FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ
(inaczej BRIPI), FANCL, FANCM, FANCN (znany jako PALB2),
FANCO (tymczasowo RADS51), FANCP, FANCQ. Bialtka kodo-
wane przez te geny zostaty podzielone w nastgpujace grupy: 1)
FANCA, B, C, E, F, G, L, M oraz bialka towarzyszace tzw. FAAP
(ang. Fanconi anemia associated proteins): FAAP20, FAA24,
FAAP100 — tworzace kompleks jadrowy; 2) FANCD2 i FANCI
— tworzace heterodimer ID, ulegajacy monoubikwitynacji w od-
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powiedzi na uszkodzenie DNA; 3). FANCD1-FANCN - biorace
udzial w procesie ubikwitynacji; 4) FANCIJ - helikaza wspotdzia-
tajaca z BRCA1 i 5) heterodimer FANCM-FAAP24 — majacy ak-
tywnos¢ translokazy DNA, przy czym biatka te zidentyfikowano
jako biatka zwiazane z FANC (ang. FANC-asociated proteins)
[9-10]. Omawiane biatka sg aktywne w fazie S cyklu komor-
kowego 1 wspoldziataja z innymi biatkami zarébwno w procesie
replikacji jak i podczas kontroli cyklu komorkowego w fazie S
[11].

Mutacje bialleliczne w kazdym z tych genow (oprocz FAN-
CB) prowadza do rozwoju niedokrwistosci Fanconiego (FA),
przy czym przewaznie mutacje zarodkowe stwierdzono u cho-
rych na niedokrwisto§¢ FA, natomiast mutacje somatyczne oraz
epigenetyczne wyciszanie genow FA sa obecne w rdznych no-
wotworach w ogolnej populacji (pacjenci bez stwierdzonej nie-
dokrwistosci FA). Niedokrwisto$¢ FA jest rzadkim zespotem nie-
stabilnosci chromosomowej (od jednego do pigciu przypadkow
na milion 0sdb), dziedziczonym gtownie w sposdb autosomalny
recesywny, charakteryzujacy si¢ m.in.: wadami wrodzonymi (np.
wady szkieletowe, mikrocefalia, hiperpigmentacja skory), ane-
mig aplastyczng u dzieci, zwigkszona predyspozycja do zachoro-
wan na ostra biataczkg szpikowa i nowotwory gtownie ptaskoko-
morkowy glowy i szyi, szyjki macicy/ginekologiczne oraz nad-
wrazliwos$cia komorek FA na leki indukujace powstawanie ICLs
(cDDP, melfalan) [12-16]. Niedokrwisto$¢ FA (zwlaszcza nie-
wydolnos¢ szpiku kostnego) najczgséciej ujawnia si¢ w pierwszej
dekadzie zycia, a dodatkowo, u okoto 20% chorych rozwijaja si¢
nowotwory [17]. Typowym nowotworem u dorostych chorych
na niedokrwisto$¢ FA jest rak piersi [12]. Chorzy z niedokrwi-
stoscig FA maja ponad 50-krotnie wigksze ryzyko zachorowania
na nowotwor w poréwnaniu do ogélnej populacji. Srednia wieku
rozwoju nowotworoéw u pacjentow z niedokrwistoscia FA wyno-
si 16 lat w odniesieniu do 68 roku zycia w populacji 0s6b bez
niedokrwistoéci FA, przy czym u jednej trzeciej chorych na nie-
dokrwistos¢ FA nowotwory bgda mogtly rozwinaé si¢ do 40 roku
zycia [18,19]. Ponadto, sadzi sig, ze mutacje w genach FA moga
promowac rozwdj nie tylko nowotwordéw dziedzicznych ale tak-
ze 1 sporadycznych u osob dorostych [20].

Ostatnio coraz wigcej uwagi poswigca si¢ zagadnieniu me-
tylacji DNA w obrgbie tzw. wysp CpG promotoréw gendéw su-
presorowych, odgrywajacej wazne role w procesie regulacji eks-
presji gendow zarowno w trakcie réznicowania si¢ prawidtowych
komorek jak i procesie nowotworzenia. Komorki nowotworowe
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wykazuja genomowa hipometylacjeg, czyli obnizenie pozimu me-
tylacji wszystkich cytozyn, z jednoczesna hipermetylacja wysp
CpG, prowadzaca do niestabilnoéci genomomu oraz zwigkszonej
ekspresji protoonkogendéw wskutek ich hipometylacji. Z kolei
metylacja w obrgbie wysp CpG promotoréw genoéw supresoro-
wych indukuje ,,wyciszenie” transkrypcyjnej aktywno$ci tych
gendéw [21]. Zmiany metylacji DNA spotykane sa czgsto w ko-
morkach nowotworowych, dlatego tez zjawisko to znajduje za-
stosowanie w badaniach nad poszukiwaniem wskaznikow kar-
cenogenezy i skuteczniejszego leczenia chorych na nowotwory.

Szlak biatek FA/BRCA a rak jajnika

Szlak FA/BRCA reguluje odpowiedz komorki na uszkodze-
nia DNA wywotane cDDP lub innymi substancjami tworzacymi
wiazania krzyzowe DNA. Szlak ten jest regulowany aktywno$cia
kilku biatek FA. W odpowiedzi na uszkodzenie DNA, biatka FA
tworzace kompleks jadrowy monoubikwitynuja biatko FANCD?2,
ktore nastgpnie oddziatuje z biatkiem FANCDI. Interakcja obu
tych biatek jest wymagana do naprawy DNA poprzez rekombina-
cj¢ homologiczna. Ponadto, w aktywacji szlaku FA/BRCA bie-
rze udzialt kinaza ATR (ang. Ataxia telangiectasia related) [22].

Inaktywacja szlaku FA/BRCA prawdopodobnie wykazuje
zwiazek ze wezesnym etapem rozwoju nowotworow sporadycz-
nych. Przyktadowo, mutacje genéw FANCC i FANCG obecne sa
w nowotworach trzustki; hipermetylacjg genu FANCF zaobser-
wowano m.in. u chorych na raka szyjki macicy, jajnika, ostra bia-
faczke szpikowa, niedrobnokomoérkowego raka pluc [23]. Mu-
tacje monoalleliczne FANCDI (okreslanego jako BRCA2) pro-
wadza do rozwoju dziedzicznego raka piersi i jajnika, natomiast
dziedziczne mutacje bialleliczne — do rozwoju niedokrwistosci
FA. Podobnie, mutacje zarodkowe bialleliczne genéw FANCN/
PALB2 1 FANCJ/BRIPI sa przyczyna niedokrwisto$ci FA, za$
dziedziczne mutacje monoalleliczne spotykane sa u blisko 2%
z mutacjami genéw BRCA1/2. Ponadto, z rodzinnym rakiem pier-
si zwiazek wykazuja takze geny FA: FANCO/RADS51C i FANCP/
SLX4 [12,24,25]. Poniewaz nie opisano mutacji biallelicznych
genu BRCA1, dlatego gen ten jest kluczowa komponenta szlaku
biatek FA.

Taniguchi i wsp. jako pierwsi zasugerowali nowy moleku-
larny mechanizm niestabilnos$ci genetycznej komorek OC— dys-
funkcje bialek FA. Dziedziczne mutacje homozygotyczne genow
FA powoduja niedokrwisto$¢ FA, przy czym wszystkie komorki
somatyczne wykazuja nadwrazliwo$¢ na substancje tworzace
wigzania krzyzowe DNA. Utrata prawidtowej funkcji biatek FA
moze by¢ pierwszym krokiem w procesie nowotworzenia, za$
w nowotworach sporadycznych prawdopodobnie jest ,,czynni-
kiem progresji”, majacej miejsce w podzniejszym etapie rozwoju
guza. Ponadto, autorzy sugeruja, ze wybiorcze blokowanie funk-
cji molekularnych biatek FA moze zwigkszy¢ wrazliwo$¢ komo-
rek na dziatanie cDDP [26,27].

Komoérki OC poczatkowo wykazuja wrazliwo$¢ na cDDP,
ale z czasem staja si¢ na nia oporne. Poznanie molekularnych
mechanizmoéw poczatkowej wrazliwosci na ¢cDDP i nabywania
opornosci jest kluczowe dla skuteczniejszego leczenia chorych
na OC. Prawdopodobnie, nadwrazliwos$¢ na cDDP we wezesnym
stadium OC jest skutkiem nabytych uszkodzen szlaku FA/BRCA,
bioracego udzial w naprawie uszkodzen DNA, powstajacych
w wyniku epigenetycznej metylacji i wyciszania jednego z ge-
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néw FA (FANCF), prowadzacych do niestabilno$ci chromoso-
malnej, inaktywacji innych genéw supresorowych poprzez utratg
heterozygotycznos$ci oraz szybkiej progresji nowotworu, ktory
poczatkowo wykazuje nadwrazliwo$¢ nacDDP, ale po leczeniu
tym cytostatykiem, niewielka pozostajaca frakcja komoérek z nie-
zmetylowanym FANCF prowadzi do ponownego wzrostu opor-
nego na cisplatyng nowotworu [15].

Badania przeprowadzone na liniach komérkowych OC wy-
kazaly metylacj¢ genu FANCF w czterech z 26 linii (TOV-21G,
2008, C13 — pochodna linii 2008 i OAW-42), powodujaca supre-
sj¢ ekspresji biatkka FANCF i zwigkszona wrazliwo$¢ na cDDP.
Z chwila czgéciowej demetylacji FANCF (za pomoca substancji
demetylujacej DAC: 5-aza-2’-deoksycytydyny) zostala przy-
wrocona prawidtowa ekspresja FANCF w C13 — (pochodna linii
komorkowej raka jajnika 2008 opornej na cDDP). Metylacjg do-
datkowo stwierdzono w 4 (21%) sposrdod 19 pierwotnych guzow
jajnika [26]. Podobne odsetki metylacji odnotowano w innym
badaniu — odpowiednio: 27,8% w probkach raka jajnikaiw 1 z 7
badanych linii komérkowych OC (OVCAR-3), przy czym do-
datkowo zaobserwowano, ze metylacja FANCF reguluje poziom
ekspresji bialka FANCF (67% przebadanych OC wykazywalo
zmniejszenie ekspresji tego biatka). Autorzy sadza, ze inaktywa-
cja FANCF indukowana metylacja odgrywa wazna rolg w roz-
woju OC poprzez uszkodzenie szlaku FA/BRCA [28]. (Tabela I).

W tabeli I przedstawiono wyniki czterech badan klinicznych,
w ktorych oceniano ekspresjg i odsetek metylacji genu FANCF
(trzy badania), genu BRCA! (dwa badania) i genu BRCA2 (jedno
badanie). Analizujac przedstawiona grupg badan, mozna podjaé
probe ich zdefiniowania jako wstgpne badania pilotazowe. Na
takie stwierdzenia wplywa ilo$¢ przebadanych chorych na OC,
ktorych byto od 25 do 134. Chore z OC byly leczone standar-
dowo w oparciu o pochodne platyny skojarzone z paklitakselem
lub cyklofosfamidem, a typ histopatologiczny surowiczy stano-
wit ponad 60%. Leczenie systemowe, jakie otrzymaty chore na
raka jajnika bylo takze typowe. Odsetek metylacji w zakresie
ekspresji genu FACF wynosit od 0% do 24%, w przypadku genu
BRCAI odsetek metylacji wynosit od 6,5% do 12,3%, natomiast
w odniesieniu do genu BRCA2 stwierdzono metylacj¢ ma pozio-
mie 4%. W dwoch badaniach probowano wykaza¢ funkcjonalna
zaleznos¢ pomigdzy statusem molekularnym badanych genow
a klinicznym przebiegiem OC. W oparciu o przedstawione ba-
dania trudno jest pokusi¢ si¢ o wyciagnigcie nawet wstgpnych
wnioskow. Nalezy przypuszczaé, ze dalsze badania w zakresie
zmian molekularnych obejmujacych geny naprawy DNA re-
prezentowane przez BRCAI, BRCA2 oraz geny szlaku biatek
FA w odniesieniu do klinicznego przebiegu OC bgda wymagaé
ujednolicenia metodyki badawczej oraz ustalenie czasowego tan-
cucha zmian badanych genéw na réznych etapach progresji OC
w odniesieniu do zastosowanego leczenia chemicznego, jako je-
dynej terapii lub w skojarzeniu z terapig antyangiogenna w opar-
ciu o bewacyzumab.

Uszkodzenia DNA indukowane pochodnymi platyny
Pochodne platyny — cisplatyna [ cis-diamminedichloropla-
tinum(II)] i karboplatyna (cis-diammine-[1,1-cyclobutanedicar-
boxylato]platinum(II)) sq substancjami wykorzystywanymi w le-
czeniu wielu nowotworoéw - m.in. raka glowy i szyi, OC, ptluc,
jadra, nowotwordow dziecigeych, biataczek [33,34]. Oba zwiazki
uniemozliwiaja replikacje DNA, transkrypcje¢ RNA, indukuja
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Tabela I. Badania kliniczne oceniajace ekspresje i metylacje genu FANCF i genow BRCA1 i BRCA2 u chorych na raka jajnika

Piém Liczba | Typ histologiczny Rodzaj Odsetek metylacji | Odsetek metylacji giﬁt:gi B
* | chorych | OC chemioterapii | FANCF BRCA1 y'ac) y
BRCA2
surowiczy - 33 przezycie wolne od
inny niz surowiczy 12| (cDDP/ 0 o o bt Z?Sé?ﬂhorych
29] 53 gallfl“;%kssler’nf dD)DP/ 13,2% (7/53) nie oceniano oceniano |z niezmetylowanym FANCF
brak danych - 8 y (HR 3,63, 95%Cl:1,54-8.54;
p=0,0016)
[30] 25 ziarniszczak - 25 brak danych 24% (6/25) nie oceniano 4% (1/25) | nie oceniano
2,2% (3/134) 7,5% (10/133) - cata
- cata grupa grupa
. » bez chth 3,2% (3/93) 6,6% (6/91) — bez chth | . brak zwigzku pomiedzy
By | 13 Z‘L’J'%kvjizc‘fc rak 0o chth ez chth 18% (2111)—pocnth | 1® | metylacia FANCF, BRCT
y neoadjuwantowej | 0% — po chth neoadjuwantowej a przezyciem
neoadjuwantowej 6,5% (2/31) — rak
0% - rak nawrotowy | nawrotowy
cDDP/
karboplatyna
Wigkszos¢ rak - monoterapia o o nie nie
(32] 106 surowiczy cDDP/ 0% 12,3% (13/106) oceniano | oceniano
karboplatyna plus
paklitasel

chth — chemioterapia; cDDP - cisplatyna;

zatrzymanie cyklu komérkowego i apoptoze poprzez tworzenie
wigzan krzyzowych wewnatrzniciowych (ang. DNA intrastrand
crosslinks) i migdzy sasiadujacymi niémi DNA (ICLs —ang. DNA
interstrand crosslinks) wskutek wigzania platyny do atomow
N(7) sasiadujacych guanin i rzadziej adenozyny, powodujac po-
wstanie jedno- lub dwufunkcyjnych adduktéw cisplatyna-DNA
(ang. crosslink).

Sposréd wszystkich adduktow, 60-65% stanowia wiazania
1,2-wewnatrzniciowe CpG, 20-25% wiazania 1,2-wewnatrzni-
ciowe ApG oraz 2% stanowia wigzania migdzyniciowe G-G. [35,
36].

Za usuwanie ICLs odpowiedzialne sa gtdwnie enzymy kom-
pleksu naprawy DNA przez wycigcie uszkodzonego nukleotydu
(ang. nucleotide excision repair, NER). Wzrost aktywnosci NER,
szczegodlnie poprzez nadmierna aktywno$¢ endonukleazy na-
prawczej ERCC1 w komdrkach nowotworowych, moze dopro-
wadzi¢ do wygenerowania opornosci na zwiazki platyny poprzez
mechanizm usuwania zwiazkéw platyny przed uruchomieniem
szlaku apoptozy [36]. Natomiast komorki z nieprawidtowa na-
prawa NER sg bardziej wrazliwe na cDDP [37]. Ponadto, ICLs
usuwane sa za pomocg biatek w procesie rekombinacji homolo-
gicznej (ang. homologous recombination,), syntezy DNA z omi-
ni¢ciem miejsca uszkodzenia (ang. translesion DNA synthesis
polymerases, TLS) i szlaku biatek niedokrwistoéci Fanconiego
(ang. Fanconi anemia pathway,), ktory jako jedyny bierze udziat
w wigkszos$ci etapow usuwania wigzan krzyzowych DNA, od-
dzialuje z innymi systemami naprawczymi oraz szlakami zaanga-
zZowanymi w utrzymaniu stabilno$ci genomu [9, 11, 38].

Podsumowanie

Jak wykazano powyzej, roznice w odpowiedzi na leczenie
cDDP chorych na OC koreluja z funkcjonalnym statusem szlaku
biatek FA/BRCA, chociaz zaprezentowane wyniki sg wstgpne.
Szczegolnie brak zdolnosci do monoubikwitynacji FANCD2
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moze stac¢ si¢ potencjalnym czynnikiem predykcyjnym wskazu-
jacym na wrazliwo$¢ OC na leczenie cDDP [38]. Poniewaz wy-
niki badan wskazuja, ze gen FANCF ulega epigenetycznej inak-
tywacji w guzach pacjentow nowotworowych bez rozpoznanej
niedokrwistoséci FA, dlatego tez poszukuje si¢ zmian np. mutacji
Iub polimorfizméw zarodkowych genéw FA jako potencjalnych
czynnikoéw predysponujacych do tumorogenezy w tej grupie cho-
rych [18].

Ponadto, nieustannie poszukuje si¢ substancji umozliwia-
jacych przetamywanie opornosci komoérek OC na stosowane
chemioterapeutyki w celu zwigkszenia skuteczno$ci stosowanej
terapii. Pojawiaja si¢ doniesienia sugerujace, ze inhibitory szlaku
FA/BRCA np. inhibitory kinaz bialkowych (wortmanina, H-9,
alsterpaullon), kurkumina moglyby by¢ markerami wrazliwosci
komorek nowotworowych z prawidtowym szlakiem FA/BRCA
na dziatanie cDDP i moglyby odegraé istotna rolg¢ w kwalifikacji
chorych do leczenia skojarzonego pierwotnego OC. Wykazano,
ze szczegolnie kurkumina wstrzymuje monoubikwitynacjg biat-
ka FANCD?2 i dlatego ta funkcjonalna zmiana molekularna mo-
glaby by¢ wskaznikiem wrazliwosci komorek raka piersi i OC
na cDDP indukujaca apoptozg [22]. Zatem, inhibitory szlaku FA/
BRCA powinny przywroci¢ wrazliwo$¢ komorek nowotworo-
wych na dziatanie ¢cDDP [15].Dodatkowo pojawiaja si¢ suge-
stie, ze inne substancje np. flawonoidy - kwercytyna, podawa-
ne w matych dawkach, zwigkszaja wrazliwos¢ OC na dziatanie
c¢DDP i paklitakselu, przy czym mechanizm dziatania nie jest
doktadnie poznany [39].

Zatem poznanie molekularnych mechanizméw szlaku FA/
BRCA by¢ moze doprowadzi¢ do zaprojektowania nowych le-
kow terapeutycznych — terapii celowanych, skierowanych na
biatka lub enzymy tego szlaku, powodujacych uszkodzenia tego
szlaku, mozliwe ze poprzez zmiang poziomu monoubikwitynacji
biatka FAND2 w komorkach guza, czyniac je bardziej wrazliwy-
mi na dziatanie lekéw chemicznych [40].
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