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Chemioterapia — glowne przyczyny niepowodzen
Iwona Mitrus, Stanistaw Szala

Chemioterapia nie zawsze niszczy wszystkie komorki nowotworowe. Te, ktore przezywajq, stajq sie przyczynq pozniejszej
wznowy. Powody, dla ktorych leki zabijajg tylko czes¢ komdrek nowotworowych, sq bardzo rozne. Moze to byc niewlasciwa
budowa naczyn krwionosnych i podniesione cisnienie Srodmigzszowe wewnqtrz guza, ktdre utrudniajq transport lekéw do
komorek. Moze to by¢ brak tlenu, ktory wplywa na dzialanie chemioterapeutykow. Ponadto, niektore enzymy i niskie pH
macierzy pozakomdrkowej mogq inaktywowac leki.

Dotarcie leku do komorki nie gwarantuje, ze zadziala on prawidiowo. Niedobor proapoptotycznych lub nadmiar
antyapoptotycznych bialek utrudnia dzialanie lekow, ktore indukujq apoptoze. Lekoopornosé moze by¢ wywolana
nadekspresjq biatek usuwajgcych chemioterapeutyki z komarki lub naprawiajgcych uszkodzenia DNA, powstajgce w czasie
terapii. Zmiany w budowie mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego utrudniajq dzialanie zwiqzkow antymitotycznych. Brak
niektorych enzymow powoduje, ze proleki nie sq przeksztalcane w aktywng forme. Na opornos¢é komdrek nowotworowych
wplywa takze ich zmieniona adhezja do macierzy pozakomorkowej.

Powaznym problemem terapeutycznym jest obecnos¢ w guzie tzw. nowotworowych komorek macierzystych, ktore wykazujq
zwigkszong lekoopornosé. Zniszczenie tych komorek jest konieczne do catkowitego wyleczenia pacjenta.

Naszym zdaniem, w czasie projektowania nowych lekow i strategii terapeutycznych nalezy uwzglednic¢ wymienione powyzej
przyczyny niepowodzen.

Chemotherapy — main causes of failure

Chemotherapy does not always destroy all neoplastic cells. Those that survive lead subsequently to cancer recurrence. The
reasons for which drugs may kill only a part of cancer cells vary. Vascular pathologies and elevated intratumoral pressure
render it difficult for drugs to penetrate the inside of a tumor, whereas the lack of oxygen limits therapeutic effectiveness.
Extracellular matrix enzymes and low pH also can inactivate chemotherapeutics.

Even when a drug reaches the cancer cell, this does not always lead to its elimination. Overexpression of antiapoptotic
proteins or reduced levels of proaptotic proteins may block the action of drugs which potentially induce this type of cell death.
Other reasons for cellular resistance include overexpression of proteins responsible for eliminating the drug from cells and
high levels of DNA damage repair caused by the drug. Mitotic spindle inhibitors fail to act if the microtubules are assembled
incorrectly. Enzyme deficiency is responsible for the fact that pro-drugs fail to convert to their active form. Also, altered
adhesion to extracellular matrix may promote cell survival.

Another reason for failure is the presence of cancer stem cells within a tumor. Such cells are resistant to chemotherapy. They
are capable of repopulating the tumor and therefore they must be destroyed in the course of therapy.

In our opinion, gaining new knowledge about the possible causes of therapeutic failures in cancer is a prerequisite for
planning novel drugs and treatment strategies.
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komorek. Pierwszym problemem jest staby dostep leku
do niektorych komérek guza. Spadek aktywnosci lekow
moze by¢ spowodowany niewystarczajaca iloScig tlenu
lub obnizonym pH wewnatrz guza [1-3]. Lekooporno$¢
komoérek nowotworowych moze byé zwiazana z pojawia-
jacymi si¢ w nich mutacjami badZ nadekspresja niekto-
rych biatek [4]. Dodatkowym problemem jest obecno$¢
w guzie nowotworowych komoérek macierzystych, ktore
sa bardzo oporne na terapig, a po zakoficzeniu leczenia
powoduja ponowny wzrost guza [5-7].

W artykule omdéwiono wybrane problemy zwia-
zane z dostgpem i dzialaniem lekéw na komoérki nowo-
tworowe.

Wiasciwosci guzow litych

Guzy nowotworowe sa nie tylko zbiorowiskiem komorek
nowotworowych [1, 8, 9]. W guzach znajduja si¢ takze
naczynia krwionosne, limfatyczne, komorki ukfadu od-
pornosciowego, fibroblasty oraz macierz pozakomorko-
wa. Tworza one razem swoiste mikrosrodowisko, ktore
odgrywa wazng role¢ w progresji nowotworowej, prze-
rzutowaniu, ucieczce spod nadzoru immunologicznego.
Mikrosrodowisko to ma wplyw na dostepnos¢ lekdéw do
komorek nowotworowych, a takze na ich dzialanie w ko-
morkach nowotworowych.

Unaczynienie guza nowotworowego

W czasie swojego wzrostu guz nowotworowy wytwarza
wlasne naczynia krwiono$ne oraz limfatyczne [10, 11].
W przeciwiefistwie do naczyn prawidtowych naczynia
nowotworowe sg nieszczelne, krete, zawieraja liczne
przewezenia, Slepe zakonczenia, itp. Ilo§¢ naczyn jest
duzo mniejsza w centralnych rejonach guza niz na jego
obrzezach. Nieprawidfowa budowa naczyn powoduje spo-
wolnienie przeplywu i zaleganie krwi w naczyniach. Tlen
w tkance moze dyfundowac na odlegtos¢ do 100-200 um
[2]. Komorki nowotworowe, ktore znajduja si¢ w wigkszej
odlegtosci od naczynia, nie sa zatem wystarczajaco zaopa-
trywane w tlen. Stabiej utlenowane komorki w centralne;j
czesci guza czesto ging w wyniku martwicy [11-14].

Cisnienie §rodmigzszowe

Wewnatrz guza znajduja si¢ rOwniez naczynia limfatycz-
ne [11]. Sg one jednak niesprawne pod wzgledem funkec-
jonalnym: nie sg w stanie odprowadza¢ nadmiaru ptynu,
przenikajacego do masy guza z naczyn krwionos$nych.
Nagromadzenie plynu wewnatrz guza jest przyczyna
wzrostu ciSnienia Sroédmiazszowego [2]. Na ogot wigksze
guzy charakteryzujg si¢ wyzszym ci$nieniem §rédmiaz-
szowym niz mniejsze guzy. W obrebie guza ci$nienie jest
rownomierne w calej objetosci — jedynie na peryferiach
guza jest ono nizsze [1-3].

pH wewnatrz guza nowotworowego

Jedng z wlasnoSci guzow litych, odrozniajaca je od tkanek
prawidtowych, s zmiany pH [8]. W prawidlowych ko-
morkach pH jest lekko zasadowe (= 7,2), nieco nizsze niz
w macierzy pozakomodrkowej (okofo 7,4). W niektorych
komoérkach nowotworowych pH jest natomiast wyzsze
niz macierzy pozakomorkowej. Przyczyna tej roznicy sa
zaburzenia w dziataniu pompy jonowej [15]. Komorki
nowotworowe usuwajg jony H* w wiekszym stopniu niz
komorki prawidlowe, co powoduje wzrost pH wewnatrz
komorki oraz jego spadek w macierzy pozakomoérkowe.
W innych obszarach guza nowotworowego pompa jono-
wa dziafa prawidlowo. W tych rejonach pH jest takie, jak
w zdrowej tkance [11, 12].

Rozregulowanie mechanizmu odpowiedzialnego
za stabilizacj¢ pH jest jednym z waznych etapow w pro-
gresji nowotwordw [1, 12]. Przypuszcza sie, ze obnizo-
ne pH w guzie moze wplywac na inwazyjnoS¢ komorek
nowotworowych. Prawdopodobnie jest to zwigzane ze
zwigkszong aktywnoscia proteaz degradujacych biatka
macierzy (np. kolagenazy, katepsyny A, D, L) [12].

Czynniki utrudniajace transport leku do komérek
nowotworowych

OczywiScie, aby lek zadziatat, musi dotrze¢ do okreSlone-
g0 miejsca w organizmie — w tym wypadku do komoérek
nowotworowych [1, 3]. Zazwyczaj leki sg podawane do
krwiobiegu i wraz z krwig transportowane do guzow.
Stezenie leku jest znacznie wyzsze w poblizu naczynia
krwiono$nego, natomiast spada w komorkach coraz bar-
dziej oddalonych od §wiatta naczynia. Jak wspomniano,
w guzach nowotworowych znajduja si¢ obszary stabo
unaczynione — najcze¢sciej polozone w centralnej czeSci
guza. Tak wigc juz w pierwszym etapie — transporcie leku
— pojawia si¢ trudnos¢ z dostarczeniem go do calej masy
guza.

Sciana naczynia krwionoSnego

Aby dotrze¢ do komoérek nowotworowych lek musi wy-
dostac si¢ z naczynia krwionoSnego [16]. Male czastecz-
ki (np. tlen, sktadniki odzywcze, niektore chemiotera-
peutyki) dyfunduja poprzez komorki Srodblonkowe.
Roéwniez czasteczki wigksze, rozpuszczalne w lipidach,
mogg przenikaé przez komorki srédblonkowe. W przy-
padku wigkszych czasteczek (np. niektére polimery,
przeciwciata), nierozpuszczalnych w lipidach, istnieja
dwie drogi transportu: przez pory (okienka) istniejace
pomiegdzy komorkami Srodbtonka lub poprzez transport
pecherzykowy (vesicular transport), za pomocg ktorego
komorki przenosza zwigzki w sposob aktywny ze Swia-
tta naczynia do sasiadujacej tkanki lub komorek guza
NOwotworowego.

Naczynia w guzie nowotworowym sa zwykle 4-10
razy bardziej przepuszczalne niz prawidlowe [16]. Za
przepuszczalno$¢ t¢ odpowiadaja zaréwno pory pomie-
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dzy komorkami Srddbtonka, jak i zwigkszony transport
pecherzykowy.

Macierz pozakomérkowa

W tkankach prawidlowych, w przestrzeni pozakomor-
kowej odbywa si¢ ruch plynu tkankowego [1, 3]. Plyn
przemieszcza si¢ z obszaréw o ci$nieniu wyzszym (zwy-
kle potozonym blisko naczyn krwiono$nych) do obszaréw
o ci$nieniu nizszym, a nastepnie do naczyn limfatycznych.
Ruch ten umozliwia m.in. transport réznych czasteczek
w procesie konwekcji. Rozktad ci$nienia Srodmigzszowe-
go w guzie jest jednorodny, a naczynia limfatyczne, ktore
powinny odprowadza¢ nadmiar plynu, sa niesprawne.
Z tego powodu konwekcja w guzie jest bardzo ograniczo-
na. Natomiast w czeSci peryferyjnej roznica ciSniefi moze
powodowac ucieczke plynu tkankowego i rozpuszczonego
w nim leku poza guz nowotworowy.

Poniewaz konwekcja jest ograniczona, gléwnym
mechanizmem umozliwiajacym przemieszczanie si¢
lekéw w obrebie guza jest dyfuzja [1, 3]. Dyfuzja leku
w guzie zalezy od wielu czynnikéw, m.in. wielkoSci cza-
steczki (czasteczki mate poruszaja si¢ znacznie szyb-
ciej), jej ksztaltu, rozpuszczalnos$ci w wodzie. Ponadto
wewnatrz guza nowotworowego leki moga by¢ wigzane
przez biatka macierzy pozakomoérkowe;j [1, 8].

Nawet wysokie stezenie leku we krwi nie gwaran-
tuje, ze lek dotrze do wigkszoSci komoérek nowotworo-

wych [17].

Inne ograniczenia — niedotlenowanie
komoérek nowotworowych i obnizone pH
macierzy pozakomodrkowej

Niektore z lekow (np. bleomycyna, etopozyd, karbopla-
tyna) dzialaja znacznie stabiej lub nawet nie sg aktywne
w przypadku braku tlenu [3, 18]. Niedobor tlenu moze
hamowa¢ podzialy komdrkowe (wiele lekow dziata je-
dynie w okreslonej fazie cyklu podziatowego), niedotle-
nienie jest rowniez czynnikiem umozliwiajacym selekcje
komorek nowotworowych w guzie — w jej wyniku prze-
zywaja jedynie komorki, ktére uruchamiaja beztlenowa
glikolize [19].

Niektore leki (np. doksorubicyna, mitoksantron) sa
stabymi zasadami [15]. Kwasne pH macierzy pozakomor-
kowej w guzie powoduje protonowanie tych zwigzkow.
Ladunek elektryczny czasteczek utrudnia przenikanie
zwiazkOw przez blon¢ do wnetrza komorki. Zjawisko
to, nazywane putapka jonowg (ion-trapping), jest jedng
z przyczyn spadku aktywnosci wspomnianych lekow.

Przyczyna stabej odpowiedzi organizmu na chemio-
terapeutyki moze by¢ niewlasciwy wybor lekow we wstep-
nej fazie badan — eksperymentach in vitro [3]. Podczas
badaf in vitro komorki zwykle rosng w pozywce hodowla-
nej o optymalnym (lekko zasadowym) pH, a lek ma swo-
bodny dostep do wszystkich komorek. Komorki in vitro
rosng zwykle przy ciSnieniu parcjalnym tlenu do 4 kPa,
podczas gdy w organizmie ciSnienie tlenu jest bardzo
rozne — np. 2 kPa w przypadku komorek nerki, a 15 kPa

dla komoérek pecherzykoéw ptucnych. We wnetrzu guza
ci$nienie tlenu spada nawet do 0,025 kPa [20]. Warunki in
vitro sa nieporéwnywalne do warunkéw w organizmie. To,
ze lek dziata w okreslony sposdb na komdrki znajdujace
si¢ w hodowli in vitro nie oznacza, ze bedzie identycznie
dziatat na komorki guza nowotworowego, ktore znajdu-
ja sie¢ w calkiem innym $rodowisku [3]. Badania in vitro
mozna natomiast prowadzi¢ np. w hodowlach tréjwymia-
rowych lub sferoidach komérkowych. Komaorki znajduja-
ce si¢ wewnatrz tak prowadzonej hodowli sa narazone na
niedotlenienie, dociera do nich mniejsza ilo$¢ skfadnikow
odzywczych oraz lekéw. Takie komorkowe modele lepiej
odzwierciedlaja warunki panujace wewnatrz guza nowo-
tworowego, cho¢ oczywiScie nie uwzgledniajg wszyst-
kich wiasciwosci komdrek nowotworowych, np. nie ma
w nich oddzialywan mi¢dzy komorkami nowotworowymi
a macierza pozakomdrkowa [3].

Lekoopornos$¢ komoérek nowotworowych

Przyczyna niewystarczajacej odpowiedzi organizmu na
leki przeciwnowotworowe moze by¢ lekoopornosé ko-
morek nowotworowych [21]. Moze ona by¢ zwigzana
z aktywnym usuwaniem lekéw z komorki, zwigkszeniem
poziomu naprawy DNA, defektami w szlaku apopto-
tycznym lub innymi zmianami w komoérkach nowotwo-
rowowych.

Komorki nowotworowe moga wykazywaé opornosé
na stosowane chemioterapeutyki przed rozpoczeciem
terapii (tzw. oporno$¢ wrodzona), mogg tez wyksztalci¢
w sobie mechanizmy obronne dopiero po ekspozycji na
dany lek (tzw. opornosé nabyta) [21]. Srednio jedna na
100-107 komorek jest oporna na okreSlony chemiotera-
peutyk. Poniewaz wykrywanie guzéw nowotworowych
jest mozliwe, gdy zawieraja co najmniej 10° komorek, to
oznacza, ze jest w nich juz 102-10° komorek opornych na
lek [21].

Usuwanie lekow z komorek

Jeden z gtéwnych mechanizméw opornosci nabytej po-
lega na usuwaniu lekéw z komorki przez swoiste biatka
transportowe [17, 22]. W procesie tym najwigksze zna-
czenie ma rodzina biatek ABC (ATP-binding cassette).
Znanych jest co najmniej 49 tych biatek [23, 24]. Sa to
biatka zlokalizowane w btonie komdrkowej. Ich aktyw-
no$¢ zalezy od ATP. Pelnig one ochronng role: funkcjo-
nuja jako pompy usuwajace z komorek rézne zwigzki.
Ich nadekspresja powoduje jednak oczywiste problemy
w czasie terapii: biatka te bowiem usuwaja z komor-
ki rowniez leki [17, 21]. Narzady bardziej narazone na
dziatanie toksyn (np. nerki, ptuca, trzustka) maja wyzszy
poziom biatek ABC niz inne. Nowotwory wywodzace si¢
z tych narzaddw czesto wykazuja nadekspresje biatek
ochronnych [23, 24].

Najbardziej znanym biatkiem z tej rodziny jest
biatko P (inne nazwy to: P-glikoproteina, P-gp, ABCBI,
MDRI1 — multidrug resistance protein I). Jego zwigkszona
ekspresja powoduje opornos$¢ m.in. na antracykliny, alka-



loidy vinca, taksany, cisplatyne [23, 24]. Z kolei biatko
ABCG?2 usuwa Gleevec i mitoksantron, nie usuwa nato-
miast cisplatyny, ani taksoli [24].

Podobnie dziatajacym biatkiem jest MRP1 (multi-
drug resistance associated protein) [23]. Jego nadekspresja
pojawia si¢ w biataczkach i niedrobnokomoérkowym raku
pluc. Zwigkszona ilo$¢ tego biatka jest przyczyna oporno-
Sci na antracykliny, alkaloidy vinca, metotreksat. MRP1
nie ma wplywu na dzialanie taksandow.

Biatko BCRP (breast cancer resistant protein, znane
tez jako ABCG2, ABCP, MXR) wystepuje w okoto 40%
nowotworéw. Zostato ono wykryte w nowotworach piersi,
jednak znacznie wyzszy poziom pojawia si¢ np. w rakach
okre¢znicy i zoladka. Biatko to usuwa z komérki m.in.
mitoksantron [23].

Zwickszona naprawa uszkodzen DNA

Wigkszos¢ stosowanych lekow, a takze promieniowanie
jonizujace, w nieodwracalny sposdb uszkadza DNA i in-
dukuje $mier¢ apoptotyczng komorki [21, 25]. Dziatanie
lekéw alkilujacych polega na modyfikacji zasad azoto-
wych DNA podstawnikiem alkilowym (metylowym lub
etylowym) oraz zahamowaniu proceséw replikacji i trans-
krypcji. Leki moga takze tworzy¢é dodatkowe wigzania
miedzy zasadami azotowymi nici DNA, lub tez powodo-
waé uszkodzenia DNA posrednio — np. oddzialywa¢ na
aktywnos¢ topoizomeraz lub bra¢ udziat w powstawaniu
wolnych rodnikow.

Komorki nowotworowe z jednej strony sa w stanie
tolerowa¢ znacznie wigkszg ilos¢ uszkodzen DNA niz
prawidlowe, a z drugiej — czesto wykazuja nadekspresje
biatek naprawczych [21]. Do bialek tych naleza m.in.
XPE-BF (xeroderma pigmentosum group E binding fac-
tor), ERCC1 (excision repair cross-complementing protein)
— biorace udzial w NER (nucleotide excision repair) — sys-
temie naprawy usuwajacej wigckszo$¢ adduktow DNA.
Komoérki z nadekspresja biatek naprawczych wykazywaty
oporno$¢ na cisplatyne — lek tworzacy addukty z DNA [4,
17, 21].

Niedobor bialek bioracych udzial w procesie MMR
(mismatch repair — mechanizm naprawy DNA, odpo-
wiedzialny za poprawno§¢ parowanych zasad w nowo
syntezowanej nici) zaobserwowano w nowotworach jeli-
ta grubego, piersi, jajnika [22]. Niski poziom tych bia-
tek nie tylko sprzyja nagromadzeniu uszkodzen DNA
i nowotworzeniu, ale wiaze si¢ tez z opornoscia na leki
uszkadzajace DNA. Mechanizm tej opornosci nie jest do
konca poznany. By¢ moze bialka te w przypadku wielu
uszkodzefi DNA nie naprawiaja ich, a kieruja komorke
na droge apoptozy. Komorki charakteryzujace si¢ niskim
poziomem tych bialek sg oporne na apoptoze.

Defekty w szlaku apoptotycznym komoérek
nowotworowych

Zmniejszona wrazliwo$¢ na apoptoze jest jedna z podsta-
wowych cech odrézniajacych komorki nowotworowe od
prawidtowych [26]. Jak juz wspomniano, wigkszoS¢ sto-

sowanych lekoéw indukuje w komorkach nowotworowych
Smieré apoptotyczng. Rozregulowanie szlaku apoptozy
w komorkach nowotworowych moze by¢ czynnikiem wy-
wolujacym lekoopornos¢ tych komorek [4, 27].

Jednym z bialek, ktorego mutacje prowadza do
zaburzen szlaku apoptozy, jest P53 [25]. Biatko P53 — kla-
syczny czynnik transkrypcyjny — petni wiele réznych funk-
¢ji, m.in. bierze udzial w reakcji komorki na uszkodzenia
DNA. Jest odpowiedzialne za zatrzymanie cyklu komor-
kowego do chwili, gdy uszkodzenie zostanie naprawione,
badz tez kieruje komoérke na droge apoptozy. Reguluje
ono rowniez ekspresje¢ szeregu bialek bioracych udzial
w szlaku apoptotycznym. Nadekspresja biatek antyapop-
totycznych (Bcl-2, Bel-X; , Bel-W, IAP i in.) lub zbyt niski
poziom biatek proapoptotycznych (Bax, Bak, kaspaza-§,
APAF1 i in.) sprzyja opornosci na apoptozg¢. Mutacje
genu P53 zostaly wykryte w okoto 70% guzow [25].

Stwierdzono takze wyrazng zaleznoS$¢ pomiedzy
mutacjami genu P53 a opornosciag komdrek nowotworo-
wych na r6zne chemioterapeutyki — np. 5-FU (5-fluoro-
uracyl), cis-platyng, doksorubicyng [22, 25, 28].

Zmniejszong ilo$¢ prokaspazy 8 i 10 — biatek biora-
cych udziat w szlaku receptoréw Smierci — stwierdzono
w niektorych przypadkach drobnokomoérkowego raka
pluc i nerwiakéw zarodkowych. Komorki te byly niewraz-
liwe na dziatanie 5-aza-2’-deoksycytozyny [27].

W komorce funkcjonuje wiele réznych, uzupelnia-
jacych si¢ nawzajem mechanizméw apoptozy. Dlatego
zbyt niski poziom bialtek bioracych udzial w okreslonym
szlaku nie oznacza, ze w komorce nie moze zachodzié
apoptoza, raczej zmniejsza si¢ wrazliwo$¢ komdrkowa
na dany lek [25].

Zmieniony metabolizm lekéw

Cze$¢ sposrod stosowanych lekdéw dopiero w komorce
przeksztalca si¢ w aktywna forme [22]. W procesie tym
konieczne sa okreSlone enzymy, a ich brak powoduje
oporno$¢ komoérkowa na dany lek. Przykiadowo, 5-FU
ulega przeksztatceniu w 5-FC (5-flurocytozyng), ktora
hamuje m.in. proces syntezy DNA. Przeksztatcenie 5-FU
do 5-FC jest dos¢ skomplikowanym procesem, wymaga
udziatu m.in. fosforylazy tymidyny, fosforylazy urydy-
nowej, oraz transferazy fosforybozylowej. Jesli jedne-
go z tych enzymoéw brakuje, komodrka staje si¢ oporna
na lek.

Oporno$¢ komorki na 5-FU moze by¢ spowodowana
zbyt wysoka iloScia dehydrogenazy dihydropirymidyno-
wej. Enzym ten rozktada 5-FC [22].

Irinotekan (CPT-11) jest lekiem stosowanym w che-
mioterapii nowotworow jelita grubego [22]. Jest to pro-
lek, ktory w komoérkach nowotworowych musi zostac
przeksztatcony w postaé aktywna — inhibitor topoizome-
razy I. W procesie tym bierze udzial karboksyloesteraza.
Zbyt niski poziom tego enzymu w komorkach nowotwo-
rowych powoduje ich opornos¢ na irinotekan.

Glutation tworzy trwale koniugaty z cisplatyna
i karboplatyng [22]. Koniugaty te sa nastgpnie usuwane
z komoOrki przez biatka transportowe ABC. Zbyt wysoki
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poziom glutationu powoduje wigc opornos¢ komodrek
nowotworowych na cisplatyne i karboplatyne.

Oporno$¢ komoérek nowotworowych

na leki uszkadzajace mikrotubule

i stabilizujace kompleks topoizomeraz
z DNA

Taksany i alkaloidy naleza do lekdéw antymitotycznych.
Wplywaja one na polimeryzacje tubuliny wrzeciona ka-
riokinetycznego w czasie podziatu, powodujac tzw. kata-
strofe mitotyczna [29]. Zmiany w szybkosci polimeryzacji
i depolimeryzacji mikrotubul, a takze mutacje B-tubuliny
moga sprawi¢, ze komorki staja si¢ niewrazliwe na ten
typ lekow [4, 22].

Biatko BRCA1 bierze udzial w naprawie uszkodzen
DNA [30]. U os6b ze zmutowanym genem, kodujacym
to biatko, stwierdzono zwigckszong zapadalnos¢ na nowo-
twory piersi i jajnika. Przypuszcza si¢, ze biatko BRCA1
bierze udziat w wykrywaniu uszkodzen mikrotubul i kie-
ruje komorki na drogg apoptozy. Stwierdzono wyrazna
zalezno$¢ pomiedzy mutacjami BRCA1 a opornoScia
komoérek na leki uszkadzajace mikrotubule (przede
wszystkim taksany). Sprawdzenie, czy pacjentka z rakiem
piersi lub jajnika jest nosicielka mutacji w genie BRCA
powinno mie¢ wplyw na dobdr chemioterapii. W przy-
padku stwierdzenia takiej mutacji nalezy zrezygnowac ze
stosowania taksanéw [30, 31].

Mechanizm dziatania niektoérych lekéw polega na
stabilizacji kompleksu topoizomeraza/DNA. Topoizome-
raza I, rozplatajac fancuch DNA, wprowadza do niego
jednoniciowe nacigcia, a nast¢pnie bierze udzial w ich
ligacji. Zablokowanie dziatania topoizomerazy unie-
mozliwia naprawienie uszkodzenia DNA. Niski poziom
topoizomerazy I moze by¢ przyczyna opornoSci np. na
irinotekan, poniewaz w komorce brakuje biatka, ktore
jest celem dziafania tego leku [4, 22].

Rola adhezji komdérkowej w opornoS$ci
komorkowej

Wazna role we wzroscie i przezyciu komorek odgrywaja
biatka powierzchniowe i receptory bfonowe [32, 33]. Se-
lektyny i kadheryny (zwtaszcza E-kadheryna) odpowia-
daja za oddzialywanie pomiedzy komorkami. Integryny
i N-kadheryna natomiast biora udziat w oddziatywaniach
miedzy komérkami a macierzg pozakomoérkowa. W przy-
padku braku oddzialywan integryn z macierza pozako-
moérkowa w komorkach indukowana jest apoptoza. Zja-
wisko to jest nazywane anoikis [34].

Macierz pozakomdrkowa w nowotworach rozni si¢
od tej w prawidfowych tkankach — zmienia si¢ jej struk-
tura fizykochemiczna i skfad bialek. Jej objgtos¢, w sto-
sunku do objetosci komorek, jest wigksza niz w tkankach
prawidiowych [35, 36]. Zmiany w strukturze macierzy
pozakomorkowej stymuluja ekspresje i zmiany konfor-
macyjne receptoréw btonowych [36]. Zmienia si¢ adhezja
komorek nowotworowych, co z kolei moze pociagaé za

soba wzrost inwazyjnosci i opornosci komoérek nowotwo-
rowych na leki [37].

CAM-DR, czyli oporno$¢ komoérkowa zwigzana
z adhezjg (cell adhesion-mediated drug resistance) jest
zjawiskiem zlozonym i moze by¢ spowodowana kilkoma
czynnikami [33, 37]. Przykladowo, nadekspresja integryn
0,8, w komorkach szpiczaka wywoluje ich oporno$¢ na
doksorubicyne. Przypuszczalnie jest to zwiazane z tym, ze
zwigkszona adhezja podnosi ekspresje bialek antyapop-
totycznych [33].

W niektdérych typach komorek nowotworowych
z nadekspresjg integryn zmniejsza si¢ aktywno$¢ topo-
izomerazy II, co prowadzi do opornosci na mitoksantron
i etopozyd (zwiagzki te stabilizuja kompleks topoizome-
razy z DNA) [37].

Zwigkszona adhezja, zwiazana z nadekspresja inte-
gryn B, moze z kolei blokowa¢ komorki w fazie G,. Kon-
sekwencja jest oporno$¢ na leki dziafajace tylko w czasie
podziatu [33, 37].

Nowotworowe komorki macierzyste

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ zréznicowa-
nym fenotypem, innymi stowy: heterogennoscia. Wigk-
szo§¢ z nich jest wrazliwa na leki lub promieniowanie.
Moga przejs¢ ograniczong liczbe podziatéw. Stwierdzono,
ze tylko nieliczne (0,1-1% populacji [38]) komorki nowo-
tworowe w warunkach in vitro tworzg kolonie (ulegajg
wielokrotnym podzialom), a po wszczepianiu myszom
SCID - guzy. Nazwano je nowotworowymi komorkami
macierzystymi (cancer stem cells — CSC) [39, 40]. Nie-
ktorzy autorzy uzywaja nazwy komorki inicjujace guzy
(tumour-initiating cells) lub podobne do macierzystych
(stem-like) [41]. Komdrki CSC zidentyfikowano w roz-
nych typach nowotwordw: bialaczkach, rakach piersi,
pluc, prostaty, moézgu i in. [42]. Hipoteza nowotworowych
komorek macierzystych ma ogromne znaczenie dla zro-
zumienia biologii guzéw, a takze projektowania nowych
lekoéw i strategii terapeutycznych.

Pochodzenie nowotworowych komoérek
macierzystych

W doroslym organizmie wystepuja specyficzne dla da-
nego narzadu komorki macierzyste (somatic stem cells)
[40, 43]. Podstawowymi cechami charakteryzujacymi ten
typ komorek jest ich zdolnos$¢ do nieograniczone;j iloSci
podzialéw, roznicowania si¢ oraz samoodnawialnos¢.
Obecnos¢ komoérek macierzystych zapewnia mozliwo$¢é
odnowy poszczeg6lnych narzadow, sa one zatem niezbed-
ne do prawidiowego funkcjonowania organizmu.
Komorki macierzyste maja zdolno§¢ do niesyme-
trycznych podziatéw [40, 43]. W wyniku takiego podziatu
jedna z komorek zachowuje cechy komorki macierzystej,
a druga staje si¢ komodrka ukierunkowana (progenito-
rowa). Komorka ukierunkowana moze ulega¢ dalszym
podziatom i réznicowaniu, dajac poczatek roznym typom
komorek danego narzadu; ma ona jednak ograniczong



zdolno$¢ do podziatu (nie moze dzieli¢ si¢ w nieskon-
czonos¢).

Komorki macierzyste zyja bardzo dtugo, wigc moga
si¢ w nich kumulowaé mutacje. Mutacje w genach supre-
sorowych, naprawczych, onkogenach i in. moga zapoczat-
kowac proces nowotworzenia [42]. Inng droga, prowadza-
cg do powstania nowotworowych komdrek macierzystych,
jest selekcja klonalna — w wyniku nagromadzenia réznych
mutacji cz¢§¢ zroznicowanych komoérek nowotworowych
nabiera zdolnosci do nieskonczonej liczby podziatow
i dalszego roznicowania, czyli cech charakteryzujacych
komorki macierzyste. Komorka taka, dzielac sig, tworzy
klony komérek potomnych i bierze udziat w nowotwo-
rzeniu [40].

Lekoopornos$s¢ nowotworowych komorek
macierzystych

Komorki macierzyste — zaréwno prawidlowe, jak i nowo-
tworowe — wykazuja zwigckszong opornos$¢ na apoptoze,
maja podwyzszony poziom bialek naprawczych oraz bia-
tek typu ABC, usuwajacych toksyny. Cechy te zapobie-
gaja Smierci oraz powstawaniu mutacji w prawidfowych
komorkach macierzystych. Jednak te same mechanizmy
sprawiaja, ze nowotworowe komorki macierzyste sa
oporne na chemioterapi¢. Podwyzszony poziom biatek
naprawczych powoduje, ze CSC sa mato wrazliwe na ra-
dioterapig, ktora najczesciej wprowadza uszkodzenia do
DNA [44].

Duzym problemem jest fakt, ze przez wigkszos¢
czasu nowotworowe komorki macierzyste nie ulegaja
podziatom. Jak wiadomo, wiele chemioterapeutykow
dziala gtéwnie na komorki dzielace sie [39, 42].

Uwaza si¢, ze w czasie terapii ging glownie zrozni-
cowane komorki nowotworowe, natomiast macierzyste
przezywaja, powodujac remisje guzow [5].

MikroSrodowisko komoérek macierzystych

Funkcje normalnych komoérek macierzystych (prolifera-
cja i rdznicowanie) sg regulowane przez ich otoczenie
(tzw. mikrosrodowisko lub niszg) [42, 45, 46]. W sktad
niszy wchodzi macierz pozakomorkowa oraz sasiadujace
komorki — §rédbtonki naczyn krwionos$nych, perycyty, ko-
morki uktadu odpornosciowego i in. Mikrosrodowisko
zapewnia komorkom macierzystym mozliwos¢ ,,zakotwi-
czenia si¢”, staly doplyw tlenu i sktadnikéw odzywczych,
a takze sygnatow wzrostu (EGE PDGF) [47].

Uwaza sig, ze niewlaSciwe dziatanie niszy jest czyn-
nikiem sprzyjajacym nadmiernym podziatom i r6znico-
waniu komorek macierzystych. Przypuszczalnie chodzi
o nadmiar sygnaléw wzrostu, a nie o niedobdr czynni-
koéw ,,wyciszenia” [45]. Z czasem nowotworowe komorki
macierzyste staja si¢ niezalezne od doptywu czynnikow
stymulujacych proliferacje, a ponadto same zaczynaja
produkowac czynniki (extrinsic factors), ktére powoduja
zmiany w niszy (np. angiogenezg) [38].

Badania dotyczace komoérek macierzystych oraz ich
mikroSrodowiska sa bardzo skomplikowane. Modelem

doSwiadczalnym najczgSciej sa myszy laboratoryjne, czg-
sto myszy bezgrasicze. Zwierzeta te maja uposledzong
odpornos¢, dzigki czemu nie odrzucajg ksenoprzeszcze-
pow — np. ludzkich komoérek nowotworowych, sa wiec
czesto stosowane do badan ludzkich nowotworéw. Model
ten ma jednak wiele wad [38]. Na proliferacje¢ i przezycie
komorek nowotworowych duzy wplyw ma mikrosrodo-
wisko — komorki potrzebuja bowiem sygnatéow od innych
komorek i macierzy pozakomdrkowej. Budowa recep-
toréw, chemokin, itp. jest inna u myszy i ludzi, dlatego
ludzkie komorki podane myszom zmuszone sg rozwijaé
si¢ w niezbyt korzystnych dla siebie warunkach. Uzyska-
ne na takim modelu wyniki moga odbiega¢ od tego, co
dzieje si¢ w guzie.

Strategie terapeutyczne

Znoszenie barier zwigzanych

z transportem leku, brakiem
tlenu i obnizonym pH macierzy
pozakomorkowej

Problem z ograniczonym transportem lekéw do komo-
rek nowotworowych mozna do pewnego stopnia ominag,
podajac lek w sposob ciagly w niewielkich dawkach.
Woéwezas ging komorki potozone najblizej naczyn krwio-
nosnych, odslaniajac kolejne warstwy komorek nowotwo-
rowych [3].

Niedotlenowanie komdérek nowotworowych jest
jedna z przyczyn slabej odpowiedzi komoérek nowotwo-
rowych na stosowane leki. Mozna zatem przypuszczac,
ze zwigkszenie iloSci tlenu w guzie moze poprawi¢ wyniki
zaréwno chemio-, jak i radioterapii (do jej wlasciwego
dziatania niezbedne sa rodniki tlenowe) [18]. Zwicksze-
nie utlenienia mozna osiagnaé np. poprzez podanie ery-
tropoetyny — biatka zwigkszajacego produkcje erytrocy-
tow przez szpik kostny. Jak do tej pory, zwigkszanie utle-
nowania w guzie nie weszto do praktyki klinicznej [2].

Jednym ze sposobdw, ktéry umozliwia lepsza dystry-
bucje leku, jest tzw. normalizacja naczyni krwiono$nych
[48]. Po podaniu niektorych lekéw antyangiogennych (np.
przeciwcial anty-VEGF lub talidomidu) przez pewien
czas naczynia krwionoSne w guzie staja si¢ zblizone do
prawidtowych — zwigksza si¢ ich drozno$¢ i zmniejsza
przepuszczalno$¢. Zwickszony przeptyw krwi ulatwia
dostep lekow do guza, zmniejsza si¢ rdwniez ciSnienie
Srodmigzszowe. Powstaje tzw. okienko normalizacyjne,
podczas ktorego zwigksza si¢ skutecznoS¢ radioterapii
i chemioterapii. Niestety, metoda ta ma réwniez swoje
wady — przede wszystkim normalizacja powoduje, ze do
komorek guza moze dociera¢ wigksza ilos¢ tlenu i sktad-
nikdw odzywczych, co pobudza komdrki nowotworowe
do intensywnych podziatéw [2].

Probowano takze modyfikowa¢ pH w macierzy
pozakomorkowej [2, 15]. Wzrost pH, mozna uzyskaé
poprzez podanie np. roztworu weglanu sodu (zwiazku
zasadowego) [2]. Probuje si¢ rowniez stosowaé inhibi-
tory pomp jonowych [2, 15]. Aby zmniejszy¢ ciSnienie
Sr6dmiazszowe, usituje si¢ stosowac enzymy niszczace
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macierz pozakomorkowg (np. hialuronidaze, kolagena-
z¢) [2, 3]. Ich dzialanie polega na zmniejszaniu ggstosci
macierzy pozakomodrkowej, wskutek czego poprawia
si¢ transport lekow w obrebie guza. Niestety, enzymy te
trzeba podawaé wprost do guza, co moze ograniczac ich
zastosowanie. Niektore z wlasciwosci guzéw (np. niedo-
tlenienie, kwasne pH macierzy pozakomorkowej) pro-
buje si¢ wykorzysta¢ w celowanej terapii nowotwordw.
Leki, ktore dzialaja tylko w warunkach niedotlenienia
(np. Tirapazamina, AQ4N) lub obnizonego pH, powinny
niszczy¢ komorki nowotworowe, nie uszkadzajac przy tym
prawidlowych [3].

Omijanie barier zwiazanych
z lekoopornosciag komoérek

Szereg metod zmniejszajacych oporno$¢ komorkowa
opiera si¢ na zahamowaniu powstawania lub dzialania
biatek wywolujacych opornos¢. Jedna z takich metod jest
stosowanie antysensownych oligonukleotydéw, w kofico-
wym efekcie blokujacych powstawanie niektorych biatek
[28]. Probowano takze hamowac ekspresje¢ w komorce
réznych bialek, np. antyapoptotycznych lub transporto-
wych typu MDR1 [28, 49]. Do badan klinicznych zostaly
zaakceptowane oligonukleotydy hamujace ekspresje np.
Bcl-2 [28, 50].

Probowano wywotywaé apoptoze w komodrkach
nowotworowych, wprowadzajac do nich peptydy pro-
apoptotyczne. Aby zwiekszy¢ swoisto$¢ transportu do
komoérek nowotworowych, do peptyddéw wprowadzano
dodatkowo krotki motyw, rozpoznawany przez okreslone
receptory (np. motyw RGD rozpoznawany przez inte-
gryny o,,35). Badania te sa na razie w fazie wstgpnej [28,
33, 50].

Znane sa tez chemiouczulacze — np. verapamil,
cyklosporyna A, blokujace usuwanie lekow przez P-gliko-
proteing, czy tez lek o symbolu VX-710, skierowany prze-
ciwko MRP1. Ich skuteczno$¢ jest jednak niezbyt duza,
przypuszczalnie dlatego, ze inhibitory dziataja tylko na
pewien typ bialek transportujacych, lek natomiast moze
by¢ usuwany przez roézne biatka [39]. Ponadto niektore
z wymienionych lekdw okazaly si¢ neurotoksyczne [24].
W fazie badan klinicznych znajduja si¢ leki przeciwko
P-glikoproteinie (LY335979 oraz XR9576) oraz przeci-
wko biatku ABCG2 (GF12918) [24].

Probuje si¢ stosowal przeciwciala skierowane
przeciwko integrynom (Vitaxin -1™ i 2™ to przeciw-
ciata przeciwko receptorom integrynowym o,3;) [33].
Zadaniem tych przeciwcial jest zmniejszenie opornosci
zwigzanej z adhezja.

Niszczenie komoérek macierzystych
w nowotworach

Zniszczenie komdrek macierzystych jest obecnie uwaza-
ne za najwazniejsze — ale i najtrudniejsze — zadanie tera-
pii. Zwykle uwaza si¢, ze w pierwszej fazie terapii nalezy
zniszczy¢ jak najwiecej wrazliwych na leki komorek now-
otworowych, a dopiero gdy ich liczba ulegnie redukcji,

nalezy skierowac terapi¢ przeciwko opornym komoérkom
macierzystym.

Komorki macierzyste wigkszoS¢ czasu sa w fazie G,
dlatego leki dzialajace podczas podzialu sg nieskuteczne.
W niszczeniu komoérek macierzystych probuje si¢ stoso-
wac leki niezalezne od cyklu komoérkowego [40]. Innym
rozwigzaniem moze by¢ ,zmuszanie” komoérek macie-
rzystych do roznicowania (diffrentation therapy). Takie
dziatanie ma np. witamina A i jej analogi (retinoidy).
Probowano stosowac je jako leki wspomagajace terapie.
Wyniki ich stosowania sa jednak ograniczone [40].

Duzym problemem jest lekooporno$¢ nowotwo-
rowych komoérek macierzystych, dlatego probowano
stosowac czynniki dzialajace podobnie jak w przypadku
zwyktych komorek nowotworowych — np. inhibitory bia-
tek ABC. Nie przyniosto to jednak widocznych efektow
terapeutycznych [39].

Probowano takze wykorzystaé przeciwciata bloku-
jace interleuking-4 (IL-4). Interleukina ta bierze udziat
w powstawaniu lekoopornosci macierzystych komorek
nowotworowych, zatem przeciwcialo takie powinno
uwrazliwi¢ te komorki na chemioterapi¢ (jak na razie,
badania te sa w fazie laboratoryjnej) [44].

W regulacji wzrostu i migracji macierzystych komo-
rek swdj udzial ma Sciezka sygnatowa Hedgehog (Hh)
[51]. Sciezka sygnatowa Hh jest regulowana przez takie
biatka jak PTC (Patched, bialko o 12 transmembrano-
wych domenach) i SMO (Smoothened, receptor wiazacy
biatko G). Przytaczenie biatka Hedgehog powoduje zaha-
mowanie aktywnosci biatka SMO (SMO jest represorem
szeregu czynnikow transkrypcyjnych, bioracych udzial
w regulacji proliferacji i réznicowaniu). Nadekspresje
bialek bioracych udziat w tym szlaku wykryto w réznych
rodzajach nowotwordw. Stwierdzono, ze cyklopami-
na A (alkaloid, antagonista SMO) blokuje t¢ Sciezke
sygnalowa i indukuje apoptoz¢ w wielu réznych liniach
nowotworowych in vitro oraz hamuje wzrost guzow
u myszy.

Inng wazng Sciezka sygnatowa, ktéra odgrywa role
w proliferacji komorek nowotworowych, jest Sciezka
sygnalowa zwana Wnt-B-kateniny [52]. Sciezka ta jest
uruchamiana przez wiazanie liganda Wnt z receptorem
FZD (Frizzled). Proces ten uruchamia B-kateniny, ktore
tworza aktywne kompleksy z czynnikami transkrypcyj-
nymi, aktywujacymi m.in. protoonkogen MYC. Bloko-
wanie aktywnoSci liganda Wnt, np. przez biatka SFRP
(Secreted Frizzled-Related Protein), lub biatka Wnt (Wnt
inhibitory factor 1) hamuje szereg sygnalow poprzez
uruchomienie procesu degradacji B-katenin z udzialem
proteasoméw. W terapii przeciwnowotworowej usituje
si¢ wykorzysta¢ m.in. przeciwciata anty-Wnt, przeciwciala
przeciwko receptorom Frizzled, a takze zrekombinowane
biatka SFRP.

Sciezka sygnatowa, ktora odgrywa rownie wazna
role w proliferacji komoérek macierzystych jak Sciez-
ka Hh i Wnt-B-kateniny, jest Sciezka sygnalowa zwana
Notch [52]. Przytaczenie przez receptory Notch odpo-
wiednich ligandéw powoduje uruchomienie transkrypcji
szeregu gendOw, bioracych udzial w proliferacji komo-



rek macierzystych. W aktywacji genu Notch wazng
role odgrywa y— sekretaza. Zahamowanie aktywnoSci
tego biatka powoduje zahamowanie aktywnosci genow
Notch. Stad podejmowane sg proby syntezy i wykorzy-
stania w terapii przeciwnowotworowej roznych inhibito-
row y — sekretazy.

Jedna ze strategii niszczenia nowotworowych komo-
rek macierzystych jest immunoterapia [53]. W badaniach
klinicznych wykorzystano dwa, swoiste dla komorek CSC,
antygeny: surwiwing (biatko antyapoptotyczne) oraz telo-
meraz¢ (enzym odpowiedzialny za odbudowe telomerow,
zapewniajacy komdrkom zdolno$¢ do nieskonczone;j licz-
by podzialéw). W warunkach ex vivo ,,skarmiano” komor-
ki dendrytyczne fragmentami wspomnianych bialek. Tak
przygotowane komorki dendrytyczne podawano nastep-
nie pacjentom. W przypadku stosowania do immunizacji
telomerazy efekt terapeutyczny byt staby, duzo lepsze
wyniki uzyskano stosujac surwiwing.

Bardziej obiecujace wydaja si¢ leki dzialajace na
»nisze”, w ktorej znajduja si¢ nowotworowe komorki
macierzyste [47]. Prawidlowe dzialanie ,,niszy” wymaga
ciggtego doptywu tlenu i skfadnikéw odzywczych. Znisz-
czenie naczyn krwiono$nych w guzie moze wigc powo-
dowac Smier¢ macierzystych komorek nowotworowych.
Naczynia w guzach réznig si¢ od naczyn prawidlowych.
Komorki srédbtonkowe dzielg si¢ znacznie szybciej niz
w prawidlowych naczyniach, wykazuja tez zwigkszona
ekspresje niektorych receptorow. Roznice te sprawiaja,
ze mozliwe jest projektowanie lekow niszczacych naczy-
nia nowotworowe i nie uszkadzajacych naczyn prawi-
dtowych. Do lekéw takich nalezy np. kombretastatyna
(niszczy jedynie komorki w fazie podziatu) lub bewa-
cizumab (dziala na komorki z nadekspresjg receptora
VEGF) [47].

Uwagi koficowe

Komorki nowotworowe cechuje niestabilno$¢ genety-
czna (cecha komorek nowotworowych, prowadzaca do
nagromadzenia mutacji i aberracji chromosomowych).
Bez wzgledu na to, w jaki sposéb bedziemy ttumaczy¢
heterogenno$¢ komorek w guzie (selekcja klonalna lub
zdolnos$¢ komoérek macierzystych do roéznicowania) jest
faktem, ze komorki wykazuja rézne rodzaje opornosci
na leki i radioterapig.

Stopniowe nabywanie opornosci jest czgsto pordw-
nywane do procesu ewolucji — w guzach powstajg rozne
komorki nowotworowe, a przezywaja tylko te, ktore sa
oporne na stosowang terapi¢ [46, 54]. Aby zniszczy¢
nowotwor, nalezy zabi¢ wszystkie komorki ulegajace
proliferacji (czyli zmniejszy¢ mase guza) oraz komorki
macierzyste, ktore bgda powodowaé remisj¢ guza nowo-
tworowego [40].

Zastosowanie jednego leku w terapii jest czesto
malo skuteczne. Duzo lepsze efekty przynosi terapia
kombinowana, w ktorej wykorzystuje si¢ rozne strategie
terapeutyczne (np. chemioterapia skojarzona z radiote-
rapia). Mozna tez stosowa¢ chemioterapeutyki atakujace

komorki nowotworowe oraz komorki mikroSrodowiska
nowotworowego [9].
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