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Regulacja ekspresji biatka HIF 1
jako nowa strategia celowanej terapii nowotworow ztosliwych

Beata Biesaga

Wysoki poziom hipoksji w tkance nowotworowej jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w leczeniu promieniowaniem

Jonizujgcym wielu typow nowotworow ziosliwych. Jednym z najwazniejszych biatek, pozwalajgcym komdrkom na adaptacje
do niskiego stezenia tlenu w srodowisku, jest biatko HIF 1. Bialko to pelni role czynnika transkrypcyjnego. W stanie hipoksji
w komdrkach dochodzi do nagromadzenia HIF 1, co stymuluje ekspresje wielu gendw, kodujqcych biatka zaangazowane
miedzy innymi w procesy glikolizy i angiogenezy. Nadekspresje biatka HIF 1, czy tez podjednostki alfa tego biatka (HIF 1
alfa), wykryto w wielu typach nowotworow, niezaleznie od stanu ich utlenowania. Wykazano, ze akumulacja HIF 1 alfa
Jest zwigzana ze wzrostem promienioopornosci guzow poprzez zahamowanie procesu apoptozy w komorkach srodblonka
naczyn krwionosnych przez cytokiny VEGF i bFGFE wytwarzane pod wplywem biatka HIF 1. Zahamowanie ekspresji
biatka HIF 1, czy tez jego podjednostki alfa, pozwoliloby wiec na zwigkszenie promieniowrazliwosci guzow i tym samym
poprawienie wynikow radioterapii. W badaniach przedklinicznych testuje si¢ obecnie wiele drobnoczgsteczkowych
inhibitorow, hamujgcych obecnos¢ HIF 1 alfa w komdrkach nowotworowych, jednak wigkszosc z nich wywoluje powazne
skutki uboczne, co najprawdopodobniej dyskwalifikuje te zwiqzki od zastosowania w praktyce klinicznej. Duze nadzieje budzi
ostatnio jednoczesne leczenie promieniowaniem jonizujgcym i zwigzkami hamujgcymi proces angiogenezy, np. kanstatyng.
W guzach mysich zaobserwowano wyzszy poziom apoptozy w komdorkach srodblonka naczyii krwionosnych i komdrkach
nowotworowych po zadzialaniu obu czynnikow, w porownaniu do poziomu apoptozy przed napromienianiem.

Regulation of HIF 1 protein expression as a new strategy of cancer target therapy

The high level of hypoxia in a solid tumour is a negative prognostic factor for response to treatment and survival of cancer
patients. The most important mediator of cell response to reduced oxygen availability is the hypoxia induced factor HIF 1. This
protein is a transcription factor which, during hypoxia, induced expression of many genes, among them also those encoding
angiogenic growth factors: VEGF and bFGFE. HIF 1 protein overexpression or overexpression of its subunit HIF 1 alfa have
been detected in majority of solid tumours, independently of their oxygenation status. Accumulation of HIF 1 alfa correlates
with tumour radioresistance because VEGF and bFGF cytokines counteract the radiation induced apoptosis in endothelial
and tumour cells. Therefore the inhibition of HIF 1 expression in cancer cells could allow to increase the radiosensitivity
of the tumour. A number of anticancer agents have been reported to decrease HIF 1 alfa activity in vitro. However, the
concentration of these agents required to inhibit HIF 1 alfa is too high to be used in clinical practise due to the possibility of
severe side effects. Recently, the study performed on mice tumours has shown a higher level of endothelial cell apoptosis after
concomitant application of ionizing radiation and angiogenesis inhibitor — canstatin than before radiotherapy.

Stowa kluczowe: biatko HIF 1, angiogeneza, kanstatyna, terapia nowotworéw zlosliwych
Keywords: HIF 1 protein, angiogenesis, canstatin, anticancer therapy

Wprowadzenie

Jedna z najwazniejszych cech biologicznych nowotworow,
determinujacych odpowiedZ na promieniowanie, jest po-
ziom ich utlenowania. W nowotworach narzadoéw gtowy
i szyi, raku szyjki macicy i nowotworach tkanek migkkich
wykazano, ze hipoksja jest niekorzystnym czynnikiem
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prognostycznym, zwigzanym z nizszym prawdopodo-
biefistwem miejscowe]j wyleczalnoSci nowotworu i przezy¢
bezobjawowych po leczeniu promieniowaniem jonizuja-
cym [1-4]. Dotychczas negatywny wplyw niskiego stezenia
tlenu w tkance nowotworowej na wyniki radioterapii wy-
jaSniano przez tzw. ,klasyczny efekt tlenowy”, polegajacy
na reakcji tlenu z powstalymi w wyniku radiolizy wody
niestabilnymi rodnikami wodoru [5]. W reakgji tej docho-
dzi do powstania dtugo zyjacych rodnikéw ponadtlenko-
wych, ktore powoduja liczne uszkodzenia DNA. Jednak
hipoksja jest takze negatywnym czynnikiem progno-
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stycznym w przypadku innych sposobdw leczenia guzow
zloSliwych, takich jak chirurgia i chemioterapia [6-9].
Nie jest mozliwe wytlumaczenie niekorzystnego wplywu
poziomu utlenowania nowotworu na wyniki leczenia chi-
rurgicznego i chemioterapii tylko ,efektem tlenowym”,
wystepujacym w zwigzku z dzialaniem promieniowania
jonizujacego. W ostatnich latach wykazano, ze hipoksja
jest czynnikiem indukujacym w komorkach nadekspresje
gendw i biatek stresowych, ktére moga przyczyniaé si¢ do
powstawania bardziej ztosliwego fenotypu i zwickszania
zdolnosci do przerzutowania komoérek nowotworowych
[4, 10]. Indukcja ta polega na aktywacji w stanie hipoksji
odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych, stymuluja-
cych ekspresje tych gendow.

Budowa i dzialanie biatka HIF 1

Jednym z najwazniejszych czynnikéw transkrypcyjnych,
ktorego nadekspresje wykazano w stanie hipoksji, jest
biatko HIF 1 (hypoxia induced factor) [11]. Biatko to
w warunkach niedoboru tlenu indukuje ekspresje¢ okoto
kilkudziesigciu gendéw kodujacych biatka, odpowiedzialne
za przystosowanie komorek do hipoksji [12]. Sa to migdzy
innymi biatka zaangazowane w procesy metabolizmu bez-
tlenowego (np. enzymy glikolityczne), transport glukozy
(np. biatko GLUT 1), hematopoezy (np. erytropoetyna),
transportu zelaza (np. transferyna), a takze angiogenezy
(np. naczyniowo-§rodbtonkowy czynnik wzrostu, VEGE,
vascular-enthothelial growth factor) [13, 14]. Biatko HIF 1
jest heterodimerem, zbudowanym z dwoch podjednostek
alfa i beta [15]. W warunkach aerobowych podjednostka
alfa jest degradowana w komorce na drodze ubikwity-
nizacji (Ryc. 1a), natomiast podjednostka beta jest bial-
kiem konstytutywnym, wystepujacym na terenie jadra
komorkowego [15]. Proces degradacji podjednostki alfa
jest zapoczatkowany przez hydroksylacje aminokwasow
proliny 402 i proliny 564, wchodzacych w sktad biatka.
Do tak zmodyfikowanej podjednostki alfa przytacza si¢
biatko von Hippel-Lindau (VHL) — produkt genu supre-
sorowego VHL, a nastepnie czasteczki ubikwityny. Wy-
znakowana ubikwityng podjednostka alfa jest rozktadana
w proteosomie. Nowotwory, w ktorych stwierdzono mu-
tacje genu VHL, charakteryzuja si¢ wysokim poziomem
biatka HIF 1, nawet w warunkach dobrego utlenowania,
a tym samym wysoka ekspresja genéw indukowang przez
HIF 1 i bardziej ztosliwym fenotypem [16]. Natomiast
w warunkach niedoboru tlenu do podjednostki alfa nie
sa przytaczane grupy hydroksylowe, przez co zahamo-
wany zostaje rozkltad biatka na drodze ubikwitynizacji
(Ryc. 1b). Wowczas podjednostka alfa przedostaje si¢ do
jadra komorkowego i taczy si¢ z podjednostka beta, co
prowadzi do pobudzenia ekspresji gendw w odpowiedzi
na stan hipoksji.

W wielu guzach ludzkich wykazano nadekspresj¢
podjednostki alfa biatka HIF 1 w tkance nowotworowej,
niezaleznie od stanu jej utlenowania. Akumulacje HIF
1 alfa wykryto w raku piersi (56-76%) [16-19], stercza
(82%) [17], odbytnicy (70-100%) [20, 21], nowotworach
jajnika (69%) [20], a takze w raku szyjki macicy (72-81%)
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Ryc. 1. Mechanizmy regulacji ekspresji biatka HIF 1 w komoérkach
w stanie normoksji (a) 1 hipoksji (b).
W normoksji (a) podjednostka alfa jest degradowana w komorce
na drodze ubikwitynizacji, zapoczatkowanej przez hydroksylacje
aminokwasow proliny 402 i proliny 564, wchodzacych w sktad biatka. Do
tak zmodyfikowanej podjednostki alfa przytacza si¢ biatko von Hippel
— Lindau (VHL), a nastgpnie czasteczki ubikwityny. Wyznakowana
ubikwityng podjednostka alfa jest rozkladana w proteosomie. W stanie
hipoksji (b) nie dochodzi do hydroksylacji prolin podjednostki alfa.
Podjednostka alfa przedostaje si¢ wowczas do jadra komdrkowego, tam
dochodzi do jej polaczenia z podjednostka beta i pobudzenia ekspresji
odpowiednich genéw w odpowiedzi na stan hipoksji.

[22] i w nowotworach narzadow glowy i szyi (58-94%)
[23-25].

Ekspresja biatka HIF 1 i promieniowrazliwos$¢
tkanek nowotworowych

Przewazajaca wigkszo$¢ badan dotyczacych wplywu biatka
HIF 1, czy tez podjednostki alfa tego biatka na promie-
niowrazliwo§¢ guzéw wskazuje, ze tkanki nowotworowe
z nadekspresja HIF 1 alfa sg bardziej promieniooporne
[18, 19, 22-28]. W badaniach eksperymentalnych, prze-
prowadzonych na guzach mysich, wykazano, ze zabloko-
wanie ekspresji HIF 1 alfa w komorkach jest zwigzane
z zahamowaniem procesu angiogenezy i wzrostem pro-
mieniowrazliwosci nowotwordow [29, 30]. Z kolei, Unruh
i in. [31] stwierdzili, ze fibroblasty mysie, w ktorych nie
wystgpowala podjednostka alfa, sa bardziej wrazliwe na
dziatanie karboplatyny i etopozydu.

W szeregu prac dotyczacych chorych na raka piersi
[18, 19], nowotwory mdzgu [26], raka szyjki macicy [22,
27, 28] i nowotwory narzadow glowy i szyi [23-25] wyka-
zano, ze nadekspresja biatka HIF 1 lub podjednostki alfa
jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w lecze-
niu napromienianiem. Jednak w badaniach Fillesa i in.
[32] oraz Volma i in. [33], dotyczacych plaskonabtonko-
wego raka jamy ustnej i niedrobnokomorkowego raka
pluca, autorzy wykazali, ze akumulacja HIF 1 alfa jest



zwigzana z wyzszym prawdopodobienstwem przezy¢ cho-
rych po radioterapii. Wydaje sig, ze te sprzecznosci sg
spowodowane niewielka liczba chorych w obu badaniach
oraz brakiem jednorodnoSci grup w zaawansowaniu
guzOow i sposobie ich leczenia.

Zwigkszong promieniooporno$¢ tkanki nowotwo-
rowej, spowodowang nadekspresjg biatka HIF 1, mozna
wyttumaczy¢ przez stymulowanie przez biatko HIF 1
procesu angiogenezy. Pierwsze przestanki potwierdza-
jace te hipoteze pochodza z pracy Gorskiego i in. [34],
w ktorej autorzy wykazali korelacje migdzy zwigkszonym
poziomem cytokiny VEGF po napromienianiu, a wyzsza
przezywalnoscig komorek Srodbtonka naczyn i szybszym
wzrostem nowotworéw mysich. Badacze ci stwierdzili
takze hamujacy wplyw przeciwcial monoklonalnych, skie-
rowanych przeciwko VEGE, na rozw0j guzéw. Natomiast
Garcia-Barros i in. [35] w badaniach przeprowadzonych
takze na guzach mysich dowiedli, ze odpowiedZ nowotwo-
ru na napromienianie zalezy nie tylko od reakcji komorek
nowotworowych, ale takze od wrazliwosci komorek §rod-
btonka naczyn na popromienna apoptoze. Z kolei, Moel-
ler i in. [36] wykazali, ze wytwarzane po napromienianiu
reaktywne formy tlenu hamujg proces przylaczania si¢
grup hydroksylowych do podjednostki alfa, co pociaga za
soba nadekspresje¢ biatka HIF 1 oraz stymulacje komorki
nowotworowej do wydzielania cytokiny VEGF i bFGF
(czynnik wzrostu fibroblastow, fibroblast growth factor).
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Ryc. 2. Mechanizm indukowanej nadekspresja biatka HIF 1 podwyz-
szonej promienioopornosci tkanki nowotworowej, modyfikacja wlasna
wg Semenza [37].

Pod wplywem promieniowania dochodzi w komoérce do powstania
reaktywnych form tlenu, co prowadzi do akumulacji biatka HIF 1.
Biatko HIF 1 stymuluje ekspresje szeregu genéw, miedzy innymi genu
kodujacego cytokiny VEGF i bFGFE. Cytokiny te powodujg obnizenie
poziomu popromiennej apoptozy komoérek Srodblonka naczyn
krwionosnych, co sprzyja lepszemu ukrwieniu tkanki nowotworowej,
indukujacemu wyzszg promienioopornos¢ guza.

Cytokiny te powoduja zahamowanie procesu apoptozy
w komorkach Srodbtonka naczyn krwiono$nych. Wyniki
przytoczonych prac daly podstawe do prezentacji sekwen-
cji zdarzen prowadzacych do popromiennej opornosci
tkanki nowotworowej z udziatem biatka HIF 1, przedsta-
wionej na Rycinie 2 [37].

Wydaje si¢ wigc, ze hamujac ekspresj¢ biatka HIF 1,
czy tez ekspresje jego podjednostki alfa w komorkach
nowotworowych, mozna zwigkszy¢ promieniowrazliwo$¢
komoérek hipoksycznych, co mogtoby poprawié¢ wyniki
leczenia napromienianiem.

Zmiany eskpresji bialka HIF 1 w komérkach
nowotworowych jako nowa strategia w leczeniu
nowotworow zlosliwych

Obecnie stosuje si¢ kilka sposobow zahamowania ekspre-
sji biatka HIF 1 w komdrkach nowotworowych [38]. Jed-
nym z nich jest zastosowanie drobnoczasteczkowych inhi-
bitoréw, hamujacych obecnos¢ HIF 1 alfa w komérkach
nowotworowych [39, 40]. Obecnie w fazie badan przed-
klinicznych stosuje si¢ szereg takich zwiazkow. Pierwsza
grupe stanowig inhibitory biatka szoku termicznego — 90,
np. antybiotyk geldanamycyna [41]. W badaniach in
vitro wykazano, ze zwigzek ten zmniejsza stezenie biatka
HIF 1 w komorkach w stanie normoksji, przez kierowa-
nie podjednostki alfa na droge degradacji w proteosomie,
niezaleznie od biatka VHL [42]. Nastepna grupg inhibito-
row biatka HIF 1 stanowig leki powodujace uszkodzenie
mikrotubul cytoszkieletu, takie jak winkrystyna, 2-metok-
syestradiol i taksol. Mabjeesh i in. [43] wykazali, ze leki
te hamuja wzrost nowotworu poprzez zahamowanie pro-
cesu angiogenezy i zahamowanie syntezy podjednostki
alfa biatka HIF 1 na poziomie potranskrypcyjnym. Inng
testowang obecnie grupa substancji obnizajacych poziom
HIF 1 w badanych komorkach sg inhibitory topoizomera-
zy 1111, takie jak topotekan — analog kamptotecyny (to-
poizomeraza I) i GL331 - toksyna izolowana z biedrzygi
tarczowatej (Podophyllum peltatum) (topoizomeraza II).
W badaniach in vitro stwierdzono, ze topotekan hamuje
syntez¢ HIF 1 alfa na etapie procesu translacji, natomiast
GL331 obniza poziom mRNA dla tej podjednostki alfa
[44, 45]. Do kolejnej grupy inhibitoréw hamujacych ak-
tywno$¢ HIF 1 zalicza si¢ wortmanning (inhibitor kinazy
3-fosfatydyloinozytolu), zwiazek PD098059 (inhibitor
kinazy MEK 1 - aktywowanej mitogenami) oraz rapa-
mycyn¢. Wykazano, ze substancje te hamujg ekspresje
HIF 1 alfa, obnizaja ekspresj¢ VEGF i przeciwdzialaja
procesowi angiogenezy [46]. Jednak, aby obnizy¢ ekspre-
sj¢ biatka HIF 1, czy tez jego podjednostki, w badanych
komoérkach nalezatoby zastosowaé bardzo wysokie ste-
zenia omowionych inhibitoréw, co stawia pod znakiem
zapytania ich przydatnos¢ kliniczna, ze wzgledu na moz-
liwe powazne efekty uboczne takiego leczenia. Ostatnio
testowana grupa zwigzkéw hamujacych aktywnosé¢ HIF
1 w komorkach nowotworowych sa leki stosowane do
tej pory w chorobach krazenia, dziatajace hamujaco na
proces agregacji plytek i aktywujace cyklaze guanylowa.
W badaniach in vitro wykazano, ze zwiazki te (np. YP1
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— benzyl indazolu) w warunkach hipoksji obnizaja po-
ziom i aktywnoS$¢ podjednostki alfa biatka HIF 1 oraz
zmniejszaja ekspresje genow kodujacych VEGF i erytro-
poetyne [47].

W tym roku ukazata si¢ publikacja grupy francu-
skich badaczy — Magnon i in. [48], wskazujaca na nowy
sposdb hamowania angiogenezy, indukowanej w warun-
kach hipoksji w tkance nowotworowej przez biatko HIF
1. We wczesniej publikowanej pracy [49] ci sami autorzy
wykazali, ze kanstatyna — biatko hamujace proces angio-
genezy, indukuje apoptoz¢ w komorkach nowotworowych
i komorkach §rodbtonka naczyn. Indukcja ta odbywa si¢
dwoma niezaleznymi szlakami. W pierwszym z nich istot-
na rol¢ odgrywajg integryny — biatka transbionowe, sty-
mulujace w warunkach fizjologicznych proliferacje komo-
rek srodbtonka, a takze dzialajagce hamujaco na proces
ich apoptozy. Potaczenie kanstatyny z odpowiednimi
integrynami powoduje zahamowanie fosforylacji kina-
zy 3-fosfatydyloinozytolowej, skutkujac uruchomieniem
przez cytochrom ¢ uwolniony z mitochondriéw, kaska-
dy kaspaz, oraz Smiercig komorki. Kanstatyna zwicksza
takze ekspresj¢ ligandow FAS i FASL, co prowadzi do
amplifikacji sygnaléw apoptozy. Obecnie, Magnon i in.
[48] ocenili, w do§wiadczeniach przeprowadzonych na
mysich guzach tarczycy, dzialanie polaczonej terapii,
polegajacej na jednoczesnym podaniu myszom promie-
niotworczego jodu 131 i kanstatyny. Autorzy ci wykazali,
ze taka jednoczesna terapia powoduje zahamowanie

Promieniowanie
Kanstatyna G
jonizujace

Apoptoza komorek
Srédblonka naczyn

Integryny &\
Nadekspresja
\ HIF 1

Apoptoza komérek
nowotworowych

Ryec. 3. Mechanizm indukcji promieniowrazliwo$ci guzoéw mysich po
jednoczesnym dziataniu promieniowania jonizujacego i kanstatyny,
modyfikacja wlasna wg Magnon i in. [48].

Zaréwno kanstatyna, jak i promieniowanie jonizujace, wywoluje bezpo-
Srednio apoptoze komorek Srodbionka naczyn i komorek nowotwo-
rowych. Uszkodzenie naczyn krwiono$nych, po dzialaniu kanstatyny
i promieniowania jonizujgcego, powoduje w tkance nowotworowej stan
chronicznej hipoksji, co prowadzi do nadekspresji biatka HIF 1. Pod
wplywem biatka HIF 1 nastgpuje wzrost ekspresji integryn na powierzch-
ni komorek nowotworowych, przez co komorki te sa dodatkowo pobu-
dzane do procesu apoptozy, a tym samym bardziej promieniowrazliwe.

wzrostu nowotwordéw przez indukcje stanu chronicznej
hipoksji w tkance nowotworowej, spowodowanej zaha-
mowaniem angiogenezy w guzie i wzrostem poziomu
apoptozy w komorkach §rodblonka naczyn krwiono$nych.
W oparciu o uzyskane wyniki, Magnon i in. [48] przedsta-
wili model (Ryc. 3) wyjasniajacy mechanizm jednoczesne-
go dziatania dwdch wymienionych czynnikéw na komorki
nowotworowe i komorki Srédbionka. Wedtug tego mode-
lu, zar6wno kanstatyna, jak i promieniowanie jonizujace
wywoluja bezposrednio apoptoze komoérek srédbionka
naczyh i komoérek nowotworowych. Dysfunkcja naczyn
krwiono$nych po dziataniu tych dwoch czynnikéw wywo-
tuje w tkance nowotworowe;j stan chronicznej hipoksji, co
prowadzi do nadekspresji biatka HIF 1. W wyniku dzia-
fania biatka HIF 1 nast¢puje wzrost ekspresji integryn
na powierzchni komdrek nowotworowych, co powoduje
dodatkowe pobudzenie procesu apoptozy i tym samym
wicksza promieniowrazliwo$¢ komorek guza. Tak wigc
po jednoczesnym zadziataniu kanstatyny i promienio-
wania jonizujacego nast¢puje zmiana roli biatka HIF 1
z czynnika, ktérego nadekspresja w stanie hipoksji powo-
duje wzrost promienioopornosci tkanki nowotworowej,
w czynnik, ktorego nadekspresja prowadzi do wzrostu
promieniowrazliwoSci guza.

Podsumowanie

W swietle przeprowadzonych ostatnio badan ekspe-
rymentalnych wydaje si¢, ze terapia celowana z zasto-
sowaniem lekow obnizajacych ekspresj¢ biatka HIF 1
w komorkach, stwarza mozliwo$¢ zwigkszenia promie-
niowrazliwoSci guzéw nowotworowych. Zastosowanie tej
metody leczenia z jednoczesnym napromienianiem moze
przynies¢ poprawe wynikow terapii przeciwnowotworo-
wej.

Dr Beata Biesaga
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