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Streszczenie

Zaburzenia kontroli stezenia parcjalnego tlenu odgrywaja kluczowa role w patogenezie wielu chordb,
w tym nowotworéw. Komorki nowotworowe guzow litych sa w szczegolnoSci podatne na niedotlenienie
(hipoksje) w wyniku niekontrolowanego wzrostu guza oraz niskiego i chaotycznego unaczynienia w rejonie
nowotworowym. Zmniejszone ci$nienie tlenu w komérkach guza wigze sie z bardziej agresywnym fenotypem
i zwiekszonym potencjalem przerzutowym. W warunkach niedostatecznej ilosci tlenu nowotwory adaptuja
sie do panujacych warunkéw aktywujac geny odpowiedzialne za przezycie komorek, neowaskularyzacje oraz
zahamowanie apoptozy. W przypadku nowotwordéw glowy i szyi, warunki hipoksji czesto korelowane sa ze
zmianami w metabolizmie komérkowym oraz odpowiedzi immunologicznej na radio- i chemioterapie.

Abstract

Disturbances in partial pressure of oxygen control play a key role in the pathogenesis of many diseases,
including cancer. Solid tumor cells are particularly susceptible to hypoxia as a result of uncontrolled tumor
growth and low, chaotic vascularization in the neoplastic region. Reduced oxygen pressure in cancer cells
is associated with a more aggressive phenotype and an increased metastatic potential. In conditions of
insufficient oxygen, tumors adapt to the prevailing conditions by activating genes responsible for cell survival,
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neovascularization and apoptosis inhibition. In head and neck cancers (HNC), conditions of hypoxia are
often correlated with alterations in cellular metabolism and immune response to radio- and chemotherapy.

Slowa kluczowe: nowotwory glowy i szyi, hipoksja, czynniki indukowane hipoksja
Key words: head and neck cancer, hypoxia, hypoxia-inducible factors

1. Wprowadzenie

Nowotwory gtowy i szyi (HNC, ang. head and neck cancer) obejmuja nowotwory wywodzace sie z komorek
nablonkowych, takich narzadow jak: jama ustna, jama nosowa, zatoki przynosowe, gardlo czy krtan.
Najczesciej wystepujacym nowotworem wérod tej grupy jest rak ptaskonablonkowy (HNSCC, ang. head and
neck squamous cel carcinoma), ktéry stanowi 90% wszystkich przypadkow [1]. W Polsce procentowy udziat
HNSCC stanowi 5,5-6,2% diagnozowanych nowotworéw. Do glownych czynnikéw ryzyka wystepowania
HNC nalezg: draznienie blon §luzowych dymem tytoniowym i spozywanie wysokoprocentowego alkoholu
[2]. Ponadto, istnieje wiele dowodow na to, ze zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. human
papilloma virus) oraz wirusem Epsteina-Barra rowniez przyczynia sie do rozwoju choroby[2]. Standardowa
metoda leczenia nowotworow glowy i szyi oprocz resekcji guza jest radioterapia, czesto skojarzona ze
stosowaniem chemioterapii, w tym lekoéw na bazie platyny [3].

2. Genetyczne podloze powstawania nowotworow glowy i szyi

Nowotwory glowy i szyi charakteryzuja sie duza heterogennos$cia histologiczna i genetyczna. Aby doszlo
do transformacji nowotworowej, w komérce musi doj$¢ do akumulacji mutacji. NajczeSciej skutkuja one
mutacjami onkogenow np. KRAS, CCND1, PIK3CA i wyciszaniem ekspresji genéw supresorowych, takich
jak TP53, APC [4-6]. Czesto opisywana mutacja w HNC jest takze zwielokrotnienie liczby kopii genu
EGFR (ang, epidermal growth factor receptor), ktory wpltywa na regulacje cyklu komoérkowego [4]. Wraz
z niekontrolowang proliferacja guza ro$nie jego zapotrzebowanie na tlen i skladniki odzywcze. W zwiazku
z tym nowotwor wytwarza wlasng sie¢ naczyn krwiono$nych w procesie angiogenezy, jednakze czesto
zapotrzebowanie guza na tlen jest wieksze niz mozliwa ilo$¢, ktora jest w stanie do niego dotrze¢. Skutkuje
to obnizeniem poziomu stezenia parcjalnego tlenu w tkance nowotworowej z 2-9% do stanu niedotlenienia
(ponizej 2%) [7]. Nowotwory, ktére sa w stanie zaadaptowac¢ sie do tych specyficznych warunkoéw, nabieraja
agresywnego charakteru co moze skutkowac opornos$cig na terapie. Niedotlenienie w tkance nowotworowe;j
wplywa na zmiane ekspresji genéw i profilu bialkowego. Hipoksja w nowotworach glowy i szyi wiaze sie
z gorszg odpowiedzig na radio- i chemioterapie. Istotna dla celow terapeutycznych jest mozliwos¢ okreslenia,
czy w tkance nowotworowej dochodzi do niedotlenienia. W tym celu stosuje sie specjalne markery hipoksji,
ktére mozna oznacza¢ w materiale chirurgicznym. Do najcze$ciej opisywanych genéw, ktérych ekspresja
ulega zmianie w warunkach hipoksji naleza: HIF (ang. hypoxia-inducible factor), GLUT-1 (ang. glucose
transporter 1), VEGF (ang. vascular endothelial growth factor), HIF2-a, CA-IX (ang. Carbonic anhydrase
IX) i OPN (ang. osteopontin) [3].

3. Czynniki indukowane hipoksja

Glownym mechanizmem adaptacji do warunkow hipoks;ji jest aktywacja czynnikoéw transkrypcyjnych
HIF (ang. hypoxia-inducible factor), ktére reguluja ekspresje wielu genéw zaangazowanych w procesy
fizjologiczne i miedzykomorkowe. HIF jest heterodimerem ztozonym z podjednostek: a- niestabilnych, wrazliwych
na st¢zenie tlenu oraz B- stabilnych, niewrazliwych na stezenie tlenu [8]. Do tej pory zidentyfikowano trzy izoformy
a (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a)[9],[10] oraz ulegajace stalej ekspresji trzy izoformy [ (zwane rowniez ARNT
ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator)[11]. W warunkach normoks;ji (dostatecznym ci$nieniu
parcjalnym tlenu) dochodzi do hydroksylacji prolin (P4021i P564) podjednostki HIF-a i utworzenia kompleksu
z bialkiem VHL (ang. von Hippel-Lindau tumor suppressor), ktore jest czeScia kompleksu ligazy ubikwityny
E3. Po poliubikwitylacji kompleksu a nastepnie degradacji podjednostki HIF- a w proteasomach[12]. Za
proces hydroksylacji odpowiadaja hydroksylazy prolinowe (PDH), do rodziny ktoérych zaliczamy: PDH1,
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PDH2, PDH3. W warunkach hipoksji hydroksylazy nie wykazuja aktywnosci, co prowadzi do dimeryzacji
podjednostek HIF-o i HIF-f i ich translokacji do jadra komdérkowego, gdzie wiaza si¢ do regionéw HREs
(ang. hypoxia response elements) gendéw targetowych oraz regulujg ich aktywno$¢ transkrypcyjna (Figura
1). Zmiany ekspresji genO6w pozwalaja na przystosowanie sie do warunkow hipoksji panujacych w komérkach
nowotworowych. Jedng z takich zmian jest przestawienia metabolizmu komorki z oksydacji tlenowej na
glikolize (zwiazanej z ekspresja transporterow glukozy GLUT-1, GLUT-3)[13]. Dodatkowo aktywacji ulegaja
geny odpowiedzialne za angiogeneze (VEGF), erytropoeze oraz hamowanie apoptozy (onkostatyna M).

Normoksja Hipoksja
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Figura 1. Funkcjonowanie czynniké6w HIF w warunkach normoksji oraz hipoksji.
W warunkach normoksji dochodzi do hydroksylacji reszt prolinowych podjednostki HIF-1a przez hydroksylazy
prolinowe (PHD). W konsekwencji utworzony zostaje kompleks z biatkiem VHL (von Hippel-Lindau), co prowadzi do
poliubiwitynizacji i proteosomalnej degradacji HIF-1a. W warunkach normoksji PDH sa nieaktywne, dzieki czemu
dochodzi do dimeryzacji podjednostek HIF-1a i HIF-1f3 i translokacji kompleksu do jadra komérkowego. Kompleks ten
laczy sie z regionami HRE genow targetowych.

4. Procesy indukowane hipoksja w HNSCC
4.1 Erytropoeza

Fizjologiczna odpowiedzig komoérek nowotworowych na warunki hipoksjijest wzrost produkcji czerwonych
krwinek. W wyniku niedotlenienia w obrebie guza czynnik transkrypcyjny HIF, a w szczego6lno$ci HIF-1a
indukuje w komoérkach nerek i watroby produkcje hormonu glikoproteinowego — erytropoetyny (EPO) [14].
Hormon ten wydzielany jest endokrynowo i wiaze si¢ z receptorami na powierzchni niedojrzatych erytrocytow
wplywajac na ich réznicowanie i proliferacje[15]. Dodatkowo HIF wplywa na synteze hemoglobiny poprzez
dzialanie stymulujace na geny zwigzane z metabolizmem zelaza, w tym: transferryny (7f), receptora dla
transferryny (Tfr-1)[16] oraz na transkrypcje genu receptora EPO (epo-r). W skutek tych proceséw dochodzi
do wytwarzania czerwonych krwinek i tym samym zapobiegania skutkom hipoksji w tkance nowotworowe;.
Po zwigzaniu erytropoetyny przez EPO-R aktywowane s3 $ciezki sygnatowe, ktore wplywaja na neoangiogeneze
oraz hamuja proces apoptozy[17]. Dimeryzacja receptora EPO-R wplywa na aktywacje kinazy Janusa 2
(JAK2), ktora w konsekwencji fosforyluje reszty tyrozynowe w cytoplazmatycznej czeSci receptora[i8].
Wykazano, ze podanie egzogennej, rekombinowanej thEPO wplywa na zwiekszona fosforylacje JAK2
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w liniach komérkowych HNSCC[19]. To prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT5 (ang.
signal transducer and activator of transcription 5), ktdry wiaze sie z promotorami takich genow jak: c-myc
i onkostatyna M. Geny aktywowane zwiekszonym poziomem erytropoetyny, wynikajacej z warunkow
hipoksji w nowotworach glowy i szyi zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Geny aktywowane zwiekszonym poziomem erytropoetyny w nowotworach glowy i szyi.

Geny aktywowane Funkcja Literatura
EPO
EPO-R Receptor dla erytropoetyny [17]
c-myc Protoonkogen, kodujacy czynnik [20]

transkrypcyjny c-Myc

onkostatyna M Cytokina nalezaca do rodziny IL-6 [21]

Tf Transferryna, biatko transportujace [16]
zelazo

Tfr-1 Receptor dla transferryny [16]

Wykazano, ze w materialach z biopsji nowotworéw jamy ustnej, gardla i krtani stezenie EPO i EPO-R
jest znacznie zwiekszone w poréwnaniu do zdrowych tkanek [19]. Inne badanie pokazalo, ze podawanie
rekombinowanej erytropoetyny w celu leczenia anemii, bedacej skutkiem radioterapii, moze niekorzystnie
wplywac na rokowanie pacjentow z nowotworami glowy i szyi, jezeli komorki rakowe wykazuja ekspresje
EPO-R [22].

4.2 Angiogeneza

W przeciwienistwie do erytropoezy, ktora jest ogblnoustrojowa odpowiedzia na hipoksje, angiogeneza
jest procesem lokalnym tkanki w celu adaptacji do warunkéw niedotlenienia[15]. Wraz ze wzrostem masy
guza ro$nie jego zapotrzebowanie na tlen i skladniki odzywcze. Powyzej pewnego rozmiaru dochodzi do
neowaskularyzacji, czyli wytworzenia sieci naczyn krwiono$nych zaopatrujacych tkanke nowotworowa [23].
W komorkach HIF-1 stymuluje ekspresje czynnikow proangiogennych takich jak VEGF (czynnik wzrostu
srédblonka naczyniowego). Jego dzialanie wigze sie z proliferacja komorek $rodbtonka i hamowaniem
apoptozy. Mimo, ze VEGF jest kluczowym czynnikiem w utrzymaniu homeostezy, wykazano réwniez, ze
odgrywa role w chorobach siatkowki oraz progresji nowotworéw[24].Produkowany w komérkach rakowych
VEGF w odpowiedzi na hipoksje wiaze sie z receptorami VEGFR i prowadzi do aktywacji szlaku kinazy
tyrozynowej, tym samym stymulujac proliferacje i przezycie komorek srodblonka. Tworzace sie naczynia
krwionoéne czesto charakteryzujacych sie zwiekszong przepuszczalno$cia oraz nieregularng organizacja[25].
W wyniku tego dystrybucja tlenu i sktadnikow odzywezych jest utrudniona. Radioterapia, metoda leczenia
czesto stosowana w nowotworach glowy i szyi po resekcji guza, polega na wytwarzaniu wolnych rodnikow
tlenowych, w celu zabicia komoérek rakowych. W warunkach hipoks;ji skutecznos¢ tej metody jest znacznie
utrudniona [26]. Czynniki angiogenne s3 obecnie celem terapii przeciwnowotworowych. Trwaja badania
kliniczne nad zastosowaniem leku bevacizumab w nowotworach glowy i szyi. Jest to rekombinowane,
humanizowane przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciwko VEGF-A z powodzeniem stosowane m.in.
w nowotworach jelita grubego [27]. Blokuje wigzanie liganda z receptorem VEGFR i tym samym prowadzi
do zahamowania angiogenezy.
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4.3 Glikoliza

Wiekszo$§¢ nowotwordw litych, w tym nowotwory glowy i szyi charakteryzuje tzw. efekt Waarburga. W 1927
r. Otto Waarburg zademonstrowal, ze komorki nowotworowe charakteryzujg sie duzym poborem glukozy,
ktora przeksztalcaja w mleczan w obecno$ci tlenu, mimo, ze w wyniku oddychania mitochondrialnego
komorki sa w stanie wytworzy¢ wiecej ATP (adenozynotrifosforanu) niz podczas glikolizy. Proces glikolizy
tlenowej prowadzi do nagromadzenia sie kwasu mlekowego w mikro$rodowisku guza, co moze prowadzi¢
do opornosci na radioterapie i zdolno$§¢ tworzenia przerzutow w HNSSC [28]. W badaniach wykazano, ze
w warunkach hipoksji czynnik transkrypcyjny HIF-1 aktywuje geny enzymow zaangazowanych w glikolize,
w tym: dehydrogenzay mleczanowej (LDH-A), heksokinazy 1T (HK-II) oraz transporteréw glukozy GLUT-
1 i GLUT-3. Badania wykazaly, ze nadekspresja GLUT-1 w HNSSC wiaze sie ze zwiekszonym stezeniem
glukozy w komorkach i gorszym rokowaniem dla pacjentéw [29]. Heksokinaza II to enzym, ktory katalizuje
pierwszy etap glikolizy poprzez fosforylacje glukozy do glukozo-6-fosforanu. Wykazano, ze wyciszenie
genu heksokinazy IT wplynelo na zmniejszenie rozwoju nowotworu ksenogenicznego poprzez zmniejszenie
proliferacji i zywotnosci komoérek oraz aktywacje apoptozy [30]. Dehydrogenaza mleczanowa katalizuje
przeksztalcenie pirogronianu w mleczan. LHD wystepuje w formie 5 izoenzymow, z ktorych kazdy sktada sie
z dwoch podjednostek A i B. Im wiecej tanicuchdow A, tym izoenzymy LDH katalizuja konwersje pirogronianu
do mleczanu bardziej efektywnie [28]. Wykazano, ze wysokie stezenie mleczanu w guzach HNSSC koreluja
z gorszym calkowitym przezyciem pacjentow [31]. Poznanie czynnikoéw warunkujacych proces glikolizy moze
prowadzi¢ do opracowania skutecznych terapii w nowotworach glowy i szyi. Wykazano, ze zahamowanie
ekspresji GLUT-1 prowadzi do uwrazliwienia komoérek nowotworowych na leczenie cisplatyna w warunkach
normoks;ji i hipoksji [32].

Podsumowanie

Hipoksja w obrebie tkanki nowotworowej wplywa na wiele proceséw zwiazanych z adaptacja komorek
rakowych do panujacych warunkéw zmniejszonej dostepnosci tlenu. Aktywacji ulegaja geny odpowiedzialne
za metabolizm glukozy, neoangiogeneze czy erytropoeze. Udowodniono, ze w warunkach hipoksji w HNSSC
wystepuje zmniejszenie wrazliwosci tkanki nowotworowej na radioterapie i stosowanie chemioterapeutykow.
Istotna jest identyfikacja genéw zaangazowanych w adaptacje do warunkéw niedotlenienia, tak aby mozliwe
bylo zastosowanie terapii celowanych w leczeniu choréb nowotworowych.
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