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CYKLOOKSYGENAZA-2
I JEJ ROLA W KANCEROGENEZIE

CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW COX

Cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase) uczestniczy w wielu waznych fizjolo-
gicznych i patologicznych procesach w organizmie ludzkim® i z tego powodu
jest przedmiotem intensywnych prac badawczych?. Cyklooksygenaza, zwana
syntazg prostaglandyny H, jak réwniez syntaza cyklicznego nadtlenku prosta-
glandynowego (PGHS), jest podstawowym enzymem katalizujagcym grzemianq
kwasu arachidonowego do prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanéw®. W orga-
nizmie ludzkim wystepuje w postaci dwoch izoform — konstytutywnej cyklook-
sygenzy-1 (COX-1) i indukowanej cyklooksygenazy-2 (COX-2)*. Niedawno
wykryto réwniez istnienie trzeciej izoformy — cyklooksygenazy-3 (COX-3)°.

1'N. V. Chandrasekharan, D. L. Simmons, The cyclooxygenases, ,,Genome Biology” 2004,
nr5(9),s. 241.

2 F. Burdan, A. Chalas, J. Szumilo, Cyclooxygenase and prostanoids-biological implica-
tions, ,,Postepy Higieny i Medycyny Dos$wiadczalnej” 2006, nr 60, s. 129-141; M. C.
Cathcart, K. J. O’Byrne, J. V. Reynolds, J. O’Sullivan, G. P. Pidgeon, COX-derived prostanoid
pathways in gastrointestinal cancer development and progression: novel targets for preven-
tion and intervention, ,,Biochimica et Biophysica Acta” 2012, 1825 (1), s. 49-63.

3 C. s. williams, R. N. DuBois, Prostaglandin endoperoxide synthase: why two isoforms?,
~American Journal of Physiology” 1996, nr 270 (3 Pt 1), s. 393-400.
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Ryc. 1. Rodzaje cyklooksygenazy
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Substratem dla enzymu cyklooksygenazy sa nienasycone kwasy tluszczowe,
z ktérych kwas arachidonowy odgrywa najwazniejsza role®. Nienasycone kwasy
tluszczowe przeksztatcane sg do aktywnej fizjologicznie postaci poprzez ich uwal-
nianie z blon komérkowych. W procesie tym biora udziat fosfolipazy A2 C i D'.
Aktywne kwasy tluszczowe sg w reakcji cyklooksygenacji i peroksydacji prze-
ksztatcane do prostaglandyny G2, a nastgpnie do prostaglandyny H2, ktora jest
subsgratem do otrzymania szeregu prostaglandyn, prostacyklin oraz tromboksa-
now .

* 8. Kargman, S. Charleson, M. Cartwright, J. Frank, D. Riendeau, J. Mancini, J. Evans,
G. O’Neill, Characterization of Prostaglandin G/H Synthase 1 and 2 in rat, dog, monkey, and
human gastrointestinal tracts, ,,Gastroenterology” 1996, nr 111 (2), s. 445-454.

5 N. V. Chandrasekharan, H. Dai, K. L. Roos, N. K. Evanson, J. Tomsik, T. S. Elton, D. L.
Simmons, COX-3, a cyclooxygenase-1 variant inhibited by acetaminophen and other analge-
sic/antipyretic drugs: cloning, structure, and expression, ,,Proceedings of the National Acad-
emy of Science of the USA” 2002, nr 99 (21), s. 13926-13931.

6 J.M. Schwab, H.J. Schluesener, R. Meyermann, C.N. Serhan, COX-3 the enzyme and the
concept: steps towards highly specialized pathways and precision therapeutics?, ,,Prostaglan-
dins Leukotrienes and Essential Fatty Acids” 2003, nr 69 (5), s. 339-343.

" B. Sadurska, M. Szumilo, Phospholipases A in mammalian cells: structure, properties,
physiological and pathological role, ,,Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej” 2005,
nr59,s. 116-123.

¢ Ibidem.
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Ryc. 2. Reakcje katalizowane przez COX-2 oraz COX-1
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COX-1

Ekspresja genu COX-1 jest stata i podlega niewielkiej regulacji przez czynniki
wewnatrzkomorkowe czy zewnatrzkomorkowe. U czlowieka gen COX-1 znaj-
duje si¢ na chromosomie 9 i sktada si¢ z 11 eksonéw (22 kb). COX-1 jest zali-
czany do genow podstawowego cyklu komorkowego. Natomiast biatko COX-1
zbudowane jest z 599 aminokwaséw i ma mase czasteczkowa 70 kDa®. W wick-
szosci tkanek COX-1 bierze udzial w utrzymaniu homeostazy organizmu'®,
Zwigkszona ekspresja COX-1 zostata wykryta w stanach patologicznych, to jest
w blaszkach miazdzycowych oraz w chorobie reumatoidalnej (w komorkach
mazidowki)'’.

® N. V. Chandrasekharan, D. L. Simmons, The cyclooxygenases..., op. cit., . 241.
10 |bidem; S. Kargman, S. Charleson, M. Cartwright, J. Frank, D. Riendeau, J. Mancini,
J. Evans, G. O’Neill, Characterization of Prostaglandin..., op. cit., s. 445-454.
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COX-2

COX-2 bierze udziat w fizjologicznych i patologicznych procesach, takich jak
powstanie i utrzymywanie stanu Za{)alnego, goraczki, bolu, a takze w powstaniu
i progresji chorob nowotworowych'2. W warunkach fizjologicznych COX-2 jest
wykrywane w osrodkowym uktadzie nerwowym, przewodzie pokarmowym,
w uktadzie krwiono$nym nerek i srédbtonku naczyn, {OZYSku, a takze w sercu,
chrzastce, ptucach'®. COX-2 jest enzymem indukowanym™*. Gen COX-2 znajdu-
je si¢ na chromosomie 1 (1q25.2-25.3), sktada si¢ z 10 egzondéw. Biatko COX-2
jest zbudowane z 604 aminokwasow i wazy ok. 72 kDa™>. Gen COX-2 zawiera
tzw. sekwencje TATA box, do ktorej przylacza sie wiele czynnikow transkryp-
cyjnych. Ekspresja genu COX-2 pobudzana jest przez czynniki wzrostu oraz
czynniki zaangazowane w reakcje zapalna, np. interleuking 1 (IL-1), czynnik
martwicy nowotworu typu alfa (TNF-a), liposacharydy oraz czynniki transkryp-
cyjne i biatka onkogendw™. Nadmierng ekspresje COX-2 wykryto w wielu no-
wotworach, m.in. w raku jelita grubego, zotadka, ptuca, piersi, przetyku, trzust-
ki, glowy i szyi, endometrium, stercza i pgcherza moczowego

11 J. Crofford, R. L. Wilder, A. P. Ristimaki, H. Sano, E. F. Remmers, H. R. Epps, T. Hla,
Cyclooxygenase-1 and -2 expression in rheumatoid synovial tissues. Effects of interleukin-1
beta, phorbol ester, and corticosteroids, ,,JJournal of Clinical Investigation” 1994, nr 93 (3),
s. 1095-1101.

12.¢. s. Williams, M. Mann, R. N. DuBois, The role of cyclooxygenases in inflammation,
cancer, and development, ,,Oncogene” 1999, nr 18 (55), s. 7908-7916.

Bg, Kargman, S. Charleson, M. Cartwright, J. Frank, D. Riendeau, J. Mancini, J. Evans,
G. O’Neill, Characterization of Prostaglandin..., op. cit., s. 445-454; R. A. Soslow, A. J.
Dannenberg, D. Rush, B. M. Woerner, K. N. Khan, J. Masferrer, A.T. Koki, COX-2 is ex-
pressed in human pulmonary, colonic, and mammary tumors, ,,Cancer” 2000, nr 89 (12),
S. 2637-2645.

¥ N. V. Chandrasekharan, D. L. Simmons, The cyclooxygenases..., op. Cit., s. 241.

53 B. Appleby, A. Ristimaki, K. Neilson, K. Narko, T. Hla, Structure of the human
cyclo-oxygenase-2 gene, ,.Biochemical Journal” 1994, nr 302 (Pt 3), s. 723-727; A. Ristimaki,
S. Garfinkel, J. Wessendorf, T. Maciag, T. Hla, Induction of cyclooxygenase-2 by interleukin-
1 alpha. Evidence for post-transcriptional regulation, ,,The Journal of Biological Chemistry”
1994, nr 269 (16), s. 11769-11775.

1 R. A. Soslow, A. J. Dannenberg, D. Rush, B. M. Woerner, K. N. Khan, J. Masferrer,
A. T. Koki, COX-2 is expressed..., op. cit., s. 2637-2645; G. Chan, J. O. Boyle, E. K. Yang,
F. Zhang, P. G. Sacks, J. P. Shah, D. Edelstein, R. A. Soslow, A. T. Koki, B. M. Woerner,
J. L. Masferrer, A. J. Dannenberg, Cyclooxygenase-2 expression is up-regulated in squamous
cell carcinoma of the head and neck, ,,Cancer Research” 1999, nr 59 (5), nr 991-994;
B. P. van Rees, K. Saukkonen, A. Ristimaki, W. Polkowski, G. N. Tytgat, P. Drillenburg,
G. J. Offerhaus, Cyclooxygenase-2 expression during carcinogenesis in the human stomach,
,Journal of Pathology” 2002, nr 196 (2), s. 171-179.

' R. A. Soslow, A. J. Dannenberg, D. Rush, B. M. Woerner, K. N. Khan, J. Masferrer,
A. T. Koki, COX-2 is expressed..., op. cit., S. 2637-2645; R. F. Souza, K. Shewmake, D. G.
Beer, B. Cryer, S.J. Spechler, Selective inhibition of cyclooxygenase-2 suppresses growth
and induces apoptosis in human esophageal adenocarcinoma cells, ,,Cancer Research” 2000,
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COX-3

COX-3 Wykryto w 2002 roku w tkance nerwowej o$rodkowego uktadu nerwo-
wego oraz w $cianie aorty™®. Do chwili obecnej nie znaleziono umiejscowienia
genu COX-3. Natomiast biatko COX-3 jest wynikiem alternatywnego sktadania
produktu genu COX-1. BlaH(O COX-3 zawiera 633 aminokwasy, a jego masa
wynosi okoto 65 kDa'®. Dotychczasowe badania Wskazu1q, ze w organizmie
ludzkim biatko COX-3 nie ma aktywn050| cyklooksygenazy®, jakkolwiek jego
rola nie zostala jeszcze dokladnie opisana®".

COX-1aCOX-2

Zgodno$¢ sekwencji aminokwasow miedzy COX-1 a COX-2 u ludzi sigga 63%%,
a co za tym idzie budowa przestrzenna obu biatek jest rowniez podobna. Reak-
tywnosc obu izoenzymow zaréwno do substratow, jak i inhibitorow jest znacz-

® Substratem COX-1 moze by¢ jedynie kwas arachidonowy i kwas dihomo-
-g Imolemowy natomiast dla COX-2 jest to rowniez kwas a-linoleinowy i eiko-
zapentanowy“".

CYKLOOKSYGENAZA 2 A POWSTANIE I ROZWOJ RAKA

Nadekspresja COX-2 prowadzi do powstania i rozwoju raka poprzez wpltyw na
apoptoze, neoangiogeneze, tworzenie przerzutéw czy uktad immunologiczny.

nr 60 (20), s. 5767-5772; A. Ristimaki, O. Nieminen, K. Saukkonen, K. Hotakainen, S. Nord-
ling, C. Haglund, Expression of cyclooxygenase-2 in human transitional cell carcinoma of the
urinary bladder, ,,American Journal of Pathology” 2001, nr 158 (3), s. 849-853; K. Sauk-
konen, O. Nieminen, B. van Rees, S. Vilkki, M. Harkonen, M. Juhola, J.P. Mecklin, P. Sip-
ponen, A. Ristimaki, Expression of cyclooxygenase-2 in dysplasia of the stomach and in intes-
tinal-type gastric adenocarcinoma, ,,Clinical Cancer Research” 2001, nr 7 (7), s. 1923-1931.

18'N. V. Chandrasekharan, H. Dai, K. L. Roos, N.K. Evanson, J. Tomsik, T. S. Elton,
D. L. Simmons, COX-3, a cyclooxygenase-1 variant..., op. cit., s. 13926-13931.

¥ D. L. Simmons, R. M. Botting, T. Hla, Cyclooxygenase isozymes: the biology of pros-
taglandin synthesis and inhibition, ,,Pharmacological Reviews” 2004, nr 56 (3), s. 387-437.

2 3. A. Snipes, B. Kis, G. S. Shelness, J. A. Hewett, D. W. Busija, Cloning and character-
ization of cyclooxygenase-1b (putative cyclooxygenase-3) in rat, ,,Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics” 2005, nr 313 (2), s. 668—676.

g B. Appleby, A. Ristimaki, K. Neilson, K. Narko, T. Hla, Structure of the human...,
op. cit., s. 723-727; D. L. Simmons, R. M. Botting, T. Hla, Cyclooxygenase isozymes..., op.
cit., s. 387-437.

22, L. Simmons, R. M. Botting, T. Hla, Cyclooxygenase isozymes..., op. cit., s. 387—437.

23 3. M. Schwab, H. J. Schluesener, R. Meyermann, C. N. Serhan, COX-3 the enzyme...,
op. cit., s. 339-343.

24 C. S. Williams, R. N. DuBois, Prostaglandin endoperoxide synthase. .., op. cit., 5. 393—
400; S. Kargman, S. Charleson, M. Cartwright, J. Frank, D. Riendeau, J. Mancini, J. Evans,
G. O’Neill, Characterization of Prostaglandin..., op. cit., s. 445-454.
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Ryc. 3. Wplyw COX-2 na procesy zyciowe

Nadekspresja
COX-2
apoptoza neoangiogeneza przerzutowanie, uktad
metaloproteinazy immunologiczny
macierzy

APOPTOZA

Apoptoza (programowana $mier¢ komorki) jest waznym procesem w rozwoju
i prawidlowym funkcjonowaniu organizmu i moze by¢ aktywowana na drodze
zewnatrz- 1 wewngtrzpochodnej. Droga wewnatrzpochodna poprzez zmiany
W btonie mitochondrium prowadzi do uwolnienia cytochromu c, ktéry nastepnie
tworzy wspdlnie z czynnikiem aktywujacym proteaze apoptotyczng i nieaktyw-
ng forma kaspazy 9 kompleks zwany apoptosomem. Kompleks ten uvaktywnia
kaskady kaspaz, ktore prowadza do $mierci komoérki. Prawidlowe dziatanie tej
drogi zalezy od réwnowagi pomi¢dzy czynnikami proapoptotycznymi a czynni-
kami antyapoptotycznymi. Gtéwng role w regulacji apoptozy odgrywa rodzina
biatek BCL-2, do ktdrej naleza zaréwno biatka proapoptotyczne — BAX, BAD,
BID, BIK, jak i antyapoptotyczne — BCL-2 i BCL-XL.

Droga zewnatrzpochodna inicjuje apoptoze poprzez aktywacje receptorow na
powierzchni komorki. Do receptordw tych zalicza si¢ np. receptor dla czynnika
martwicy nowotworu (TNFR). Aktywacja receptora uruchamia kaskade kaspaz,
ktore prowadzg do $mierci komorki.

Nadekspresja COX-2 hamuje apoptoze poprzez wzrost aktywno$ci biatka an-
tyapoptotycznego BCL-2 oraz aktywacje szlaku kinazy serotoninowo-treonino-
wej”°. Nadekspresja COX-2 wptywa na stgzenie i stabilizacje surwiwiny, a to
zwigksza oporno$¢ na apoptoze (surwiwina — biatko wigzece kaspazy i uniemoz-
liwiajace ich aktywacje).

% K. M. Leahy, A. T. Koki, J. L. Masferrer, Role of cyclooxygenases in angiogenesis,
,-Current Medical Chemistry” 2000, nr 7 (11), s. 1163-1170.

Bk, Krysan, H. Dalwadi, S. Sharma, M. Pold, S. Dubinett, Cyclooxygenase 2-dependent
expression of survivin is critical for apoptosis resistance in non-small cell lung cancer, ,,Can-
cer Research” 2004, nr 64 (18), s. 6359-6362.
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NEOANGIOGENEZA

Guz nie wigkszy niz 1-2 mm S$rednicy moze by¢ zaopatrywany w tlen za po-
srednictwem dyfuzji z otaczajacych go tkanek. Natomiast wzrost guzow wyma-
ga wytworzenia wlasnej sieci naczyn krwionosnych i jest to krytyczny proces
zardwno dla wzrostu guza pierwotnego, jak i dla tworzacych si¢ przerzutow.
Przejscie guza z fazy beznaczyniowej W naczyniowa jest niezwykle wazne
w progresji nowotworowej i nazywane jest przefomem angiogennym (ang. an-
giogenic switch)”’. Obecnie naukowcy bardziej sktaniajg si¢ ku teorii, Ze nowe
naczynia nowotworowe nie tworzg si¢ de novo, lecz powstajg z naczyn juz ist-
meje}cych Znanych jest kilka mechanizméw powstawania naczyn w guzie
nowotworowym, z ktdrych najczeéciej wystepujacym jest proces tzw. paczko-
wania (ang. sprouting angiogenesis). Polega on na powstawaniu naczyn z juz
istniejacych poprzez formowanie si¢ kolumn komérek §rodbtonkowych, ktorych
wydluzanie odbywa si¢ w kierunku guza nowotworowego i prowadzi do po-
wstawania zamknie;tych petli 1 sieci kapilarnych Pozostale mechanizmy po-
wstawania naczyn to wglobienie (rozpad naczynia qukszego na mniejsze na-
czynia) i mimikra (powstawanie struktur naczyniopodobnych)?.

Proces angiogenezy nowotworowej jest procesem przewlektym, regulowa-
nym przez czynniki pobudzajace i hamujace. W swoich etapach (degradacja
btony podstawnej, migracja i proliferacja komoérek $rodblonkowych, tworzenie
struktur tubulopodobn gfch i stabilizacja nowych naczyn) jest podobny do angio-
genezy fizjologicznej®.

Wzrost masy guza bez jednoczesnego wytworzenia nowych naczyn krwiono-
$nych powoduje niedotlenienie komorek (hipoksja). Tak wytworzone specyficz-
ne $rodowisko indukuje czynnik transkrypcyjny HIF-1a oraz HIF-2a (ang. hy-
poxia inducible factor-HIF), ktéry aktywuje transkrypcje gendw utatwiajacych
przetrwanle komorek w warunkach hipoksji, a Jednoczesnle wpiywa na progre-
sje nowotworowa Wsréd aktywowanych gendéw najwazniejszy jest czynnik

21 v, Baeriswyl, G. Christofori, The angiogenic switch in carcinogenesis, ,,Seminars in
Cancer Biology” 2009, nr 19 (5), s. 329-337.

2 M. R. Richardson, M. C. Yoder, Endothelial progenitor cells: quo vadis?, ,.Journal of
Molecular and Cellular Cardiology” 2011, nr 50 (2), s. 266-272.

2 B, Dome, M. J. Hendrix, S. Paku, J. Tovari, J. Timar, Alternative vascularization
mechanisms in cancer: Pathology and therapeutic implications, ,,American Journal of Pathol-
ogy” 2007, nr 170 (1), s. 1-15.

% A.S. Chung, J. Lee, N. Ferrara, Targeting the tumour vasculature: insights from physi-
ological angiogenesis, ,,Nature Reviews Cancer”, nr 10 (7), s. 505-514; A. Raza, M. J. Frank-
lin, A. Z. Dudek, Pericytes and vessel maturation during tumor angiogenesis and metastasis,
~American Journal of Hemathology” 2010, nr 85 (8), s. 593-598.

313, W. Lee, S. H. Bae, J. W. Jeong, S. H. Kim, K. W. Kim, Hypoxia-inducible factor
(HIF-1) alpha: its protein stability and biological functions, ,,Expererimenatl and Mollecular
Medicine” 2004, nr 36 (1), s. 1-12; J. D. Gordan, M. C. Simon, Hypoxia-inducible factors:
central regulators of the tumor phenotype, ,,Current Opinion in Genetics & Development”
2007, nr 17 (1), s. 71-77.
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wzrostu §rodblonka naczyn (ang. vascular endothelial growth factor — VEGF)
i tozne jego izoformy oraz COX-2%. VEGF poprzez receptory VEGFR1 oraz
VEGFR2 stymuluje angiogeneze natomiast VEGFR3 wptywa na limfoangioge-
neze®. Ekspresja VEGF oraz COX-2 wystepuje w wielu nowotworach®. Nad-
ekspresja COX-2 prowadzi do powstania i wzrostu nowych naczyn bezposred-
nio poprzez produkty takie jak: tromboksan A, (TXA,) prostaglandyna E, (PGE,)
i prostacyklina I, (PGl,) oraz posrednio poprzez zwigkszenie ekspres;ji i aktyw-
nosci VEGF, interleukiny 8 (IL-8) oraz chemokin ENA-78 (ang. epithelial neu-
trophil-activating protein 78)*. PGE, wplywa na wytwarzanie VEGF przez
przemieszczenie HIF-1a i HIF-20 z cytoplazmy do jadra komorki®®. Natomiast
TXA; pobudza komorki endotelium do migracji i tworzenia naczyniopodobnych
struktur®™. Wytwarzana juz w komorkach $rodblonka naczyn PGl, rozszerza
naczynia oraz dziata antyagregacyjnie w stosunku do komorek krwi. Dotychcza-
sowe wyniki badan dotyczacych stosowania inhibitoréw COX-2 jako czynnikow
blokujacych proces neoangiogenezy sg obiecujqce37.

Stosowanie inhibitorow procesu angiogenezy budzi duze nadzieje w terapii
choréb nowotworowych, ale niestety dtugotrwale stosowanie lekow antg/angio—
gennych powoduje wzrost inwazyjnosci oraz powstawanie przerzut(')w3 . Tera-
pia powinna uwzglednia¢ mechanizmy angiogenezy nowotworowej. Poznanie
molekularnych mechanizméw neoangiogenezy niezaprzeczalnie przyczyni si¢
do skuteczniejszej terapii przeciwnowotworowej.

Dotychczas tylko cztery leki uzyskaty aprobate agencji FDA (ang. Food and
Drug Administration). Bewacizumab (Awastin)-przeciwciato przeciwko VEGF
oraz trzy inhibitory kinaz tyrozynowych: sorafenib, sunitinib i pazopanib®.

32 v/, Baeriswyl, G. Christofori, The angiogenic switch in carcinogenesis, op. cit., s. 329—
337; J. L. Masferrer, K. M. Leahy, A. T. Koki, B. S. Zweifel, S. L. Settle, B. M. Woerner,
D. A. Edwards, A. G. Flickinger, R. J. Moore, K. Seibert, Antiangiogenic and antitumor
activities of cyclooxygenase-2 inhibitors, ,,Cancer Research” 2000, nr 60 (5), s. 1306-1311.

By, Baeriswyl, G. Christofori, The angiogenic switch..., op. cit., s. 329-337.

%D.p. Toomey, J. F. Murphy, K. C. Conlon, COX-2, VEGF and tumour angiogenesis,
,,Surgeon” 2009, nr 7 (3), s. 174-180.

% J. M. Schwab, H. J. Schluesener, S. Laufer, COX-3: just another COX or the solitary
elusive target of paracetamol?, ,,.Lancet” 2003, nr 361 (9362), s. 981-982; M. D. Salvado,
A. Alfranca, J. Z. Haeggstrom, J. M. Redondo, Prostanoids in tumor angiogenesis: therapeu-
tic intervention beyond COX-2, ,,Trends in Molecular Medicine”, nr 18 (4), s. 233-243.

% M. Liu, S. C. Yang, S. Sharma, J. Luo, X. Cui, K. A. Peebles, M. Huang, M. Sato, R. D.
Ramirez, J. W. Shay, J. D. Minna, S. M. Dubinett, EGFR signaling is required for TGF-beta
1 mediated COX-2 induction in human bronchial epithelial cells, ,,American Journal of Res-
piratory Cell and Molecular Biology” 2007, nr 37 (5), s. 578-588.

3" M. D. Salvado, A. Alfranca, J. Z. Haeggstrom, J. M. Redondo, Prostanoids in tumor
angiogenesis..., op. cit., s. 233-243.

%M. S. Widel, M. Widel, Mechanisms of metastasis and molecular markers of malignant
tumor progression. |. Colorectal cancer, ,,Postepy Higieny i Medycyny Do$wiadczalnej”
2006, nr 60, s. 453-470.

% 3. M. Ebos, R. S. Kerbel, Antiangiogenic therapy: impact on invasion, disease progres-
sion, and metastasis, ,,Nature Reviews Clinical Oncology” 2011, 8 (4), s. 210-221.
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Sorafenib hamuje aktywnos$¢ m.in. VEGFR2, VEGFR3. Sunitinib dziata m.in.
na VEGFR1 i VEGFR2. Pazopanib na VEGFR1, VEGFR2, VEGFRS3. Inhibito-
ry te moga by¢ stosowane w przypadku raka jelita grubego, ptuc i piersi, a takze
u chorych, u ktérych wystepuje ekspresja wyzej wymienionych receptor(')w40.

METALOPROTEINAZY I TWORZENIE PRZERZUTOW

Tworzenie przerzutow nowotworowych jest procesem zlozonym. Komorki ra-
kowe uwolnione ze zmiany pierwotnej, aby dokona¢ inwazji otaczajacych tka-
nek, musza przekroczy¢ btone podstawng, a takze otaczajacg warstwe komorek
srodblonka naczyn zaopatrujacych guz nowotworowy, nastgpnie wniknaé do
naczyn chtonnych i (lub) krwiono$nych (ang. intravasation) i migrowaé przez
$ciany naczyn do otaczajacych tkanek (ang. extravasation), gdzie proliferuja,
tworzac nowe ogniska raka®'.

Blona podstawna jest siecig biatek, ktora tworzy bariere migdzy nabtonkiem
(srodbtonkiem) naczyn a otaczajacg tkanka, ogranicza ona migracj¢ komorek
prawidtowych. Komorki rakowe uposledzajg funkcje blony podstawnej poprzez
degradacje jej sktadnikow. Jest to kluczowy element prowadzacy do przerzutow.
Proces degradacji sktadnikoéw btony podstawnej wymaga aktywacji enzymow
proteolitycznych, m.in. proteinaz serynowych oraz metaloproteinaz (ang. metal-
loproteinases — MMPs). Metaloproteinazy zawieraja cynk i wydzielane sg jako
proenzymy, ktore ulegaja aktywacji w przestrzeni pozakomdrkowej przez inne
proteinazy. Metaloproteinazy dzielg si¢ na 4 grupy w zaleznos$ci od substratow,
na jakie dzialaja: kolagenazy, matrylizyny, stromelizyny i zelatynazy™.

Metaloproteinaza 2 (MMP-2), nazywana zelatynazg A, i metaloproteinaza 9
(MMP-9), nazywana zelatynazg B, sa glownie zwigzane z progresja raka i kore-
luja z krotszym przezyciem chorych®™. Wzrost ekspresji COX-2 powoduje
wzrost aktywno$ci metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9, ktére wplywaja na
zwigkszenie zdolno$ci do naciekania i tworzenia przerzutow. PGE,, dziatajac
przez receptor czwarty prostaglandyny E (EP4), nasila ekspresje MMP-2.

Adhezja do substancji zewnatrzkomorkowej jest waznym etapem rozpoczz}/-
najacym tworzenie przerzutdéw. Proces ten zalezy gldéwnie od biatka CD44 o

“0 |bidem.

* M. S. Widel, M. Widel, Mechanisms of metastasis. .., op. cit., s. 4563-470.

2y, Nagase, J. F. Woessner Jr, Matrix metalloproteinases, ,,The Journal of Biological
Chemistry” 1999, nr 274 (31), s. 21491-21494.

433, B. Somiari, C. D. Shriver, C. Heckman, C. Olsen, H. Hu, R. Jordan, C. Arciero, S. Rus-
sell, G. Garguilo, J. Hooke, R.I. Somiari, Plasma concentration and activity of matrix metal-
loproteinase 2 and 9 in patients with breast disease, breast cancer and at risk of developing
breast cancer, ,,Cancer Letters” 2006, nr 233 (1), s. 98-107.

4 A. Bartolazzi, R. Peach, A. Aruffo, I. Stamenkovic, Interaction between CD44 and
hyaluronate is directly implicated in the regulation of tumor development, ,,Journal of Exper-
imental Medicine” 1994, nr 180 (1), s. 53-66.
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CD44 jest receptorem powierzchniowym dla hialuronianu — gtéwnego sktadnika
macierzy zewnatrzkomorkowej. Nowotwory wykazujace nadekspresje COX-2
czesto maja rowniez nadekspresje CD44, ktora wptywa na wzrost inwazyjnoSci
raka®. Dodatkowo opisano zwiazek pomiedzy poziomem ekspresji COX-2
a biatkami kompleksu E-kadheryny, ktore sa bezposrednio zwigzane z tworze-
niem przerzutoéw na drodze nabywania przez komorki raka cech komorek meze-
nychmalnych (ang. epitelial mesenchymal transition — EMT)™.

UKELAD IMMUNOLOGICZNY

Uktad immunologiczny odgrywa wazng role w niszczeniu zmienionych nowo-
tworowo komorek. Odpowiada za to odpowiedz komdrkowa, gtéwnie komorki T.
Najczesciej dochodzi do zmniejszenia liczby limfocytow T, zmniejszenia sub-
populacji limfocytow T CD4+, zmniejszenia stosunku CD4+/CD8+, uposledze-
nia zdolnosci do proliferacji stymulowanej mitogenami oraz zmniejszenia ak-
tywno$ci cytotoksycznej komorek NK. Nadekspresja COX-2 poprzez nadpro-
dukcj¢ PGE, zaburza réwnowage pomig¢dzy stezeniami interleukiny 10 (IL-10)
i interleukiny 12 (1L-12)*, ktére bezposrednio wplywaja na odpowiedz komor-
kowa. Wzrost stezenia IL-10 hamuje odpowiedZ komdrkowa, podobny skutek
wywoluje zmniejszenie st¢zenia IL-12. Prowadzi to do immunosupresji wywo-
tanej przez guz i nasila angiogenequB.
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logical Chemistry” 2008, nr 283 (21), s. 14335-14344; S. Misra, V. C. Hascall, F. G. Berger,
R. R. Markwald, S. Ghatak, Hyaluronan, CD44, and cyclooxygenase-2 in colon cancer, ,,Con-
nective Tissue Research” 2008, nr 49 (3), s. 219-224.
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(6), s. 475-485; M. Dohadwala, S. C. Yang, J. Luo, S. Sharma, R. K. Batra, M. Huang, Y. Lin,
L. Goodglick, K. Krysan, M. C. Fishbein, L. Hong, C. Lai, R. B. Cameron, R. M. Gemmill,
H. A. Drabkin, S. M. Dubinett, Cyclooxygenase-2-dependent regulation of E-cadherin: pros-
taglandin E(2) induces transcriptional repressors ZEB1 and snail in non-small cell lung
cancer, ,,Cancer Research” 2006, nr 66 (10), s. 5338-5345.
*" M. Huang, M. Stolina, S. Sharma, J.T. Mao, L. Zhu, P.W. Miller, J. Wollman, H.
Herschman, S.M. Dubinett, Non-small cell lung cancer cyclooxygenase-2-dependent
regulation..., op. cit., s. 1208-1216.

48 A. Ristimaki, N. Honkanen, H. Jankala, P. Sipponen, M. Harkonen, Expression of cy-
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1280.

28



Cyklooksygenaza-2 i jej rola w kancerogenezie

FUNKCJA CYKLOOKSYGENAZY

Enzymy COX spetniaja wazng rolg¢ w regulacji procesow na poziomie komorek,
tkanek, narzadéw i uktadéw. Ponizej wymienione zostaty najwazniejsze przy-
ktady oddziatywania.

UKLAD POKARMOWY

COX-2 w blonie $luzowej przewodu pokarmowego wystepuje w warunkach
fizjologicznych, jakkolwiek aktywnos¢ COX-2 jest niewielka, zwykle ponizej
detekcji*®. Nadekspresje COX-2 spotyka si¢ w zmianach patologicznych, to jest
gruczolakach i rakach gruczotowych oraz stanach je poprzedzajqcychso. Nad-
mierng ekspresje COX-2 spotyka si¢ w typowym raku zotadka oraz raku kikuta
zotadka, podczas gdy w raku zotadka wystepujacym w mtodym wieku ekspresja
jest niewielka®. Polimorfizm w genie promotorze COX-2 w pozycji 765 jest
zwigzany z wigkszym ryzykiem wystgpienia raka Zoia,dka52. Jej nadmierng
ekSpresgg spotka si¢ w blisko 80% przypadkoéw raka jelita grubego oraz w raku
trzustki>”.

UKLAD NACZYNIOWY
W warunkach fizjologicznych ekspresja COX-1 w $rodbtonku naczyn jest nie-

wielka. Zwickszenie Swiadczy o uszkodzeniu §ciany naczynia, sugerujac miaz-
dzyce™. Ekspresja COX-2 jest wazna w ochronie komorek serca uszkodzonych

49 B, P. van Rees, K. Saukkonen, A. Ristimaki, W. Polkowski, G. N. Tytgat, P. Drillenburg,
G. J. Offerhaus, Cyclooxygenase-2 expression..., op. cit., s. 171-179; K. Saukkonen, O. Nie-
minen, B. van Rees, S. Vilkki, M. Harkonen, M. Juhola, J. P. Mecklin, P. Sipponen, A. Risti-
maki, Expression of cyclooxygenase-2 in dysplasia..., op. cit., s. 1923-1931; A. Ristimaki,
N. Honkanen, H. Jankala, P. Sipponen, M. Harkonen, Expression of cyclooxygenase-2 in
human gastric carcinoma, op. cit., s. 1276-1280.

%5, C. Wong, M. Fukuchi, P. Melnyk, 1. Rodger, A. Giaid, Induction of cyclooxygen-
ase-2..., op. cit., s. 100-103.

L A. N. Milne, R. Carvalho, F. M. Morsink, A. R. Musler, W. W. de Leng, A. Ristimaki,
G. J. Offerhaus, Early-onset gastric cancers have a different molecular expression profile
than conventional gastric cancers, ,,Modern Pathology” 2006, nr 19 (4), s. 564-572.
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jewski, G. J. Offerhaus, A. N. Milne, The COX-2 promoter polymorphism -765 G>C is asso-
ciated with early-onset, conventional and stump gastric cancers, ,,Modern Pathology” 2008,
nr 21 (6), s. 685-690.

%% 0. N. Tucker, A. J. Dannenberg, E. K. Yang, F. Zhang, L. Teng, J. M. Daly, R. A. Sos-
low, J. L. Masferrer, B. M. Woerner, A. T. Koki, T. J. Fahey 3rd, Cyclooxygenase-2 expres-
sion is up-regulated in human pancreatic cancer, ,,Cancer Research” 1999, nr 59 (5), s. 987—
990.
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ase-2..., op. cit., s. 100-103.

29



R. Sitarz, M. Kolasifiska-Bzoma, M. Skorzewska, W. P. Polkowski, R. Maciejewski

przez niedokrwienie od poczatku zadziatania bodzca niedokrwiennego i jest
L S . 55
czutym wskaznikiem uszkodzenia $ciany naczyn i serca™ .

UKEAD NERWOWY

W o$rodkowym uktadzie nerwowym wykryto obecnos¢ wszystkich trzech izo-
enzymow COX. Fizjologiczng, niewielkg ekspresje COX-2 wykryto w przodo-
moézgowiu 1 rdzeniu kre;gowym%. Zwickszong ekspresj¢ COX-2 obserwuje si¢
w stanach zapalnych, chorobach zwyrodnieniowych, nowotworowych oraz
W stanach przewlektego stresu.

UKELAD MOCZOWO-PLCIOWY

COX-2 wykryto w aparacie przyklebuszkowym, komorkach nablonkowych
kanalika nefronu oraz komorkach srédmigzszowych brodawki nerkowej. COX-2
zmniejsza absorpcje sodu i wplywa na uwalnianie reniny i aktywacje¢ szlaku
renina-angiotensyna-aldosteron (RAA)*".

Ekspresje COX-2 opisano w nabtonku oraz nasieniowodzie u mezczyzn,
a U kobiet w komoérkach wydzielniczych nablonka jajowodéw oraz w nablonku
btony $luzowej trzonu macicy. Aktywnos$¢ COX-2 jest odpowiedzialna za an-
giogenezg 1 rozpoczecie formowania tozyska, a jej ekspresja zwigksza si¢ wraz
z wiekiem cigzowym. Ekspresja COX-2 jest nieodzownym czynnikiem warun-
kujacym prawidtowa owulacje, zaptodnienie i implantacj (;58.

Pomimo wielu waznych funkc;ji fizjologicznych w uktadzie moczowo-plcio-
wym ekspresja COX-2 zwigksza si¢ w nowotworach pgcherza moczowego,
gruczotu krokowego, jajnika oraz raku szyjki macicy®. W raku szyjki macicy

%5 A, Ristimaki, O. Nieminen, K. Saukkonen, K. Hotakainen, S. Nordling, C. Haglund,
Expression of cyclooxygenase-2 in human transitional cell..., op. cit., s. 849-853.
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s. 1795-1804.

%8 |, L. Espey, Current status of the hypothesis that mammalian ovulation is comparable
to an inflammatory reaction, ,,Biology of Reproduction” 1994, nr 50 (2), s. 233-238; A. S.
Salhab, M. N. Gharaibeh, M. S. Shomaf, B. I. Amro, Meloxicam inhibits rabbit ovulation,
,,Contraception” 2001, nr 63 (6), s. 329-333.

% K. Yamagata, K. I. Andreasson, W. E. Kaufmann, C. A. Barnes, P. F. Worley, Expres-
sion of a mitogen-inducible cyclooxygenase in brain neurons: regulation by synaptic activity
and glucocorticoids, ,,Neuron” 1993, nr 11 (2), s. 371-386; J. L. Young, A. A. Jazaeri, C. J.
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ekspresja COX-2 zwigzana jest ze zwigkszong gestoscig naczyn i z gorszym

rokogvaniemeo, a stosowanie inhibitoréw COX-2 zwigcksza skutecznos$¢ radiote-
<61

rapii’.

UKLAD ODDECHOWY

W normalnym nabtonku w phucach nie stwierdza si¢ obecnosci COX-2%2. Eks-
presja COX-2 wzrasta w zapaleniach i zmianach patologicznych prowadzacych
do raka®. Nadekspresje COX-2 wykryto w 70% przypadkow gmczolakorakaeﬁ'
oraz 50% raka plaskonab%onkowego6 . Nie stwierdzono zaleznos$ci pomiedzy
ekspre%jq COX-2 a cechami klinicznymi (wiekiem, plcig, stopniem zaawanso-
wania)®.

INHIBITORY COX-2

Inhibitory COX-2 ze wzgledu na swoje dziatanie przeciwbodlowe, przeciwzapal-
ne oraz przeciwgorgczkowe sg najczeSciej przyjmowanymi lekami. Gléwnie
przyjmowane sa w bolach o umiarkowanym i niewielkim nasileniu. Niestety
dlugotrwale ich stosowanie powoduje czgste efekty uboczne w postaci krwa-
wien czy perforacji®’. Stosowanie selektywnych inhibitoréw COX-2 podnosi

805, Zha, V. Yegnasubramanian, W. G. Nelson, W. B. Isaacs, A. M. De Marzo, Cyclo-
oxygenases in cancer: progress and perspective, ,,Cancer Letters” 2004, nr 215 (1), s. 1-20.
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during early lung squamous cell carcinoma oncogenesis, ,,European Respiratory Journal”
2005, nr 26 (2), s. 198-203.
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% A.Yuan, C.J. Yu, C. T. Shun, K. T. Luh, S. H. Kuo, Y. C. Lee, P. C. Yang, Total cy-
clooxygenase-2 mRNA levels correlate with vascular endothelial growth factor mRNA levels,
tumor angiogenesis and prognosis in non-small cell lung cancer patients, ,,International
Journal of Cancer” 2005, nr 115 (4), s. 545-555.
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risks of nonsteroidal anti-inflammatory drugs, ,,American Journal of Medicine” 2008, nr 121
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ryzyko zawalu migénia sercowego i udaru mozgu, dlatego ich stosowanie po-
winno by¢ ograniczane. Blokowanie aktywnos$ci COX-2 powoduje regresj¢ guza
nowotworowego, zwickszenie wokot niego nacieku limfocytarnego, a poprzez
prostanoidy wptywa na dojrzewanie komorek dendrytycznych, co wzmaga od-
powiedz T-komodrkowa.

Chorzy z nadmierng ekspresja COX-2 mogliby odnies¢ korzys$¢ z leczenia
selektywnymi i nieselektywnymi inhibitorami COX-2. Inhibitory COX maja
charakterystyczne dla siebie miejsca wigzania w centrum katalitycznym, np.
kwas acetylosalicylowy taczy si¢ z seryng w pozycji 530, a ibuprofen z argining
w pozycji 120%. Badania epidemiologiczne sugeruja, ze stosowanie aspiryny
i niesterydowych lekow przeciwzapalnych zmniejsza ryzyko raka zotadka, jelita
grubego oraz pmcaeg. Klasycznym przyktadem jest zatwierdzony przez amery-
kanska FDA celekoksyb (Celebrex® — selektywny inhibitor COX-2) stosowany
w profilaktyce raka jelita grubego u chorych z rodzinng polipowatoscia jelita
grubego. Hamuje on powstawanie i rozw6j polipow, a wiec zmniejsza ryzyko
powstania raka. Niestety ze wzgledu na dzialania niepozadane (najczesciej ry-
zyko zawalu serca i udaru mozgu) w wielu panstwach zostal on wycofany z uzy-
cia. Nadal podejmowane sg intensywne badania w celu opracowania nowych
lekow z tej grupy pozbawionych efektow ubocznych’®. Ostatnie badania poka-
ZUja, Ze inhibitory COX-2 nasilaja efekt radioterapii’* i poprawiaja skutecznosé
chemioterapii’.
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32



Cyklooksygenaza-2 i jej rola w kancerogenezie

WNIOSKI

Wozrost ekspresji COX-2 juz w stanach przednowotworowych czyni jg kluczo-
wym elementem w tancuchu zmian prowadzacych do powstania nowotworu.
Poziom ekspresji COX-2 moze by¢ potencjalnym biomarkerem selekcjonuja-
cych chorych, dla ktorych leczenie inhibitorami COX mogtoby skutecznie zo-
sta¢ wykorzystane w terapii przeciwnowotworowe;j.

ABSTRACT

Cyclooxygenase is an enzyme involved in many physiological and pathological processes. It
catalyzes the formation of prostaglandins, prostacyclins and thromboxanes from arachidonic
acid. It has been reported that cyclooxygenase-2 (COX-2) modulates the secretion of
proinflammatory mediators and its expression is associated with the promotion of the process
of tumorigenesis initiation, transformation, progression and cancer metastasis.

Increased expression of COX-2 in premalignant lesions makes it a key element in a chain of
changes leading to cancer. So far, advances in the evaluation of COX -2 molecular mecha-
nisms did not bring spectacular discoveries. Pathomechanisms of COX-2 activities are still
not sufficiently understood and therefore, require further research.

Currently, COX-2 inhibitors are one of the most commonly used medications. Unfortunately,
their long-term use causes many side effects. The first report about the use of plant substances
with anti-inflammatory and analgesic activity (COX-2 inhibitors) was reported by Hippocra-
tes in the 5th century BC.

The present review discusses the most important mechanisms by which a particular COX-2
isomer leads to the formation and development of cancer.

Aktualnie realizowane projekty zwiazane z cyklooksygenaza 2

W Klinice Chirurgii Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie reali-
zowany jest projekt ,,Polimorfizm COX-2 w procesie wznowy i tworzenia prze-
rzutéw raka jelita grubego”. Projekt jest finansowany ze srodkéw przyznanych
w ramach programu stypendialnego ,,Specjalizacja i Kompetencje — Program
Rozwojowy Uniwersytetu Medycznego w Lublinie”.

Istnieja doniesienia, ze polimorfizm w genie promotorze w pozycji 765 od-
powiada za poziom ekspresji COX-2, gdzie G nukleotyd jest zwigzany ze wzro-
stem ekspresji COX-2.
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Celem projektu jest analiza zalezno$ci pomigdzy polimorfizmem 765 G<C
w genie promotorowym COX-2 a mozliwoscig powstania wznowy miejscowej
lub przerzutow odleglych po radykalnym chirurgicznym leczeniu chorych na
raka jelita grubego. Chorzy rekrutowani do grupy badanej sg operowani w tutej-
szej Klinice. Pacjenci zostali podzieleni na 2 grupy zaleznie od czasu wystapie-
nia wznowy lub przerzutéw odlegtych po leczeniu raka jelita grubego — do okre-
su 4 lat i ponad 5 lat po zabiegu operacyjnym. Materialem do analizy jest geno-
mowe DNA, gdzie okreslany jest polimorfizm w genie promotorze COX-2
W pozycji 765, a nastepnie oceniany jest jego zwigzek z powstaniem wznowy
lub przerzutu odlegtego u chorych po radykalnym chirurgicznym leczeniu raka
jelita grubego.

W Katedrze i Zaktadzie Anatomii Prawidlowej realizowany jest projekt ,,COX-2
zalezna regulacja E-kadheryny w rakach Zoladka”. Projekt uzyskat wsparcie
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 4238/B/P01/2010/38.

W projekcie badamy zaleznosci migdzy COX-2 a E-kadheryng na poziomie
genu i biatka (poziom ekspres;ji, lokalizacja). Badamy role EMT czynnikow,
a wérdd nich SNAIL, ZEB1, TWIST w regulacji tych zaleznoéci. Przewidujemy,
iz wzajemne relacje miedzy COX-2 a E-kadheryna roznig si¢ miedzy rakiem
zotadka wystepujacym u mtodych ludzi (ang. early onset gastric cancer) a no-
wotworem u osdb w starszym wieku (ang. conventional gastric cancer) oraz
w guzach pierwotnych raka zotadka i guzach przerzutowych raka zotgdka.
W grupie pacjentow miodych (<45 roku zycia) bez historii raka zoladka w ro-
dzinie uwaza sie, ze najwazniejsza rol¢ w powstaniu nowotworu odgrywa pre-
dyspozycja genetyczna, dlatego tez patomechanizm zmian nowotworowych
wydaje si¢ odmienny niz w raku zotadka u oséb starszych (>45 roku zycia).
Projekt jest unikatowy ze wzglgdu na material badawczy. Material zostanie
podzielony na dwie grupy: pacjenci z rakiem zotagdka w mlodym wieku (<45 lat)
oraz pacjenci z rakiem zotadka w starszym wieku (>45 lat). Zaletg projektu jest
to, ze badania bedziemy prowadzili jednocze$nie na nowotworowych liniach
komérkowych oraz materiale tkankowym. Jest to projekt wieloaspektowy,
w ktorym stosujemy nowoczesne techniki biologii molekularnej.
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