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OKSYDAZY NADPH JAKO ATRAKCYJNY CEL TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

WSTEP

Oksydazy NAPH (NOX) to grupa enzy-
mow produkujacych reaktywne formy tlenu
(RFT). Obecnos¢ NOX odnotowano zarow-
no w tkankach zdrowych, jak i zmienio-
nych nowotworowo. Dzialanie RFT jest bar-
dzo roznorodne. Z jednej strony biorg udzial
w przekazywaniu sygnalow komoérkowych,
przez co uczestnicza w wielu procesach, np.
proliferacji, réznicowaniu, migracji, z dru-
giej, moga przyczynia¢ sie do uszkodzenia
struktur komorkowych. Zauwazono takze,
ze NOX posiadaja zwiazek z procesem sta-
rzenia. Starzenie komorkowe jest procesem
niezwykle interesujacym i waznym w organi-
zmie czlowieka. Zjawisku temu ulega wiek-
szo$¢ komorek prawidlowych. Wigze sie ono
z trwalym zahamowaniem podziatow komor-
kowych, co w przypadku komorek buduja-
cych tkanki naszego organizmu prowadzi do
zmniejszonej mozliwosci regeneracji tkanek
oraz w konsekwencji do uposledzenia ich
funkcjonowania, co obserwuje sie w starze-
jacym organizmie. W zwigzku z tym, prébuje
sie zapobiega¢ lub opdzniac proces starze-
nia w nadziei, ze w ten sposob mozliwe be-
dzie spowolnienie niepozadanych zmian za-
chodzacych wraz z wiekiem. Istnieje jednak
grupa komoérek, ktérych proliferacje chcie-
libySmy zahamowac¢. Sa nimi komorki no-
wotworowe, pozostajace ,wiecznie mlode” ze
wzgledu na to, ze nie traca zdolnosci do po-
dzialow wraz z uplywem czasu. Okazuje sie,
iz pod wplywem okreslonych czynnikow row-
niez one moga ulec procesowi starzenia. Za-
obserwowana zwigckszona aktywnos¢ oksydaz

NADPH w tkankach nowotworowych oraz
opisywany w literaturze ich udzial w regula-
cji proliferacji i starzenia komorkowego spra-
wia, ze enzymy te moga stanowic¢ atrakcyjny
cel terapii przeciwnowotworowej prowadzacej
to trwalego zahamowania proliferacji komo-
rek nowotworowych.

RODZINA OKSYDAZ NADPH

Rodzine oksydaz NADPH (NOX) stano-
wia bialka przenoszace elektrony poprzez
blony biologiczne. NADPH oksydazy katali-
zuja powstanie anionorodnika ponadtlenko-
wego (badz nadtlenku wodoru w przypadku
NOX4) na drodze jednoelektronowej redukcji
tlenu. Donorem elektronu jest NADPH lub
NADH. Biologiczna funkcja enzymow nale-
zacych do tej rodziny to wtasnie produkcja
reaktywnych form tlenu (BEDARD i KRAUSE
2007). Jednak rola jaka pelnia reaktywne
formy tlenu produkowane przez oksyda-
zy NADPH jest zréznicowana w zaleznosci
od typu komorki, miejsca ich powstawania
i ich liczby. Reaktywne formy tlenu bio-
ra udziat w przekazywaniu sygnatow w ko-
morce. Ich aktywnos$é zwiazana jest z regu-
lacja wielu procesow. Niestety wiadomo, ze
moga przyczynia¢ sie takze do uszkodzenia
roznych czasteczek, np. DNA czy lipidow.
Wszystkie enzymy nalezace do grupy oksy-
daz NADPH maja podobng strukture. Zbu-
dowane sa z szeSciu domen transbtonowych.
Domeny III i V zawieraja dwie histydyny w
obrebie dwoch asymetrycznych reszt hemo-
wych. Obecny w cytoplazmie, majacy grupe
-COOH koniec posiada dinukleotyd flawino-
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adeninowy (FAD) i domene wigzaca NADPH.
Uwaza sie, ze NOX transportuja pojedynczy
elektron od NADPH do FAD, nastepnie do
pierwszego hemu, po czym do hemu drugie-
go, a stamtad ostatecznie na tlen (BEDARD i
KRAUSE 2007).

W komorkach ludzkich zidentyfikowa-
no 7 oksydaz NADPH: NOX1, NOX2, NOX3,
NOX4, NOX5, DUOX1 i DUOX2. Cho¢ po-
czatkowo ich obecnos¢ wykazywano tylko w
komoérkach uktadu odpornosciowego i wia-
zano z procesem tzw. wybuchu tlenowego,
ktorego efektem jest zabicie patogenu, to
obecnie wiadomo, ze ekspresja tych enzy-
mow jest powszechna w réznych typach ko-
morek, a spektrum dzialania bardzo szerokie
i czasami przeciwstawne (PRZYBYLSKA i Mo-
SIENIAK 2014) (Ryc. 1). Z wyjatkiem NOXS5,
aktywacja wszystkich niezwiazanych z fago-
cytoza enzymow z rodziny oksydaz NADPH
potrzebuje wspolpracujacych z nimi biatek
(CrOss i SEGAL 2004). Na przykiad w celu
osiagniecia pelnej aktywnosci NOX1 tworzy
kompleks z wystepujacym w blonie biatkiem
p22ror oraz rozpuszczalnymi podjednostkami
analogow p47P*i p67Pher oraz mata GTPazg
Racl.

Ekspresja genu NOXI pojawia sie w
zdrowym 1 zmienionym nowotworowo na-
blonku okreznicy oraz w mniejszym stopniu
w miesniach gladkich naczyn krwionosnych
i innych tkankach prawidlowych. NOX3 wy-
korzystuje do wspolpracy te same bialka,
jednak jego wystepowanie ograniczone jest
do nablonka czuciowego Slimaka i btednika

obecnych w uchu wewnetrznym. Jego ak-
tywnos¢ wiaze sie takze z biogeneza otolitu
(kamyczka blednikowego) odgrywajacego role
w percepcji grawitacji i rownowagi (CHENG
i wspotaut. 2004, UENO i wspotaut. 2005).
NOX2 jest to pierwszy opisany czlonek ro-
dziny oksydaz NADPH. Wystepuje w fagocy-
tach i jej aktywnos¢ wigze sie z wybuchem
tlenowym, ktory skutkuje zabiciem patoge-
noéw (Roy i wspétaut. 2015). NOX4 wystepu-
je w korze nerek i komoérkach srodbtonko-
wych. Ekspresja genu kodujacego NOX4 na
nizszym poziomie obserwowana jest rowniez
w kardiomiocytach, adipocytach i miesniach
szkieletowych (YAMAURA i wspotaut. 2009).
Badania poziomu transkryptu genu NOX5
pozwolily na stwierdzenie jego obecnosci w
spermatocytach, miesniach gladkich macicy,
bogatych w limfocyty obszarach sledziony i
wezlach chlonnych bogatych w dojrzate lim-
focyty B i T. Oprocz tego NOXS pojawia sie
w jajnikach, lozysku, fibroblastach w sercu
(JuHASZ i wspoétaut. 2009). Obecnosé mRNA
DUOX1 wykazano w Srédbtonku oddecho-
wym, w ktérym odgrywa krytyczna role w
obronie gospodarza, w tarczycy, gdzie pro-
dukcja H,O, przez ten enzym jest wazna dla
syntezy hormonoéw tarczycowych (JUHASZ i
wspotaut. 2009). DUOX2 poczatkowo opisy-
wany byt jako enzym produkujacy H,O, w
tarczycy i zwiazany z biogeneza hormonéw
tarczycowych (CAILLOU i wspoétaut. 2001).
Pozniejsze badania podkreslaly jego obronng
role w nablonku oskrzeli i calym przewodzie
pokarmowym.

« nabfonek czuciowy
slimaka i btednika
+ biogeneza otolitu

o fagocyty

« nabtonek okreinicy
+ miesnie gladkie
naczyn krwionosnych

» nabtonek oskrzeli
o przewod pokarmowy

¢ kora nerek, komorki
srodblonkowe

o kardiomiocyty,
adipocyty

+ miesnie szkieletowe

s $rodbtonek mdzgu
i drog oddechowych

» spermatocyty

+ miesnie gtadkie macicy
» $ledziona

+ wezly chtonne

« jajniki, fozysko

« fibroblasty

+ srodbtonek oddechowy
o tarczyca i udziat
w biogenezie hormonéow

Ryc. 1. Wystepowanie oksydaz NADPH (NOX) w tkankach organizmu.
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REAKTYWNE FORMY TLENU I
OKSYDAZY NADPH \gNOX)
A NOWOTWOR

Udzial reaktywnych form tlenu w pro-
cesie transformacji nowotworowej postulo-
wany byl juz w latach 80. ubiegltego wie-
ku, kiedy to OBERLEY i wspétaut. (1981)
opublikowali wyniki badan, w ktérych wy-
kazali wzrost poziomu nadtlenku wodoru
w komorkach stymulowanych do prolifera-
cji insuling. Jednoczes$nie sformultowali oni
wowczas tzw. wolnorodnikowa teorie nowo-
tworzenia, ktora zakladala, ze zwiekszona
produkcja wolnych rodnikéw prowadzi do
unieSmiertelnienia komérek. Dalsze bada-
nia, ktore najpierw doprowadzily do od-
krycia enzymow produkujacych RFT-NOX,
jako bialek powszechnie wystepujacych w
roznych typach komorek, dowiodly réow-
niez, ze oksydazy NADPH sg istotnym 2zro6-
dtem RFT w wielu roznych liniach komé-
rek nowotworowych (SZATROWSKI i NATHAN
1991). Co wiecej, ich podwyzszony poziom
odnajdywano w roéznych typach nowotwo-
réow (Tabela 1).

Wysoki poziom RFT moze przyspieszac
wzrost i rozwéj nowotworu uruchamiajac
kilka réznych mechanizmoéw. Po pierwsze,
RFT dzialaja mutagennie i przyczyniajg
sie do wzrostu niestabilnos$ci genetycznej,
ktéra promuje proces transformacji nowo-
tworowej. Udowodniono, ze produkowane
przez NOX reaktywne formy tlenu przy-
czyniaja sie do utlenienia zasad azoto-
wych, szczegodlnie guaniny, jak rowniez do

przerwania nici DNA w komoérkach nowo-
tworowych, powodujac genetyczna hetero-
gennosS¢ (Roy i wspoétaut. 2015). Wiadomo
tez, ze utlenienie zasad azotowych wyste-
pujacych w kwasie deoksyrybonukleino-
wym jest jedna z najbardziej powszech-
nych przyczyn mutacji somatycznych w
guzach litych. Fakt stwierdzenia obecnosci
oksydazy NOX4 w blonie jadrowej nasu-
wa przypuszczenie, ze produkowany przez
nia nadtlenek wodoru moze bezposrednio
uszkadzaé¢ DNA jadrowy (SPENCER i wspol-
aut. 2011). Ponadto, oksydaza ta wyste-
puje rowniez w blonie mitochondrialnej
i, jak wykazaly badania KOZIELA i wspol-
aut. (2013), moze ona poprzez inakty-
wacje kompleksu I zaburza¢ prawidlowe
funkcjonowanie mitochondriow. W efekcie
dochodzi do zwiekszenia oksydacyjnych
uszkodzenn mitochondrialnego DNA, co
przyczynia sie do wzrostu stresu oksyda-
cyjnego w catej komoérce.

Kolejnym mechanizmem dzialania NOX,
ktory moze wywiera¢ efekt pronowotworo-
wy, jest udzial tych enzymow w regulo-
waniu prozyciowych i proproliferacyjnych
Sciezek przesylania sygnalu w komorce.
Uwaza sie, ze w odpowiedzi na mitogeny
dochodzi do aktywacji oksydaz NADPH,
ktore poprzez produkcje RFT wplywaja
na Sciezki przesylania sygnalu regulujace
cykl komoérkowy. Tak np. wykazano zwia-
zek pomiedzy dzialaniem plytkowego czyn-
nika wzrostu (PDGF) oraz naskérkowego
czynnika wzrostu (EGF) a wzrostem pozio-
mu RFT produkowanych z udzialem NOX1

Tabela 1. Wystepowanie poszczegdlnych oksydaz NADPH w réznych typach nowotworow.

Oksydaza T ¢ ¢ . Ref. .
nowotworu-wystepowanie eferencje
NADPH yp wystep ]
NOX1 rak okreznicy, JUHASZ i wspotaut. 2009, DOROSHOW i
niedrobnokomorkowy rak phuc, gruczolak zotadka wspotaut. 2012, Roy i wspotaut. 2015
NOX2 nowotwory pochodzenia hematopoetycznego JUHASZ i wspoétaut. 2009, DOROSHOW i
wspoétaut. 2012
NOX3 nie zaobserwowano JUHASZ i wspoétaut. 2009, DOROSHOW i
wspoétaut. 2012
NOX4 nowotwory jajnika, nerek, moézgu, czerniak, gruczo- JUHASZ i wspolaut. 2009, YAMAURA i wspol-
lak zotadka aut. 2009, DOROSHOW i wspoétaut. 2012,
Roy i wspétaut. 2015
NOX5 rak piersi, przelyku, prostaty, biataczka wlochato-  JUHASZ i wspétaut. 2009, DOROSHOW i
komoérowa, czerniak, wspotaut. 2012
niedrobnokomoérkowy rak ptuc
DUOX1 niska ekspresja w nowotworach ludzkich, rak JUHASZ i wspoétaut. 2009, DOROSHOW i
trzustki wspotaut. 2012
DUOX2 rak pluc, tarczycy, okreznicy, trzustki JUHASZ i wspoétaut. 2009, DOROSHOW i

wspotaut. 2012, Wu i wspotaut. 2013
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(PARK i wspotaut. 2004), czy tez zwiekszo-
ng aktywnos¢ NOX4 pod wplywem dzia-
lajacego na komorki TGF-B (STURROCK i
wspoétaut. 2007). Jedna z grup czasteczek,
ktorych aktywnosé podlega regulacji za-
leznej od RFT i ktére odgrywaja istotna
role w przekazywaniu sygnalu od recep-
torow czynnikéw wzrostowych sa fosfata-
zy. Posiadaja one wrazliwe na utlenienie
reszty cysteinowe. W efekcie takiego utle-
nienia dochodzi do przejsciowego zaha-
mowania aktywnosci fosfatazy, co pozwa-
la na utrzymujaca sie fosforylacje kinaz
receptorowych i aktywacje biatek docelo-
wych (RAY i wspolaut. 2012). Wykazano
na przyklad, ze pod wplywem dziatania
EGF w komoérkach srodblonka naczyn do-
chodzi do aktywacji NOX4 i wzrostu RFT,
ktére prowadza do utlenienia reszt cyste-
inowych i zahamowania aktywnosci fos-
fatazy PTP1B (CHEN i wspolaut. 2008).
Podobnej regulacji, zaleznej od utlenie-
nia reszt cysteinowych, podlegaja rowniez
inne biatka sygnalowe, takie jak czynniki
transkrypcyjne i kinazy (RAY i wspétaut.
2012), dlatego tez udzial enzymow NOX w
regulacji proliferacji moze przebiega¢ po-
przez szereg roéznych biatek. Podwyzszo-
ny poziom NOX i produkowanych przez
nie RFT poprzez zahamowanie aktywnosci
fosfataz, przyczyniaja sie do przediluzonej
fosforylacji i zwiekszonej aktywacji kinaz
receptorow dla czynnikéw wzrostowych. W
efekcie w komorce generowany jest sygnat
do proliferacji, ktéry nie podlega wlasciwej
regulacji. Tak na przyklad wykazano, ze
statla aktywnos¢ enzymow NOX w komor-
kach linii nowotworowych HepG2 i A431
prowadzi do utlenienia reszt cysteinowych
obecnych w centrum aktywnym fosfata-
zy PTP1B. Zahamowanie aktywnos$ci NOX
inhibitorem DPI prowadzilo do obnizania
poziomu fosforylacji reszt tyrozynowych i
ograniczato niezalezny od podloza wzrost
komorek nowotworowych (LOU i wspotaut.
2008).

Opisywany byt rowniez udzial RFT pro-
dukowanych przez enzymy NOX w komor-
kach nowotworowych w regulacji prozycio-
wych Sciezek przesylania sygnalu. Wyka-
zano zalezno$S¢ pomiedzy RFT a zwiekszo-
na aktywnoscia kinaz szlakéw JAK/STAT
i PISK/AKT oraz czynnikéw transkrypcyj-
nych NFxB i p53 (BLoCK i GORIN 2012).

Oksydazy NADPH uczestnicza rowniez
w Sciezce przesylania sygnalu generowa-
nego przez onkogen RAS. Nadekspresja
KRAS indukuje ekspresje NOX1 w kilku
roznych typach komoérek. Ponadto wyka-
zano, ze RFT produkowane przez NOX1
sa niezbedne w transformacji nowotworo-
wej wywotanej onkogenem RAS oraz do

wzrostu guzéw w mysim modelu kancero-
genezy (MITSUSHITA i wspotaut. 2004).

Obecne na podwyzszonym poziomie
w komoérkach nowotworowych oksydazy
NADPH promuja procesy zwiazane z an-
giogeneza, co jest niezbedne do wzrostu
guzow. Wykazano, ze RFT produkowane
przez NOX1 i NOX4 byly odpowiedzialne
za zwiekszona ekspresje genu kodujacego
czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego
(VEGF), ktory wydzielany przez komorki
nowotworowe czerniaka, stymuluje tworze-
nie nowych naczyn w obrebie guza (ARBI-
SER i wspoétaut. 2002).

W hodowli komoérkowej NOX1 odgry-
wa rowniez waznag role w migracji komo-
rek nowotworowych, w ktorej posredniczy
a-integryna, oraz w sygnalizacji poprzez
Sciezke Wnt uwazang za krytyczng w rozwo-
ju zarowno raka okreznicy, jak i czerniaka
(Roy i wspoétaut. 2015).

Podsumowujac, istnieje szereg badan
wskazujacych, ze zwiekszona ekspresja NOX
odgrywa istotna role zaréwno w procesie
transformacji nowotworowej, jak i w promo-
waniu proliferacji komoérek nowotworowych
oraz wzrostu guza. Z tego tez powodu oksy-
dazy NADPH stanowia atrakcyjny cel tera-
peutyczny, co jest przedmiotem licznych ba-
dan.

OKSYDAZY NADPH A SMIERC
KOMORKOWA I STARZENIE

Wiele przeprowadzonych badan wskazuje
na Smieré¢ komoérkowg w odpowiedzi na ak-
tywacje NOX. Reaktywne formy tlenu moga
przyczynia¢ sie do apoptozy (i) posrednio
poprzez uszkodzenia DNA i lipidow lub (ii)
bezposrednio przez czasteczki sygnalowe ak-
tywowane przez RFT. Sygnal proapoptotycz-
ny moze pojawiac¢ sie dzieki aktywacji kinaz
MAP, takich jak SAPK/JNK, ERK1/2 i p38.
Aktywacja kinaz MAP wystepuje w wielu
przypadkach na drodze zaleznego od RFT
zahamowania fosfatazy tyrozynowej. Przy
wyzszym stezeniu RFT, nadtlenek wodoru
moze hamowac kaspazy i w ten sposéb pro-
wadzi¢ do zmiany apoptozy w nekroze (BE-
DARD i KRAUSE 2007).

Zauwazono jednak, ze w pewnych wa-
runkach produkowane przez NOX reaktyw-
ne formy tlenu wywieraja efekt prozyciowy.
Pochodzace od NOX reaktywne formy tlenu
moga dziala¢ antyapoptotycznie aktywujac
czynnik transkrypcyjny NF-kB Iub kaska-
de kinaz Akt/ASK1. Sugeruje sie rowniez,
ze nadtlenek jest naturalnym inhibitorem
Smierci komoérkowej zaleznej od receptora
Fas (BEDARD i KRAUSE 2007). Zatem akty-
wacja NOX moze prowadzi¢ do Smierci ko-
morkowej, jednak w pewnych warunkach
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moze by¢ czynnikiem antyapoptotycznym.
Mozliwych przyczyn tych pozornie sprzecz-
nych funkcji oksydaz NADPH mozna do-
szukiwaé¢ sie w: réznym poziomie produko-
wanych RFT, zréznicowanej ekspresji i roz-
mieszczeniu poszczegblnych izoform NOX,
komorkowo-specyficznym  zestawie  wrazli-
wych na zmiany oksyredukcyjne bialek (np.
czynnikow transkrypcyjnych, kinaz, fosfataz,
kaspaz) obecnych w danym typie komorek
oraz metabolizmie anionorodnika ponadtlen-
kowego (ktory moze dziala¢ antyapoptycznie)
w stosunku do nadtlenku wodoru (ktérego
dzialanie moze byc¢ proapoptyczne) (PERVAIZ i
CLE'MENT 2002).

Zauwazono, ze RFT produkowane przez
oksydazy NADPH moga prowadzi¢ do sta-
rzenia komoérkowego zgodnie z opisywang
w literaturze prostarzeniowa rolg tych cza-
steczek (LENER i wspoétaut. 2009, WEYEMI i
wspolaut. 2011, KODAMA i wspotaut. 2012).

CZYM JEST STARZENIE KOMORKOWE?

Kazda prawidlowa komoérka przechodzi
liczne podziaty, ktére odgrywaja istotna role
w prawidlowym funkcjonowaniu zaréwno
tkanek, jak i calego organizmu, jego wzro-
stu i regeneracji. W 1961 r. Hayflick i Mo-
orhead, prowadzac badania na fibroblastach
udowodnili, ze komorki hodowane in vitro
moga dzieli¢ sie tylko przez pewien czas, po
czym zaprzestaja podzialow, mimo iz warun-
ki w ktérych sa hodowane zapewniaja im
dostep do wszystkich czynnikow wzrosto-
wych potrzebnych do proliferacji (HAYFLICK
i MOORHEAD 1961). Maksymalna liczbe po-
dzialow, ktorym ulegaja tak hodowane ko-
morki okresla sie jako tzw. limit Hayflicka,
ktory moze byc¢ rézny w zaleznosci od typu
komorek. Opisane powyzej zjawisko zwiaza-
ne z wyczerpywaniem potencjalu prolifera-
cyjnego komorek, zaobserwowane i opisane
przez Hayflicka i Moorheada nazywa sie sta-
rzeniem komorkowym. Starzejaca sie komor-
ka pomimo tego, iz jest zywa i aktywna me-
tabolicznie traci nieodwracalnie zdolnos¢ do
podzialéw komorkowych.

Proces starzenia komoérkowego, cho¢ od-
kryty dzieki obserwacjom prowadzonym in
vitro, zachodzi rowniez w tkankach naszego
organizmu. Akumulacja komoérek starych to-
warzyszy starzeniu organizmu oraz chorobom
zwiazanym z wiekiem, takim jak cukrzyca
czy choroby ukladu krazenia. Ostatnie ba-
dania prowadzone na organizmach modelo-
wych dowiodly, ze starzenie komoérkowe moze
wrecz by¢é odpowiedzialne za postepujaca z
wiekiem dysfunkcje réznych organéow i tka-
nek (BAKER i wspoétaut. 2012, 2016). Starze-
nie komorkowe moze réwniez pelni¢c w orga-
nizmie pozytywna role. Wykazano, ze stanowi

ono bariere przeciwnowotworowa, ktéra zdro-
wa komoérka musi pokonac¢ zanim przeksztat-
ci sie w komorke nowotworowa.

JAKIE SA RODZAJE STARZENIA
KOMORKOWEGO?

STARZENIE REPLIKACYJNE

Opisany przez Hayflicka i Moorheada
proces okresla sie jako tzw. starzenie re-
plikacyjne. Dalsze badania przeprowadzone
przez WATSONA (1972) udowodnily, ze stop-
niowa utrata zdolnosci do podzialéw komor-
kowych wynika ze skracania, wraz z kaz-
dym podzialem, telomerow mieszczacych sie
na zakonczeniach chromosomoéw. Telomery
sa to struktury wystepujace na koncach
chromosoméw komorek eukariotycznych, do
skracania ktérych dochodzi na skutek tzw.
problemu konca replikacji (BIELAK-ZMIJEWSKA
i wspotaut. 2014). Obecnosc¢ telomeréow jest
niezwykle wazna do prawidlowego funkcjono-
wania komoérki. Istnieje grupa komorek po-
siadajacych aktywny enzym telomeraze, kto-
ry jest w stanie odbudowac skrocone telome-
ry (SHAY i BACCHETTI 1997). Jego dziatanie
obserwuje sie w komorkach embrionalnych
i w komoérkach linii plciowej u mezczyzn.
W komorkach somatycznych aktywnosc te-
lomerazy jest bardzo niska, z nielicznymi
wyjatkami, takimi jak komoérki macierzyste
skory, komoérki hematopoetyczne, komorki
krypt jelitowych czy aktywowane limfocyty.
Dzieki temu komorki te sa w stanie dzielié
sie wielokrotnie przez dlugi czas. Poza tym
wykazano, iz wysoka aktywnosc¢ telomerazy
wykazuje az 90% typow nowotworéw (GRE-
IDER i BLACKBURN 1985). Proces reaktywacji
telomerazy jest jednym z istotnych etapow
transformacji nowotworowej komoérek prawi-
dlowych. Sprawia on, ze komorki stajg sie
unieSmiertelnione i nie podlegaja limitowi
Hayflicka dzielac sie nieograniczona liczbe
razy. Sprzyja to powstawaniu kolejnych mu-
tacji, ktore prowadzi¢ moga miedzy innymi
do nabywania opornosci na stosowane tera-
pie przeciwnowotworowe. Komoérki nowotwo-
rowe nie ulegaja starzeniu replikacyjnemu,
natomiast pod wplywem pewnych czynnikéw
moga ulegac starzeniu przyspieszonemu.

STARZENIE PRZYSPIESZONE

Starzenie komoérkowe moze by¢é réw-
niez indukowane réznymi czynnikami stre-
sowymi, za ktoére uwaza sie miedzy innymi
promieniowanie jonizujace, wolne rodniki,
uszkodzenia DNA czy tzw. stres hodowlany
zwiazany z niefizjologicznymi warunkami na
jakie narazone sa komorki w hodowli in vi-
tro (COLLADO i SERRANO 2006). Taki proces
okresla sie mianem starzenia przyspieszone-
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go. W przeciwienstwie do starzenia replika-
cyjnego, ten typ starzenia moze byc¢ induko-
wany rowniez w komoérkach nowotworowych,
np. pod wplywem chemioterapii lub radiote-
rapii.

Starzenie przyspieszone nie jest zwiazane
ze skracaniem telomeréw, ktore wystepuje w
starzeniu replikacyjnym. W hodowli komor-
kowej obserwuje sie je juz po kliku dniach
od zadzialania czynnika indukujacego, w
przeciwienstwie do starzenia replikacyjne-
go pojawiajacego sie po miesigcach. Wspol-
nym mianownikiem ro6znorodnych czynni-
kow wywolujacych starzenie przyspieszone
sg uszkodzenia DNA w formie pekniecia
obydwu nici helisy. Tak na przyklad stres
oksydacyjny prowadzi do pojawiania sie jed-
noniciowych peknie¢ DNA, ktére w czasie
replikacji bywaja przeksztalcane w pekniecia
dwuniciowe (SEDELNIKOVA i wspoétaut. 2010).
Wsréd czynnikow uszkadzajacych DNA znaj-
duje sie duza grupa chemioterapeutykow
stosowanych powszechnie w leczeniu. Jed-
nym z nich jest doxorubicyna. W Pracowni
Molekularnych Podstaw Starzenia Instytu-
tu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckie-
go PAN wykazano, iz podawanie komorkom
tego zwiazku prowadzi do starzenia sie za-
rowno komoérek prawidlowych, jak i komorek
nowotworowych (SLIWINSKA i wspoétaut. 2009,
MOSIENIAK i wspoétaut. 2015, STRZESZEWSKA i
wspotaut. 2018).

Szczegolnym rodzajem starzenia przyspie-
szonego, O ogromnym znaczeniu dla pra-
widlowego funkcjonowania organizmu, jest
starzenie indukowane onkogenami. Pionier-
skie badania prowadzone w latach 90. przez
SERRANO i wspotaut. (1997) na fibroblastach
pokazaly, ze starzenie komoérkowe moze byc
wynikiem ekspresji onkogenu Ras. Inne pra-
ce wskazuja, ze rowniez nadekspresja takich
onkogenéw jak: RAF, MEK, MOS, BRAF

STARZENIE KOMORKOWE

' N

PRZYSPIESZONE

czynniki indukowane
stresowe onkogenami

promieniowanie jonizujace

REPLIKACYINE

skracanie
telomeréw

uszkodzenia DNA
wolne rodniki
chemioterapia, radioterapia
stres hodowlany

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy rodzaje starzenie
komoérkowego oraz czynniki, ktére je indukuja.

przyczynia sie do indukcji tego procesu.
Udowodniono, iz starzenie indukowane on-
kogenami zachodzi nie tylko w warunkach
hodowli in vitro, ale tez in vivo, zar6wno u
ludzi, jak i u myszy. Co wazniejsze, stanowi
ono istotna bariere na drodze do transfor-
macji nowotworowej (MOSIENIAK i STRZESZEW-
SKA 2014) (Ryc. 2).

CECHY KOMOREK STARYCH

Komorki stare roéznia sie pod wzgledem
morfologicznym i funkcjonalnym od komoérek
mlodych. Dlatego tez, w celu ich identyfika-
cji zarowno w hodowli, jak i w tkance, sto-
suje sie kilka markerow.

ZMIANY WYSTEPUJACE NA POZIOMIE
STRUKTURY I MORFOLOGII

Komoérka, ktora ulegla procesowi sta-
rzenia, ma zdecydowanie wieksze rozmia-
ry niz komorka mloda. Mowi sie o jej tzw.
rozplaszczeniu, ktéore mozna obserwowaé w
warunkach hodowli in vitro. Zmiany dostrze-
galne sa réwniez w jadrze komoérkowym, np.
jego ksztalcie. Jadra komorek starych bywa-
ja pofragmentowane lub pojedynczemu jadru
towarzyszy tzw. mikrojadro powstajace w
wyniku nieprawidlowego rozdzialu chromoso-
mow do komorek potomnych. Obserwuje sie
liczne ziarnistoSci oraz zwiekszona liczbe li-
zosomow i wakuol. Pojawia sie takze wzrost
poziomu lipofuscyny brazowozoltego barwni-
ka wytwarzanego w procesie utleniania li-
poprotein w lizosomach (GEORGAKOPOULOU i
wspotaut. 2013).

W  komorkach, ktore ulegly starze-
niu replikacyjnemu badz przyspieszone-
mu znaczaco rosnie aktywnos$¢ zwigza-

nej ze starzeniem kwasnej p-galaktozydazy
(SA-B-galaktozydaza) (ALSTER i KORWEK 2014)
(Ryc. 3).

Niebieskie zabarwienie
swiadczace o aktywnosci
SA-p-Galaktozydazy
w komoree.

Ryc.
HCT116 ktére ulegly starzeniu pod wplywem che-
mioterapeutyku — doksorubicyny. Dzieki zastoso-
wanemu testowi cytochemicznemu z wykorzysta-
niem substratu galaktozydazy, komoérki o podwyz-

3. Komorki nowotworowe raka okreznicy

szonej aktywnosci SA-B-galaktozydazy
stare) zabarwiaja sie na niebiesko.

(komorki
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ZNACZNIKI ZWIAZANE Z PROLIFERACJA 1
REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO

Jedna 2z podstawowych cech komorek
starych jest ich trwale zatrzymanie w cy-
klu komorkowym. Komorki zatrzymane sa
fazach G1 i/lub G2 w zaleznosci od ich
typu, rodzaju starzenia oraz czynnika indu-
kujacego. Chociaz nie musi to by¢ regula,
to jednak zwykle podczas starzenia replika-
cyjnego komorki akumulujg sie w fazie G1,
natomiast starzenie przyspieszone prowadzi
do gromadzenia sie komorek w fazie G1 i
G2 (ALSTER i KORWEK 2014). W przypadku
niektorych typéw komoérek nowotworowych
zdarza sie, iz wchodza one w nieprawidlowy
cykl komérkowy i na skutek tego staja sie
poliploidalne (SLIWINSKA i wspélaut. 20009,
MOSIENIAK i wspoétaut. 2015).

Skutkiem starzenia komoérkowego jest
zmiana poziomu ekspresji bialek. Obserwuje
sie wzrost ekspresji przede wszystkim bialek
zaangazowanych w zahamowanie cyklu ko-
morkowego. Silnie wyrazone moga by¢ bial-
ka zaangazowane w naprawe podwdéjnych
peknie¢ w DNA. Zmienia si¢ tez poziom wie-
lu innych biatek, ktére nie sg bezposrednio
zwiazane z indukcja procesu starzenia, np.
biatek cytoszkieletu.

zmiany

struktury
i morfologii

&)

\
zwigkszona liczha | wzrost poziomu

lizosomow i wakuol lipofuscyny

trwate .
zahamowanie 1
]

proliferacji [

zwigzanych z zatrzymaniem
cyklu komérkowego,

ZNACZNIKI ZWIAZANE Z DNA I CHROMATYNA
ORAZ FENOTYP SEKRECYJNY

Czesta przyczyng starzenia komorkowego
sa uszkodzenia pojawiajace si¢ w jej mate-
riale genetycznym. Najistotniejsze dla in-
dukcji procesu starzenia sa pekniecia dwu-
niciowego DNA. Takie zmiany prowadza
do trwalej aktywacji Sciezki odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (ang. DNA damage, DDR).
W efekcie, w komoérkach starych mozna zi-
dentyfikowac¢ skupiska bialek nalezacych do
tej Sciezki przesylania sygnalu, miedzy inny-
mi aktywnej kinazy ATM, ufosforylowanego
histonu H2AX (yH2AX) czy biatka S53BP1.
Bialka te sa zaangazowane w rozpoznanie
miejsc uszkodzenia i ich naprawe (ALSTER i
KORWEK 2014). Przez wiele lat sadzono, ze
prowadzace do starzenia uszkodzenia DNA
moga wystepowa¢ zarowno w odcinku te-
lomerowym, jak i nietelomerowym, jednak
wykazano, iz to uszkodzenia w odcinkach
telomerowych przyczyniaja sie do trwatej ak-
tywacji DDR i pojawienie sie¢ nawet kilku z
nich w tym obszarze jest istotnym impulsem
do indukcji starzenia (FUMAGALLI i wspotaut.
2012).

Jedna z istotnych cech komoérek ulegaja-
cych starzeniu jest zdolno$s¢ do wydzielania

&

@ =
v@fﬂy

trwate zatrzymanie
cyklu komérkowego

i
! proteazy, cytokiny,
1

| czynniki wzrostu itp.
.

i
chemokiny, |
1
1

zwigzanych z naprawa
uszkodzen DNA,

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy cechy komoérki starej na poziomie jej struktury i morfologii, zmian
jakie zachodza w proliferacji oraz cyklu komérkowym, ekspresji okreslonych biatek oraz charaktery-

stycznego fenotypu sekrecyjnego.



140

KATARZYNA PISZCZATOWSKA, GRAZYNA MOSIENIAK

roznego typu czynnikéw do otaczajacego je
mikrosrodowiska. Te ceche okresla sie mia-
nem fenotypu sekrecyjnego okreslanego jako
SASP (ang. senescence associated secreto-
ry phenotype) lub SMS (ang. senescence-
-messaging secretome). W jego sktad wcho-
dza proteazy, cytokiny, chemokiny, czynniki
wzrostu itp., ktére dzialaja zarowno auto-
krynnie, jak i parakrynnie na sasiadujace
komoérki. Wydzielane przez stare komorki
czynniki moga wplywac¢ pozytywnie lub ne-
gatywnie na zachodzace w organizmie proce-
sy, w zaleznosci od kontekstu tkankowego.

Miedzy innymi zaangazowane sg W in-
dukcje proliferacji i roéznicowania komorek,
angiogenezy, biora udzial w naprawie tka-
nek, transformacji epitelialno-mezenchymal-
nej, ale tez moga przyczynia¢ sie do opor-
nosci na chemioterapie. Jedna z istotnych
funkcji fenotypu sekrecyjnego jest komu-
nikowanie sie¢ komoérek starych z komor-
kami ukladu odpornosciowego. Wykazano,
ze przyczynia sie to do usuwania komoérek
starych z tkanki, w ktoérej sie gromadza (AL-
STER i KORWEK 2014) (Ryc. 4).

STARZENIE KOMORKOWE W TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Starzenie komorkowe stanowi bariere
przeciwnowotworowa. W procesie nowotwo-
rzenia dochodzi do przelamania tej barie-
ry. W unieSmiertelnionych komoérkach pod-
czas kolejnych etapow kancerogenezy moze
dochodzi¢ do transformacji nowotworowej.
Przyczyna tego sa gromadzace sie muta-
cje wystepujace w genach kodujacych takie
biatka jak: p53, pRb, pl6, ktéore maja waz-
ny udzial w indukcji starzenia komorkowe-
go. Zauwazono jednak, iz pomimo tego, ze
komoérki nowotworowe nie podlegaja limito-
wi Hayflicka i nie ulegaja starzeniu replika-
cyjnemu, to pozostaja wrazliwe na indukcje
starzenia przyspieszonego, zachodzacego pod
wplywem roéznych czynnikow chemicznych i
fizycznych. Stare komoérki nowotworowe zi-
dentyfikowa¢ mozna przy pomocy takich sa-
mych markeréw, jakie uzywane sa do oceny
komoérek prawidlowych, ktére ulegly starze-
niu (MOSIENIAK i STRZESZEWSKA 2014). Ba-
dania przeprowadzone przez Roninsona (RO-
NINSON 2003, RONINSON i DOKMANOVIC 2003)
wykazaly, ze do najbardziej efektywnej in-
dukcji starzenia komoérek nowotworowych
dochodzi na skutek stosowania czynnikoéw
uszkadzajacych DNA, takich jak doksoru-
bicyna lub cisplatyna. Natomiast niewielki
efekt przynosito uzycie Taxolu i winkrysty-
ny, ktérych dzialanie wiaze sie z zaburze-
niem powstania wrzeciona podziatowego. Co
ciekawe, badania CHANGA i wspotaut. (1999)
pokazaly, iz do indukcji starzenia komorko-

wego dojS¢ moze pod wplywem zastosowania
duzo nizszych stezen zwigzkow, w porowna-
niu z tymi, ktore potrzebne sa do indukcji
Smierci komorki. W celu indukcji starzenia
w komoérkach nowotworowych mozna stoso-
wac réwniez inne metody. Jedna z nich sta-
nowig manipulacje genetyczne, powodujace
nadekspresje genoéw kodujacych biatka bio-
race udziat w hamowaniu cyklu komoérko-
wego, takich jak: p21, pl6, p57, p27, pl5,
geny supresorow nowotworowych: pRb, p53
czy p63, p73. Zauwazono tez, ze do sta-
rzenia dochodzilo réwniez na skutek wpro-
wadzenia genow kodujacych stale aktywne
formy kinaz RAF-1 i MKK, a takze po pod-
daniu komoérek dzialaniu czynnikéw rézni-
cujacych, takich jak np. pochodne witaminy
A (RONINSON 2003, RONINSON i DOKMANOVIC
2003). Inne badania wskazuja na to, ze w
komoérkach nowotworowych biatka takie jak
pS3, p21, pl6é sa pozytywnymi regulatora-
mi procesu starzenia komoérkowego, ale nie
sa niezbedne do jego indukcji. Wskazuje
to na fakt, iz istniejg alternatywne Sciez-
ki przesylania sygnalu prowadzace do sta-
rzenia komorek nowotworowych. Badania z
uzyciem tkanek pobranych od pacjentow,
ktérzy poddani byli chemioterapii wykaza-
ly, iz do starzenia komoérek nowotworowych
dochodzi takze podczas leczenia. Co wiecej,
badania przeprowadzone na myszach dowio-
dly, ze proces starzenia komorkowego moze
determinowac¢ skutecznosc¢ terapii (SCHMITT i
wspotaut. 2002).

W komorkach nowotworowych, ktére ule-
gly starzeniu komérkowemu, tak samo jak
w komoérkach prawidtowych, dochodzi do
zatrzymania proliferacji, co jest niezwykle
pozadanym efektem terapii przeciwnowo-
tworowej i moze prowadzi¢ do ograniczenia
wzrostu guza. Ponadto, stare komérki nowo-
tworowe wydzielaja szereg chemokin, ktore
mobilizuja komoérki uktadu odpornosciowego,
przyczyniajac sie do eliminacji komorek guza
(IANNELLO i wspotaut. 2013, XUE i wspoétaut.
2007).

Podsumowujac, starzenie komérkowe sta-
nowi bariere przeciwnowotworowa, a takze
czesto sprzyja powodzeniu terapii przeciw-
nowotworowych, czego dowodem sa m.in.
badania prowadzone przez HAUGSTETTERA i
wspotaut. (2010), pokazujace korelacje po-
miedzy obecnoscia ulegajacych starzeniu
komoérek nowotworowych raka okreznicy a
dtuzsza przezywalnoscia pacjentow podda-
nych chemioterapii. Z drugiej strony, nalezy
bra¢ pod uwage ryzyko, ze komorki nowo-
tworowe, ktore ulegly starzeniu komoérkowe-
mu indukowanemu stresem moga odzyskac
zdolno$¢ do ponownych podzialow (SLIWIN-
SKA i wspoétaut. 2009, MOSIENIAK i wspotaut.
2015). Pomimo tego uwaza sie, iz starzenie
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komorek nowotworowych, do ktérego induk-
cji wykorzystywaé¢ mozna kilka Sciezek mo-
lekularnych, stanowi interesujacy cel tera-
pii przeciwnowotworowych, niosacy ze soba
wiele nadziei, ale wymagajacy jeszcze wielu
badan.

OKSYDAZY NADPH A HAMOWANIE
PROLIFERACJI I STARZENIE
KOMORKOWE

Jak wspomniano wczes$niej, podwyzszo-
ny poziom oksydaz NADPH moze odgrywac
istotng role w transformacji nowotworowe;j
i w rozwoju nowotworu. Z tego wzgledu
podjeto badania majace na celu okreslenie
wplywu inhibitora oksydaz (chlorek difenyle-
nodionoiowy, DPI) na komorki nowotworowe.

Wykazano, ze podanie DPI hamuje proli-
feracje komoérek nowotworowych raka okrez-
nicy (DOROSHOW i wspotaut. 2013). Co waz-
niejsze, podobny efekt zaobserwowano w ba-
daniach prowadzonych na mysich modelach
nowotworzenia, w ktérych wzrost guzéow byt
badany in vivo. SCAIFE (2005) w badaniach
prowadzonych na komérkach mnowotworo-
wych raka piersi MCF-7 zaobserwowal, ze
komorki zatrzymane na 48h w cyklu ko-
morkowym po podaniu DPI, nie wznawiaja
proliferacji nawet jesli sa hodowane przez
kilka dni w pozywce bez inhibitora. Jednak
nie wykazano obecnosci komorek ulegaja-
cych starzeniu w badanym modelu. SONG i
wspoétaut. (2008) zauwazyli, ze DPI bloku-
je przejscie komorek z fazy G1 do fazy S.
Zas badania VENKATACHALAMA i wspoblaut.
(2008) dowiodly, ze obserwowany efekt wply-
wu DPI na przechodzenie z fazy G1 do S
moze wynikac z hamujacego wplywu wia-
$nie na oksydazy NADPH. Podobnie DRO-
SHOW i wspélaut. (2012) w pracy opisujacej
wplyw DPI na komérki nowotworowe (60
roznych linii) wykazali, ze nizsze dawki inhi-
bitora przyczyniaja si¢ do hamowania cyklu
komorkowego w fazie G1l. Z kolei, zarowno
HONG i wspétaut. (2007), jak i SCAIFE (2005)
twierdzili, ze podanie DPI prowadzi do za-
hamowania cyklu komérkowego w fazie G2.
Efekt ten moze by¢ spowodowany zaréwno
opoznionym przejSciem z fazy G2 do M, tak
jak to opisano w pracy VENKATACHALAMA i
wspotaut. (2008), jak i przyspieszonym wyj-
Sciem z fazy M, ktéry nastepuje bez prawi-
dlowo zakonczonego podzialu mitotycznego i
prowadzi do wejscia komoérek w faze tzw. te-
traploidalnego G1 (4NG1), co przedstawiono
W pracy SCAIFEGO (2004).

Nalezy jednak zauwazyé, ze stosowany
powszechnie w wielu modelach eksperymen-
talnych inhibitor NOX-DPI, nie jest specy-
ficzny tylko dla tych enzymow, ale dziala
rowniez na inne flawoenzymy obecne w ko-

morce. Co istotne, niedawno opublikowa-
ne wyniki badan dowodza, ze zahamowa-
nie proliferacji komoérek nowotworowych po
podaniu DPI moze wynika¢ z wplywu tego
zwigzku na lancuch oddechowy, szczegolnie
na aktywnos$é kompleksu I (OzSVARI i wspol-
aut. 2017). Dlatego na uwage zasluguja pra-
ce, w ktorych specyficznie obnizono poziom
ekspresji wybranych oksydaz NADPH. SHI-
MADA i wspoétaut. (2011), prowadzac badania
na liniach komoérek nowotworowych raka
pecherza wykazali, ze obnizenie poziomu
NOX4 prowadzito do zahamowania ich pro-
liferacji in vitro oraz ograniczalo wzrost guza
w badaniach prowadzonych na zwierzetach.
Podobne wyniki uzyskano wykorzystujac do
badann komoérki raka okreznicy. W tym wy-
padku zahamowanie proliferacji komorek
nowotworowych bylo zwiazane z obnizeniem
poziomu NOX1 (WANG i wspétaut. 2011).

Podsumowujac, wiele prac wskazuje,
ze hamowanie aktywnosci oksydaz NADPH
moze by¢ atrakcyjnym celem w terapii prze-
ciwnowotworowej. Wciaz brakuje jednak bez-
posrednich dowodow swiadczacych o tym, ze
komoérki nowotworowe ulegaja starzeniu ko-
morkowemu w wyniku zahamowania aktyw-
nosci lub obnizeniu poziomu NOX. W swietle
uzyskanych przez nas wynikéw (PRZYBYLSKA
i wspoétaut. 2016) dowodzacych, ze zaréwno
podanie DPI, jak i wyciszenie ekspresji genu
kodujgcego NOX4 w ludzkich komorkach
miesni gladkich aorty prowadzi do starzenia
komoérkowego, mozemy przypuszczaé, ze opi-
sywane w literaturze dlugotrwate zahamowa-
nie podzialow komoérek nowotworowych po
podaniu inhibitorow oksydaz lub obnizeniu
ich poziomu moze rowniez indukowac sta-
rzenie.

PODSUMOWANIE

Oksydazy NAPDH to enzymy wystepujace
specyficznie w okreslonych tkankach, zaréow-
no prawidlowych, jak i tych, ktére zmienione
sa nowotworowo. Przez produkowane reak-
tywne formy tlenu biorg udzial w licznych,
istotnych procesach. Ich zwiazek z procesem
starzenia komérkowego prowadzacym do
trwalego zahamowania proliferacji sprawia,
ze stanowia one interesujacy cel poszukiwan
dotyczacych terapii przeciwnowotworowych.

Streszczenie

Oksydazy NADPH (NOX) sa grupa enzymoéw wyste-
pujacych zaréwno w prawidlowych, jak i nowotworowo
zmienionych tkankach. Produkowane przez nie reak-
tywne formy tlenu (RFT) biorg udzial w wielu istotnych
procesach wystepujacych w komorce. Zauwazono zwia-
zek aktywnosci NOX z procesem starzenia. Starzenie
komorkowe to proces niezwykle interesujacy i wystepu-
jacy powszechnie w organizmie ludzkim. Zwigzane jest
z trwalym zahamowaniem proliferacji, a w zdrowych
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komorkach stanowi bariere przeciwnowotworowa. Pew-
ne warunki prowadza do przyspieszonego starzenia ko-
morek nowotworowych, co stanowi atrakcyjny cel terapii
przeciwnowotworowych. Zwiazek oksydaz NADPH z pro-
cesem starzenia komoérkowego moze byc¢ interesujacym
celem badan nad terapiami przeciwnowotworowymi.
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NADPH OXIDASES AS A PROMISING TARGET FOR ANTICANCER THERAPY

Summary

NADPH oxidases (NOX) are group of enzymes occurring in healthy and tumor altered tissues. Reactive oxygen
species (ROS) which are produced by them take part in many essential processes in the cell. Connection between
NOX activity and senescence was observed. Senescence is an extremely interesting and commonly occurring process
in human organism. It is associated with irreversible inhibition of cell proliferation and in healthy cells may act as
an anticancer barrier. Under some circumstances premature senescence of cancer cells may occur, what makes it
attractive aim of studies towards development of anticancer therapies.
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