Zmiany molekularne w hepatocytach zwigzane
Z rozwojem pierwotnego raka watrohy
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with primary liver carcinoma

Sylwia Serafinska, Monika Pazgan-Simon, Krzysztof Simon

Katedra i Klinika Choréb Zakaznych, Watroby i Nabytych Niedoborow
Odpornosciowych, AM we Wroctawiu

Summary: Hepatocellular carcinoma is the fifth most common cancer in the world and the
fourth cause of death. The global incidence of HCC is increasing. In Poland the number of
patients suffering from HCC has not been determined.

Liver cancer develops in a liver changed by chronic viral inflammation caused by HCV, HBV,
nonalcoholic fatty liver disease, or toxic, autoimmunological, or hereditary liver cirrhosis. If
there is more than one cause of liver iliness, especially HBV/HCV, HBV/HDV, or HIV co-infec-
tion or alcohol intake, liver cancer will develop earlier.

Patients usually present few nonspecific symptoms and the majority of them have advanced
disease with poor prognosis and not many treatment possibilities. Hepatocellular carcino-
ma is a very heterogeneous disease with different etiologies, structures, biological behaviors,
and molecular carcinogenic mechanisms, among them the growth factor-stimulated receptor
Tyrosine Kinase pathways, the PI3 kinase/AKT/mTOR pathway, the Wnt/beta-catenin path-
way, the angiogenic signaling pathway, and many others.

The focus here is on pathways important for molecular targeted therapy.
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Wstep

Rak watrobowo-komérkowy (HCC — hepatocellular carci-
noma) jest nowotworem wywodzacym si¢ ze zmienionych
genotypowo i fenotypowo komoérek watroby. HCC jest naj-
czestszym pierwotnym nowotworem watroby, piatym no-
wotworem co do czestoSci zapadalnosci i trzecia przyczyna
zgonow z powodu nowotworéw na Swiecie. W Polsce w 2006
roku rozpoznano 1453 przypadki nowych zachorowan, 800
u mezczyzn i 653 u kobiet. Najwicksza zapadalnos¢ stwier-
dza si¢ w wojewddztwach §laskim (109 mezezyzn: 72 kobiet),
wielkopolskim (80:60), dolnoslaskim (62:61) i matopolskim
(72 mezczyzn) [1]. Obecnie obserwuje si¢ trend wzrastaja-
cy zapadalnosci na HCC.

Etiologia

Do uznanych czynnikéw ryzyka rozwoju HCC zaliczamy mar-
skos¢ watroby bez wzgledu na etiologie oraz przewlekle choro-
by watroby: na tle zakazenia wirusami hepatotropowymi (HBV
- 30-40% przypadkéw wszystkich przypadkéw HCC nawet przy
braku marskosci, szczeg6lnie w Azji i Afryce; HCV — przewa-
zajaca etiologia w stanach Zjednoczonych, Japonii i Europie
Zachodniej), choroby metaboliczne: hemochromatoza(w
stadium marskosci w 10% przypadkéw prowadzi do rozwoju
nowotworu [2]), niedobér alfa-1AT, wrodzona tyrozynemia,
choroba Wilsona. Do uznanych karcynogenéw hepatocytéw
zaliczmy tez: aflatoksyny (pochodzace z orzeszkéw ziemnych),
thorotrast, ,zokcienn maslana “czyli dwumetyloaminoazoben-
zen. Nowotworzeniu sprzyja rowniez nikotynizm, pte¢ meska,
hormony anaboliczne i estrogeny oraz alkoholizm [3].
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Aktualnie podkresla si¢ rosnace znaczenie sttuszczenia
w rozwoju patologii watroby: NAFLD (non- alcoholic fatty
liver disease) — niealkoholowa choroba stluszczeniowa wa-
troby odpowiada za 0,5% nowotworéw pierwotnych watro-
by, dodatkowo przy zagrazajacej zyciu otytosci (BMI >35)
ryzyko wzrasta do 4,52% [4]; w przypadku marskos¢ na tle
NASH 5 letnie ryzyko HCC wynosi 7,6% [5]. Istotnym pro-
blemem jest tez synergistyczne uszkadzajace dziatanie alko-
holu oraz koinfekcji wirusowych HBV/HCV, HBV/HDV, czy
HCV/HIV, HBV/HIV [6].

Patomechanizm

W przebiegu wszystkich wyzej wymienionych przewlektych
chor6b watroby dochodzi do indukgji zaprogramowanej
Smierci komorki, nastepnie pobudzenia proceséw regene-
racji i naprawy, ktére prowadza do przedwczesnego starze-
nia narzadu. Procesy te zwiazane sa z utrata mechanizmow
kontrolnych oraz regeneracyjnych komérki i pobudzaniem
aberracji chromosomalnych oraz mechanizméw komérko-
wych dojrzewania i apoptozy, co w watrobie zwiazane jest
z nadmierng ekspresja zrebu guza oraz wi6knieniem na-
rzadu, a przy jednoczesnej przebudowie cytoangioarchi-
tektoniki narzadu a wigc powstawania zrazikéw rzekomych
okreslane jest jako marsko$¢ watroby. Cytokiny i chemoki-
ny, wydzielane w trakcie zakazenia, szczeg6lnie w zwiazku
z pobudzeniem transkrypcji czynnika NF-kB, aktywuja ka-
skade zapalna majaca kluczowa role w karcynogenezie.

Rak watrobowo-komérkowy nalezy do nowotworéw bardzo
zréznicowanych. Zaréwno etiologia tego guza jest ztozona,
podobnie jak formy morfologiczne: posta¢ jednoguzkowa,
wielooguzkowa lub rozsiana; zréznicowana jest rowniez
zdolnos¢ HCC do tworzenia przerzutéw-wyjatkowo rzad-
ka w postaci wtoknistoblaszkowej, po szybko przerzutujace
w innych postaciach.

Rowniez zlozone s3 mechanizmy molekularne prowadza-
ce do powstania nowotworu. W tym procesie biora udziat
aktywowane Sciezki sygnatlowe: Ras/Raf/Mek/Erk oraz
PI38k/Akt/mTor, pobudzenia czynnikéw wzrostu (EGFR
epidermal growth factor receptor, FGFR — fibroblast growth
factor receptor, PDGFR - platelet derived growth factor re-
ceptor, VEGFR - vascular endothelial growth factor recep-
tor) oraz czynnikéw angiogenezy, biatko p 53 oraz czastki
regulatorowe cyklu komérkowego [7]. Natomiast mecha-
nizm wzrostu guza zwiazany jest przede wszystkim z pobu-
dzeniem receptora kinazy tyrozynowej i aktywacja Sciezek
sygnatowych wewnatrz komérkowych prowadzacych do pro-
liferacji, migracji i tworzenia przerzutéw.

Sciezka receptora kinazy tyrozynowej

Ta Sciezka aktywowana jest poprzez zwijzanie si¢ z tym
receptorem czynnikoéw wzrostu: EGFR, FGFR, PDGFR,
HGF (hepatocyte growth factor), co wywotuje fosforylacje re-
ceptora oraz zmiany wewnatrzkomérkowe. Dochodzi do ak-
tywacji kompleksu czastek Grb2/Shc/SOS i nastepowej akty-
wacji kaskady mitogenowych kinaz biatkowych Ras/Raf/Erk
i (MAPK) oraz AP-1 aktywatoréw transkrypcyjnych c-fos
i cjun, ktére s3 promotorami transkrypgji genéw pobudza-
jacych proliferacje komérki. Udowodniono ze nowotwory
pierwotne watroby, ktére powstaja w tym mechanizmie ce-
chuje gorsze rokowanie.

Epidermal growth factor

EGF-1 TGF-(transforming growth factor) zwiazane sa z regu-
lacjq cyklu komérkowego. Znane sa 4 receptory dla EGF - hu-
man epidermal growth factor receptor (HER-1-4), skladajacy
si¢ z domeny zewnatrz i wewnatrzkomorkowej. Po zwiazaniu
EGF z receptorem dochodzi do zmian konformacyjnych, ak-
tywacji wewnatrzkomorkowej kinazy tyrozynowej i zwiazania
z ufosforylowang tyrozyna, co skutkuje aktywacja wielu Scie-
zek nowotworowych z proliferacja, inwazja, tworzeniem na-
czyn i przerzutow oraz inhibicja apoptozy. Czynnik ten zdaje
sie odgrywac znaczaca role w guzach nisko zréznicowanych
oraz stanach wezesnych rozwoju guza. [7,8].

Sciezka PI3k/Akt/mTor

Réwniez w tym przypadku aktywacja rozpoczyna sie od
wigzania kinazy tyrozynowej z recptorem insulinopodob-
nego czynnika wzrostu, dochodzi do aktywacji rodziny
enzymo6w PI3K-kinazy 3 fosfatydyloinozytolu, ktéry two-
rzy wtérny informator lipidowy PIP-3-3 fosforylowany fos-
foinozytol. Ten zwiazek aktywuje Act/kinaze biatkowa B,
ktora ma zdolnosc¢ fosforylacji licznych bialek m.in. pro
apoptycznego biatko B, ktére jest inaktywowane przez fos-
forylacjg, biatka mTOR, ktére fosforyluje biatko represo-
rowe transkrypcji PHAS-1/4 E-BP i kinaz¢ p70 S6, ktére
sa promotorami progresji cyklu komérkowego. Sciezka
ta jest hamowana przez biatko supresorowe PTEN, ktére-
go stezenie jest zmniejszone lub nieobecne w co najmniej
potowie postaci HCC. Ten spos6b nowotworzenia obecny
jest w 45% guzéw HCC.

Sciezka Wnt/beta kateniny

Wnt jest wydzielana glikoproteing bogata w cysteing, kto-
ra wiaze si¢ z receptorem nazywanym Frizzled. W nie-
aktywnej komorce beta-katenina jest zlokalizowana po
wewnetrznej stronie komorki w powiazaniu z E- katedhe-
ryna. Natomiast beta -katenina osoczowa jest fosforyzowa-
na przez komplet: APC, AXIN1 i 2 oraz GSK3 beta, a na-
stepnie degradowana do proteosomoéw; ogélnie stezenie
w osoczu tego zwigzku jest niskie. Zwigzanie WNT z recep-
torem Frizzled powoduje mobilizacje AXIN oraz rozpad
kompleksu fosforylujacego beta-katening. Skumulowana
b-katenina transportowana jest do jadra i wchodzi w inte-
rakgje z czynnikiem transkrypcyjnym komorek T-TCF oraz
LEF wzmagajac ekspresj¢ genéw oraz stymulujac prolife-
racje komorki [7,9].

Sciezka ta aktywowana jest w okoto 30% guzéw pierwotnych
watroby i wiaze si¢ z dtuzszym okresem przezycia.

$ciezka angiogenezy

W procesie hepatoonkogenezy niezwykle istotna jest Sciez-
ka angiogenezy. zalezna od czynnikéw wzrostu naczyin FGF
(Fibrobast growth factor), PDGF (Platelet derived endothe-
lial cell growth factor),VEGF (Vascular endothelial growth
factor) oraz innych zwiazkéw: angiopoetyny, cyklooksygena-
zy 2, itp. Czynniki te wydzielane sa przez komorki guza, i od-
dzialuja w petli parakrynnej na komoérki endotelialne odpo-
wiedzialne za proliferacje i migracje przez Sciezki Ras, PI3K
oraz STATSs oraz na pericyty wydzielajace VEGF. Wzajemne
oddzialywanie autokrynne i parakrynne miedzy tymi 3 ukfa-
dami reguluje angiogeneze guza [10].
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Fibroblast growth factors sa rodzing 22 czynnikéw, z ktérych
najlepiej zbadane sa a-FGF — acidic fibroblast growth fac-
tor oraz b-FGF — basic fibroblast growth factor. Czynniki te
oddziatuja przez rézne receptory endotelium np. recepto-
ry kinazy tyrozynowej FGFR1 i 2, proteoglikany, integryny.
Czynnik bFGF dziata synergistycznie z VEGF w indukgji an-
giogenezy. Ekspresja tego czynnika koreluje w bioptatach
guza z zaawansowaniem angiogenezy [10].

VEGF jest jednym z najlepiej poznanych czynnikéw angio-
genezy. Wiadomo, ze ma dziatanie mitogenne na komorki
endotelium, i wptywa na tworzenie zwiazk6w macierzy wspo-
magajacych wzrost komérek endotelialnych i umozliwiaja-
cych inwazje komoérek w glab zrebu rozwijajacego sie guza.
Generalnie czynnik ten jest istotny w rozwoju unaczynienia
guza stad najwiekszy jest jego udzial w poczatkowych stadiach
rozwoju guza. Ekspresja jego wzrasta w trakcie zmian guza
od zmian dysplastycznych niskozréznicowanych do wczesne-
go HCC, ekspresj¢ tego czynnika wykazano w 69,9% guzéw
HCC z otoczka, oraz 78,3% guzéw bez otoczki. VEGF od-
grywa réwniez role w progresji guza oraz tworzeniu przerzu-
téw. Badania wskazuja, ze VEGF moze dziata¢ autokrynnie
jako czynnik stymulagji proliferacji guza [8].

Ta Sciezka nowotworzenia wystepuje w przypadku zapalenia
wirusowego watroby typu B-HBx proteina aktywuje VEGF
przez Sciezk¢ HIFI-alfa i odgrywa znaczaca role w karcyno-
genezie [11].

Procesy apoptotyczne

Komorki hepatocarcinoma HCC charakteryzuja sie tzw. opor-
noscia na apoptoze. Zaburzenia naturalnej réwnowagi mie-
dzy proliferacjq a Smiercia komérkowa stanowia podloze no-
wotworzenia w HCC.

Obok typowego dla kazdej komérki nowotworowej unieza-
leznienia sie¢ od czynnik6éw i inhibitoréw wzrostu, zdolno-
Sci do przerzutowania i podtrzymywania angiogenezy, wy-
kazuja one réwniez nadekspresje¢ czynnikéw hamujacych
apoptoze (inhibitor bialek apoptozy IAP, ang. inhibitor of
apoptosis protein, inhibitor czynnikéw FADD i FLICE — FLIP
ang. FADD/ FLICE/ caspase-8 inhibitory protein) i/lub zmniej-
szong a nawet brak ekspresji czynnikéw aktywujacych apop-
tozg (receptor Fas/CD95/APO-1) [12].

Wigkszos¢ HCC prezentuje jedno lub kilka zaburzen mole-
kularnych drogi zaleznej od Fas/FasL, ktére hamuja apop-
toz¢ zalezng od Fas. Ekspresja Fas ligandu (FasL) jest wyraz-
nie zwiekszona, co prawdopodobnie umozliwia (na drodze
niszczenia komorek sasiednich) ekspansje guza i ttumaczy
czesciowo wlasciwosci metastatyczne tkanek nowotworo-
wych. Dzieki wydzielanemu FasL komérki nowotworowe s3
uprzywilejowane immunologicznie. Mogg inicjowac apop-
toze w komorkach petniacych funkgje przeciwnowotworo-
we (limfocytach posiadajacych receptory Fas). Nowotwory
watrobowokomérkowe o wysokiej ekspresji FasL maja znacz-

Pismiennictwo:

nie gorsze rokowanie od tych z niska ekspresja FasL [13].
Wykazano, ze status ekspresji Fas/FasL hepatocytow moze
by¢ czynnikiem predykcyjnym nawrotu HCC [14].

Ligand indukujacy TNF-zalezny, tzw uklad TRAIL, petni role
indukujaca apoptoze w nowotworach watroby, podczas gdy
prawidlowe hepatocyty nie sa wrazliwe na jego obecnosc.
Komérki HCC konstytutywnie wydzielaja TRAIL mRNA
oraz jego biatkowy transkrytp. Fakt ten pozostaje w sprzecz-
nosci z omawianymi innymi mechanizmami apoptotyczny-
mi charakterystycznymi dla HCC. Wydaje si¢ jednak, ze ko-
morki HCC, mimo powszechnej obecnosci TRAIL sa na
ten uklad niewrazliwe, a nawet wydzielaja mediatory ha-
mujace wplyw TRAIL [15], uzyskujac w ten sposob status
nieSmiertelnych.

W komérkach HCC zaobserwowano istotng zmian¢ réwno-
wagi miedzy biatkami pro i antyapoptotycznymi nalezacymi
do licznej rodziny biatek Bcl-2. Wykazano ekspresje Bcl-2,
ktérego nie syntezuja prawidlowe hepatocyty oraz nadekspre-
sj¢ bcl-X,, Mcl-1, ¢-IAP1, XIAP, oraz, niezaleznie od rodzi-
ny Bcl-2, nadekspresje czynnika transkrypcyjnego NF-kB.
Zapobiegaja one proapoptotycznemu oddziatywaniu ukladu
Fas/FasL oraz TRAIL, przez co umozliwiaja niekontrolowa-
ng proliferacje komorek nowotworowych [16]. W szczeg6l-
nosci wysoki poziom biatka hamujacego apoptoz¢ XIAP, na-
turalnego inhibitora kaspazy 8, obserwowany w ponad 90%
przypadkéw HCC silnie koreluje z potencjalem metastatycz-
nym i antyapoptotycznym komoérek nowotworowych.

Zmiana ekspresji i/lub aktywacji biatka p53 na podtozu mu-
tacji genu supresorowego dla nowotworéw pb3 jest czesta
w komoérkach HCC. Odpowiada to za endogenne procesy
karcynogenezy (w przebiegu hemochromatozy), wplyw sro-
dowiskowych czynnikéw promujacych nowotworzenie (afla-
toksyna B1, HBV) oraz za niewrazliwo$¢ komérek HCC na
klasyczne chemioterapeutyki [17]. Brak prawidlowego bial-
ka p53 lub zaburzenia jego budowy uniemozliwiajace prawi-
dlowe funkcjonowanie sa najprawdopodobniej silnie zwiaza-
ne z niestabilno$cia chromosomalng zalezna od dysfunkcji
telomerow, co jest cecha charakterystyczng dla HCC, pro-
mujaca przetrwanie komérek nowotworowych.

Podsumowanie

Obecnie znanych jest wiele molekularnych mechanizméw od-
powiedzialnych za inicjacje i progresje HCC, u podtoza kté-
rych lezy zaburzenie réwnowagi mi¢dzy siecia sygnaléw apop-
tozy i przezycia preneoplazmatycznych hepatocytow a takze
zdolnoscia do podtrzymywania angiogenezy. Liczne proapop-
totyczne czynniki ulegaja zahamowaniu, inaktywacji badz nie
sa produkowane, w przeciwienstwie do czynnikéw antyapop-
totycznych, podlegajacych zwickszonej ekspresji lub przyspie-
szonej aktywacji. W zwigzku z tym komérki nowotworowe raka
watroby prezentuja liczne uwarunkowania promujace ich prze-
zycie oraz niewrazliwo$¢ na wptyw uktadu immunologicznego
i potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych.
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