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Streszczenie: W krajach wysoko rozwinigtych rak stercza jest druga po raku ptuc najczgstsza przyczyna
$mierci mgzczyzn. Wezesne wykrycie tego nowotworu pozwala na skuteczna terapig, jednak u chorych
ze stwierdzonymi przerzutami szanse na wyleczenie znacznie maleja. Kluczowe w leczeniu raka gruczo-
tu krokowego jest zapobieganie przerzutom, dlatego w wielu laboratoriach prowadzone sa badania mode-
lowych linii komorkowych, majace wyja$ni¢ molekularne mechanizmy powstawania przerzutow. Pomi-
mo bardzo wielu artykulow w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, w pismiennictwie polskim
prace przegladowe poswigcone tej tematyce sa nieliczne. Celem niniejszego artykutu jest zaprezentowa-
nie aktualnego stanu wiedzy z zakresu badan in vitro nad rakiem stercza. Zebrano wyniki do§wiadczen
przeprowadzonych na klasycznych liniach komérkowych: PC3, DU145 i LNCaP wyizolowanych, od-
powiednio, z przerzutdéw do kosci, mozgu i weztéw chtonnych. Opisano morfologie komorek i przy-
puszczalny mechanizm powstawania przerzutow. Oméwiono czasteczki adhezyjne i niektore antygeny
biorace udzial w adhezji. Przedstawiono wyniki dotyczace zardbwno mechanizméw hormonalnej regulacji
wzrostu oraz migracji komorek, jak i unikania przez nie apoptozy.

Stowa kluczowe: rak stercza, DU145, PC3, LNCaP, adhezja komorek, czasteczki adhezyjne, przerzuty
nowotworowe.

Summary: Prostate cancer is the second most common malignancy in men worldwide. Early diagnosis of
the disease makes the therapy possible however patients with metastasis have a much lower recovery
chance. In vitro studies carried out worldwide in the last decade, have raised hopes of solving the problem
of the molecular mechanism of metastases, but despite many experiments some aspects of the metastasis
process still remain unclear. In this review we present recent information on the prostate cancer cell lines
PC3, DU145 and LNCaP, derived from bone, brain, and lymph node metastases, respectively. The
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characterization of membrane receptors, including cell adhesion molecules is described. We also demon-
strate the putative mechanisms of migration, apoptosis and hormonal growth regulation of the above-
mentioned cells.

Key words: prostate cancer, DU145, PC3, LNCaP, cell adhesion, cell adhesion molecules, cancer metastasis.

WSTEP

Gruczot krokowy (stercz, prostata) jest narzadem, ktory w meskiej populacji czgsto
ulega procesom chorobowym. Podczas gdy u mtodych mezczyzn schorzeniem dominu-
jacym stercza jest zapalenie gruczolu krokowego (prostatitis), to u oséb starszych (po
40 roku zycia) czgsciej wystgpuje tagodny rozrost stercza (BPH, ang. benign prostate
hyperplasia) i nowotwor ztosliwy gruczotu krokowego (PCa, ang. prostate cancer)
[37,38,65]. Nalezy zaznaczy¢, ze zadne z tych schorzen nie wyklucza jednoczesnego
wystapienia drugiego.

Przebieg procesu nowotworzenia w raku stercza jest trudny do przewidzenia. Zazwyczaj
choroba rozpoczyna sig od pojedynczego ogniska zlokalizowanego w zewngtrznej czgsci
gruczohu. W takiej postaci nie daje objawow i nazywa sig stadium ograniczonym do narzadu.
Po pewnym czasie nowotwor rozrasta si¢, nacieka stercz i tkanki okotosterczowe,
przechodzac w stan okre§lany mianem raka miejscowo zaawansowanego. W tym czasie
chory zaczyna odczuwac dolegliwosci podobne do takich jak w tagodnym przeroscie gruczotu
krokowego, tj. czgstomocz, parcia naglace i trudnosci w oddawaniu moczu. Z czasem
komorki raka stercza moga nacieka¢ okoliczne tkanki, przemieszczac si¢ droga naczyn
krwiono$nych i limfatycznych do innych miejsc organizmu i tworzy¢ tam przerzuty.
Wykazano, ze wtdrne ogniska przerzutowe sa najczestsza przyczyna zgonu pacjentow
cierpiacych na raka gruczotu krokowego [54].

W krajach wysoko rozwinigtych rak stercza jest najczesciej stwierdzanym nowotwo-
rem zlosliwym. Wedtug danych American Cancer Society, w 2004 roku rozpoznano w
USA 230 000 nowych przypadkoéw raka gruczotu krokowego; okazato sig, ze nowotwor
ten byt przyczyna $mierci ponad 30 000 mezczyzn, co klasyfikuje go na drugim po raku
ptuc miejscu pod wzgledem $miertelnosci [33]. Wczesne wykrycie tego nowotworu
pozwala na skuteczna terapig, jednak u chorych ze stwierdzonymi przerzutami szanse
na wyleczenie znacznie maleja.

Celem tego artykutu jest przedstawienie aktualnego stanu badan in vitro nad rakiem
stercza oraz charakterystyka trzech klasycznych linii komorkowych PC3, DU145 i
LNCaP, wykorzystywanych przez ostatnie trzy dekady w tych badaniach.

MECHANIZM POWSTAWANIA PRZERZUTOW
NOWOTWOROWYCH

Powstawanie przerzutow jest procesem wieloetapowym, w ktorym wiasciwosci
adhezywne oraz zdolno$¢ komorek nowotworowych do aktywnego ruchu sa waznymi
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RYCINA 1. Schemat powstawania przerzutow nowotworowych (objasnienia w tekscie)

czynnikami determinujacymi ich inwazyjno$¢. Badania in vitro nad szczurzymi liniami
komoérkowymi raka stercza réznigcymi si¢ inwazyjnoscia przeprowadzone przez zespot
Korohody i Madei pokazaty, ze oddzialywania homotypowe migdzy komorkami nowo-
tworowymi oraz oddzialywania heterotypowe migdzy komoérkami nowotworowymi a
prawidtowymi powodujg wzrost $redniej predkosci migracji komorek raka [41,43].

Opierajac si¢ na wynikach badan klinicznych i doswiadczalnych mozna przyjac, ze
mechanizm powstawania przerzutéw jest podobny w przypadku ré6znych nowotwordw.
Poczatkowo rozwijajacy si¢ nowotwor nie nacieka sasiadujacych tkanek (stadium
przedinwazyjne) (ryc. 1 A). Tworzenie przerzutdw zapoczatkowuje inwazja sasiednich
tkanek, co jest zwigzane z zanikiem potaczen migdzy komoérkami guza. Komorki
rozpoczynaja aktywna migracj¢ przechodzac przez blong podstawna, po czym przedostaja
si¢ do naczyn krwiono$nych Iub limfatycznych (intrawazacja) (ryc. 1 B). Uwolnione z
guza komorki sa przenoszone biernie przez krew do odlegtych miejsc w organizmie, gdzie
adheruja specyficznie do komorek srodblonka naczyn (ryc. 1 C) lub zostaja mechanicznie
zatrzymane w naczyniach wlosowatych, gdzie moga tworzy¢ zatory (ryc. 1 C*). W
miejscu zatrzymania dochodzi do adhezji migdzy komérkami nowotworowymi a komorkami
srodbtonka, nastgpnie komorki rakowe przemieszczaja si¢ miedzy komorkami §rodbtonka
1 wydostaja si¢ z naczynia (ekstrawazacja) (ryc.1 D). Pod wplywem wielu czynnikdéw
obecnych w miejscu, do ktorego przedostaty si¢ komorki, zaczynaja one proliferowac i
tworzy¢ wtorne ogniska nowotworowe [52,66],a w guzach o $rednicy wigkszej niz
0,2 cm dochodzi do procesu angiogenezy, co pozwala na dalszy rozrost tkanki nowo-
tworowej [19] (ryc. 1 E).

Molekularny mechanizm thumaczacy, dlaczego rak gruczotu krokowego daje przerzuty
w okreslone miejsca organizmu, nie zostat dotad wyjasniony. Powszechnie znana i
akceptowana jest teoria ,,ziarna i gleby” (ang. ,,Seed and Soil ). Wedtug niej komorki
nowotworowe (nasiona) kraza w organizmie, zakotwiczaja si¢ i namnazaja tam, gdzie
znajda najlepsze warunki do wzrostu (gleba) [47]. W zaawansowanym stadium choroby
przerzuty rozwijaja si¢ gtdéwnie w kosciach, ale takze w wegztach chtonnych, mézgu,
watrobie i plucach. Wsréd pacjentow, ktorzy umarli z powodu raka stercza, stwierdzono
obecnos¢ przerzutow do kosci az u 90% chorych [48].
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LINIE KOMORKOWE RAKA GRUCZOLU KROKOWEGO

Badania in vitro nad liniami komoérkowymi pochodzacymi z raka stercza trwaja juz od
dwoch dziesigcioleci i sa zrédtem wiedzy na temat patogenezy tego nowotworu. Opisano
kilkaset linii komorkowych wyprowadzonych z guza pierwotnego oraz z przerzutow [57].
Szczegolnie intensywnie badane sa trzy nizej wymienione linie komorkowe pochodzenia
nablonkowego, wyizolowane z najczestszych miejsc przerzutow:

PC3 —linia po raz pierwszy opisana przez Kaighna [34]. Komorki tej linii wywodza si¢
z przerzutéw do kosci i charakteryzuja si¢ duza inwazyjnos$cia (stadium IV) [67];

DU145 — linia pochodzaca z przerzutéw do moézgu wyizolowana przez Stone'a [59].
Komorki tej linii charakteryzuja si¢ stosunkowo mata inwazyjno$cia w porownaniu
z komoérkami PC3 (stadium II) [57,67];

LNCaP — linia komorek wyizolowanych po raz pierwszy przez Horoszewicza z prze-
rzutow raka gruczotu krokowego do nadobojczykowego wezta chtonnego [27]. W
badaniach in vitro charakteryzuja si¢ one stosunkowo powolnym wzrostem [67].

Komoérki tych linii r6znia si¢ zarowno stopniem inwazyjnosci, jak i wrazliwoscia na
leczenie hormonalne (PC-3, DU-145-linie niewrazliwe na terapi¢ hormonalna, linia
LNCaP-wrazliwa) 1 wydaja si¢ by¢ dobrym modelem do badan in vitro nad rakiem
stercza.

MORFOLOGIA KOMOREK PC3, DU145 I LNCaP

Komoérki opisywanych linii wykazuja morfologi¢ charakterystyczna dla komorek
nowotworowych pochodzenia nabtonkowego, o czym $wiadczy ekspresja specyficznych
cytokeratyn 8 1 18, brak desminy i czynnika VIII [67]. Morfologi¢ komorek raka stercza
przedstawiono na przyktadzie komoérek PC3 (ryc. 2). Wspo6lna cecha nowotworowych
linii raka gruczotu krokowego jest obecno$¢ w komorkach anormalnych jader, jaderek
oraz mitochondridw. W cytoplazmie zwraca uwagg obecnos¢ ziarnistosci i ciat thusz-
czowych oraz duza liczba lizosomow i mitochondriow (ryc. 2 A), co $wiadczy o inten-
sywnym metabolizmie typowym dla komoérek nowotworowych. Na zdjeciach z
mikroskopu elektronowego widoczne sa liczne charakterystyczne mikrowypustki (ryc.
2 A,B). W hodowlach in vitro komorki PC3, DU145 i LNCaP wykazuja brak inhibicji
kontaktowej, co prowadzi do wielowarstwowego wzrostu (ryc. 2 C,D). Wynika to
przede wszystkim z r6znic w budowie btony komorek prawidtowych i nowotworowych
(np. odmienna glikozylacja biatek i lipidow).

Stwierdzono, Ze w procesie powstawania przerzutow nowotworowych kluczowa
rolg odgrywaja oddziatywania migdzy komorkami nowotworowymi, mi¢dzy komorkami
nowotworowymi a komorkami prawidtowymi oraz migdzy komoérkami nowotworowymi
a macierza zewnatrzkomorkowa [42,68]. Oddziatywania te prowadza do adhezji
komorek, a receptory blonowe w nich uczestniczace zidentyfikowano zaréwno na
powierzchni komorek normalnych, jak i nowotworowo zmienionych.
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RYCINA 2. Morfologia komorek raka stercza (linia PC3). Obraz otrzymany z zastosowaniem mikroskopii
elektronowej (A), widoczne organelle komorkowe (N — jadro, M — mitochondria, L — lizosomy, Mv —
mikrowypustki); obraz otrzymany z zastosowaniem mikroskopii skaningowej (B), widoczne mikro-
wypustki komorek (Mv); obraz otrzymany z zastosowaniem metody kontrastu fazowego (C); obraz
otrzymany z zastosowaniem mikroskopii skaningowej (D). Mikrofotografie A, B, D zmodyfikowane wg
[34]1 C wg A. Stachurska [nieopublikowane]

RECEPTORY KOMOREK RAKA GRUCZOLU KROKOWEGO

Czasteczki adhezyjne

Na kazdym etapie procesu powstawania przerzutow raka stercza istotna rolg
odgrywaja czasteczki adhezyjne (CAM, ang. cell adhesion molecules). Na powierzchni
komorek PC3, DU145 i LNCaP zidentyfikowano wiele typow CAM (tab. 1) nalezacych
do rodzin integryn, kadheryn i biatek typu immunoglobulin. Rozmieszczenie i aktywnos¢
wyzej wymienionych czasteczek decyduja o procesie adhezji. Na zadnej z opisywanych
linii komorkowych nie stwierdzono obecnosci selektyn.

Integryny — zbudowane sa z dwoch potaczonych niekowalencyjnie podjednostek
o i . W kazdej z nich znajduja si¢ trzy domeny: duza zewnatrzkomorkowa (aminotermi-
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TABELA 1. Wystepowanie czasteczek adhezyjnych na powierzchni komorek raka stercza linii

A. STACHURSKA, M. WRONKA, H.M. KOWALCZYNSKA

PC3, DU145 I LNCaP [3.4,7,10,13,20,30,36,45,50,56,58,62—65,70]

Czasteczki Ligandy Komoérki raka stercza
adhezyjne
PC3 DUI45 | LNCaP
Integryny
ay, B, fibronektyna, fibrynogen, + + brak danych-
trombospondyna,witronektyna
a B, fibronektyna, osteopontyna + + -
a,B, fibronektyna, fibrynogen,kolagen ,laminina, + + +
osteonektyna,osteopontyna,trombospondyna
witronektyna
a B osteonektyng,psteopontyna, witronektyna + - -
a,B, kolagen, laminina + + +
a,B, epiligryna, fibronektyna, inwazyna, kolagen, + + +
laminina
aB, fibronektyna, inwazyna + + +
a3, laminina, osteopontyna, witronektyna + + +
Kadheryny
E-Kadheryny | adhezja homotypowa + + +
N-Kadheryny | adhezja heterotypowa + - -
P-Kadheryny | adhezja heterotypowa + + -
Bialka z rodziny immunoglobulin
ALCAM CD6, adhezja homotypowa - + +
ICAM-1 LFA-1, MAC 1 + + —
Selektyny - — - —

nalna), transbtonowa i mata wewnatrzkomoérkowa (karboksyterminalna) [ 1,30]. Czg$¢
zewnatrzkomoérkowa moze wigzac sig z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM,
ang. extracellular matrix) i bialkami btony podstawnej (fibronektyna, witronektyna,
trombospondyna, laminina 1 kolagenem) oraz z receptorami komoérek §rodblonka —
VCAM (ang. vascular cell adhesion molecules). Cz¢$¢ wewnatrzkomorkowa wiaze
si¢ z cytoszkieletem aktynowym komorki przez biatka posredniczace, takie jak: talina,
winkulina i a-aktynina (ryc. 3 A). Wyjatek stanowi integryna o B, wiazaca si¢ do
filamentow posrednich, ktorej obecnos¢ stwierdzono w hemidesmosomach [20,58]. W
wyniku interakcji domeny aminoterminalnej z okre$§lonym ligandem dochodzi do
grupowania si¢ i zwigkszonej aktywno$ci receptoréw integrynowych. Nastepuje reor-
ganizacja cytoszkieletu, komorka zmienia ksztalt i rozptaszcza si¢ (ang. spreading). W
efekcie dochodzi do utworzenia widkien naprezeniowych oraz kontaktow zognisko-
wanych [55]. W do$wiadczeniach polegajacych na usunigciu wewnatrzkomoérkowe;j
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RYCINA 3. Schemat budowy czasteczek adhezyjnych: integryny (A), kadheryny (B), biatka z rodziny
immunoglobulin (C), selektyny (D)

domeny integryn wykazano, ze w komoérkach nowotworowych, podobnie jak w
normalnych, dochodzi do interakcji integryny z ligandem, nie zachodzi jednak dalsza
czes¢ kaskady sygnatowej prowadzacej do powstania kontaktéw zogniskowanych [2].
Integryny oprocz udziatu w adhezji, funkcjonuja jak klasyczny receptor blonowy i w
sposob aktywny przekazuja sygnat do wngtrza komorki [ 18,45]. Wtornymi przekaznikami
sygnatu integrynowego sa cytoplazmatyczne kinazy MAPK (ang. mitogen-activated
protein kinase) 1 FAK (ang. focal adhesion kinase). W niezmienionych nowotworowo
komorkach aktywno$¢ tych kinaz decyduje o prawidtowym przebiegu kluczowych
proceséw, takich jak: migracja, réznicowanie i apoptoza. Komorki raka stercza wykazuja
zwigkszong aktywnos¢ MAPK i FAK, co powoduje zahamowanie procesu apoptozy i
wzrost zdolno$ci do migracji [20].
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Kadheryny — sa to transbtonowe glikoproteiny, ktérych funkcja zalezy od jonow
Ca*. Ich domeny zewnatrzkomorkowe odpowiadaja za homotypowe oddziatywania z
kadherynami powierzchni innych komorek. Po wewngetrznej stronie blony komorkowej
kadheryny oddziatuja z cytoszkieletem przez biatka — kateniny (ryc. 3 B). E-kadheryny
odgrywaja istotna role w poczatkowych etapach powstawania przerzutu, gdyz odpowie-
dzialne sa za oddziatlywania adhezyjne migdzy komoérkami nowotworowymi guza
pierwotnego [42,63]; wysoka ekspresja E-kadheryn zapobiega odrywaniu si¢ komorek
[60]. Pokazano, ze w komorkach raka stercza spadek ekspresji E-kadheryny i wzrost
ekspresji N-kadheryn wiaze si¢ ze zwigkszong zdolnoscia do tworzenia przerzutow
[7,63]. Do zwigkszenia inwazyjnosci komorek raka gruczotu krokowego moga
prowadzi¢ takze zaburzenia w funkcjonowaniu biatek, takich jak kateniny [29,45].

Bialka z rodziny immunoglobulin — zalicza si¢ do nich czasteczki adhezyjne, takie
jak: ALCAM (ang. activated leukocyte cell adhesion molecule) i ICAM-1 (ang.
intercellular adhesion molecules), ktore w swojej budowie zawieraja domene Ig-podobna
(ryc. 3 C). W komorkach linii DU145 i LNCaP czasteczki ALCAM znaleziono w
miejscach kontaktow komorek guza, gdzie odpowiadaja one za homo- i heterotypowe
oddziatywania adhezyjne. Komorki linii PC3, ktore charakteryzuje brak funkcjonalne;j
o-kateniny, syntetyzuja bialko ALCAM w cytoplazmie, jednak nie jest ono transpor-
towane na powierzchnig btony komorkowej. Stwierdzono, ze aktywno§¢ ALCAM jest
warunkowana przez obecno$¢ w komorkach funkcjonalnych komplekséw E-kadheryn z
0-kateninami. W doswiadczeniach, polegajacych na transfekcji komoérek PC3
prawidlowym genem a-kateniny, wykazano, ze dochodzi do formowania kompleksow
E-kadheryn z a-kateninami i transportu ALCAM do miejsc kontaktu komorka-komorka.
Poniewaz zaobserwowano, ze spadek ekspresji ALCAM na powierzchni komorek wiaze
si¢ ze wzrostem inwazyjno$ci nowotworu, czasteczka ta jest dobrym wskaznikiem
zaawansowania choroby u pacjentow [62]. Zarowno na komodrkach PC3, jak i DU145
wykazano obecno$§¢ ICAM-1, natomiast czasteczki tej nie maja komérki LNCaP.
Poniewaz ligandem ICAM-1 jest receptor LFA (ang. lymphocyte function associated)
obecny na powierzchni limfocytow, istnieje przypuszczenie, ze brak ICAM-1 chroni komorki
LNCaP przed cytotoksycznym dziataniem komorek odpornosciowych obecnych w
weztach chtonnych.

Selektyny — naleza do glikoprotein, zawierajacych domeng lektynowa, rozpoznajaca
reszty weglowodanowe na powierzchni komérek (ryc. 3 D). Na komorkach raka stercza
nie stwierdzono obecnosci selektyn [50], wykazano natomiast obecnos¢ sialowanych
glikoprotein, zawierajacych antygen Lewisa (SLeX, ang. sialyl Lewis X) 1bedacych ligandami
dla selektyn. Oddziatywanie sialowanych glikoprotein komorek raka stercza z E-selektynami
komorek sroédblonka, powoduje chwilowe zatrzymanie i staba adhezj¢ komorek
nowotworowych [14,15]. Dzigki inicjujacemu oddziatywaniu selektyn i sialowanych
glikoprotein, w kolejnych etapach tworzenia przerzutu mozliwa jest silna adhezja poprzez
inne czasteczki adhezyjne i ekstrawazacja komérek nowotworowych [46].
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Receptory hormonéw piciowych

Gruczot krokowy podlega cistej regulacji hormonalnej. Stymulowane przez przysadke
komorki Leydiga znajdujace si¢ w jadrach wydzielaja testosteron, ktory przedostaje si¢
do nabtonka gruczotowego stercza, przeksztalcajac si¢ w aktywny dihydrotestosteron
(DHT, ang. dihydrotestosterone). Dzialajac przez receptor dla androgenow (AR, ang.
androgen receptor) DHT wptywa na syntezg biatek indukujac odpowiedz komorek
nablonkowych. Receptor AR jest jednym z czynnikow transkrypcyjnych, ktory po
zwiazaniu liganda stymuluje ekspresj¢ genéw odpowiedzialnych za rozwdj i proliferacje
komorek [16].

W poczatkowych stadiach raka gruczotlu krokowego, kiedy komorki wykazuja maty
stopien zroéznicowania, rozwoj nowotworu uzalezniony jest od obecnos$ci hormondéw
plciowych. W podzniejszych stadiach komorki staja si¢ androgeno-niezalezne [17,32].

Opisywane linie komorkowe wykazuja rézna wrazliwos¢ na wymienione hormony.
Jedynie komoérki LNCaP maja funkcjonalne receptory androgenow. Na skutek
punktowej mutacji w genie receptora jego aktywnos¢ w komorkach nowotworowych
jest duzo wyzsza niz w prawidtowych. W komorkach linii DU145 wykryto wysoka
ekspresje niecaktywnego receptora AR, co jest najprawdopodobniej spowodowane
zmiang w obrebie domeny wiazacej, ktora uniemozliwia potaczenie z ligandem. Natomiast
komorki linii PC3 wykazuja znikoma ekspresj¢ prawidtowego receptora AR, dlatego
testosteron nie ma wptywu na ich wzrost [67].

Synergistycznie z androgenami na funkcjonowanie gruczotu krokowego maja wptyw
takze estrogeny (estron i 17-B-estradiol), ktore reguluja wzrost i réznicowanie komorek
[16]. Pomimo to, ze w badaniach in vitro wykazano hamujacy wptyw estradiolu na
wzrost komorek PC3, to zar6wno w cytoplazmie komorek tej linii, jak i DU145 i LNCaP
nie stwierdzono obecnos$ci receptora ER (ang. Estrogen receptor) [26]. Wyniki prac
poswigconych obecnosci receptora w komorkach raka stercza sa jednak czgsto
sprzeczne, a zagadnienie to wymaga dalszych badan [26, 28, 40].

Receptory czynnikow wzrostu

TGF-3 — sposrod pigciu opisanych klas transformujacego czynnika wzrostu (TGF,
ang. transforming growth factor), w komorkach raka stercza PC3 i DU145 zna-
leziono receptory dla TGF-31. Badania in vitro wykazaty, ze TGF-31 nie ma wptywu
na wzrost androgeno-zaleznej linii komorek LNCaP, natomiast w stopniu zaleznym
od dawki hamuje on rozwdj komorek PC3 i DU145 [8,67]. Komorki tych dwoch
linii maja takze zdolno$¢ do syntezy i wydzielania aktywnej formy TGF-f31 [5,12].

EGF i TGF-a — oba czynniki dziataja poprzez receptor nablonkowego czynnika wzro-
stu (EGF, ang. epidermal growth factor), ktory zidentyfikowano na powierzchni
komorek linii PC3, DU145, LNCaP. Wykazano, ze komorki te maja zdolnos¢ do
endogennej syntezy EGF i TGF-a [67], i Ze oba te czynniki po zwigzaniu z recep-
torem EGF stymuluja wzrost komorek. W przypadku androgeno-zaleznej linii
LNCaP, uwrazliwienie komorek na autokrynne czynniki wzrostowe mozliwe jest
dopiero po stymulacji hormonami ptciowymi, gdyz dochodzi wowczas do zwigk-
szenia ekspresji receptora [4,8].
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IGF — sposrod dwoch typow receptorow wiazacych insulinopodobny czynnik wzrostu
(IGF, ang. insulin-like growth factor), w regulacj¢ proliferacji komorek gruczotu
krokowego zaangazowany jest receptor wiazacy prawie wylacznie IGF-1. Wyka-
zano, ze IGF-I stymuluje proliferacje komorek PC3 i DU145, natomiast nie zaob-
serwowano stymulacji w przypadku komorek LNCaP [67].

FGF —komorki raka stercza linii PC3 1 DU 145 syntetyzujg endogennie czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF, ang. fibroblast growth factor). Na ich powierzchni obecny jest
receptor dla tej czasteczki. Okazalto sig, ze tylko komorki linii DU145 odpowiadaja na
FGF intensywniejsza proliferacja, natomiast w hodowlach PC3 czynnik ten nie wy-
wotuje takiego efektu [4,67]. Aktywacja receptora dla czynnika FGF (FGFR1) jest
istotna we wczesnym stadium nowotworzenia [39]. Stymulacja komoérek poprzez
FGF powoduje aktywacjg czynnika wzrostu §rodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascu-
lar endothelium growth factor) indukujacego angiogenezg [21].

ADHEZJA 1 MIGRACJA KOMOREK RAKA GRUCZOLU
KROKOWEGO

W procesie powstawania przerzutow komorki raka stercza migruja z ogniska
pierwotnego do kosci, weztdow chtonnych, ptuc, watroby i mézgu. Zbadano, ze u
wigkszosci pacjentow glownym miejscem inwazji nowotworowej jest mikrosrodowisko
szpiku [36]. Molekularne i komorkowe mechanizmy procesu nowotworzenia nie sa
dobrze poznane. Podczas rozrostu guza pierwotnego w komorkach potozonych w
strefie brzegowej dochodzi do zmniejszenia ekspresji E-kadheryn i wzrostu ekspresji
N-kadheryn [51,61]. Prowadzi to do zmniejszenia oddziatywania pomigdzy komorkami
nowotworowymi i zwigkszenia oddziatywania komorek nowotworowych z komérkami
otaczajacej je mezenchymy, co powoduje odrywanie pojedynczych komorek od guza
pierwotnego. W kolejnym etapie powstawania przerzutu istotna rol¢ odgrywa trombina,
ktora przedostaje si¢ do tkanki otaczajacej nowotwor na skutek zjawiska opisanego
jako ,,przeciekanie” §rodbtonka [9]. Zaréwno na komorkach raka gruczotu krokowego,
jak i §rodblonka wykazano obecno$¢ receptora trombiny (PAR, ang. platelet activated
receptor). Aktywacja PAR na powierzchni komorek raka stercza powoduje wzrost
adhezji do biatek macierzy oraz wydzielanie metaloproteinaz (MMP, ang. matrix
metalloproteinases), kolagenazy, stromalizyny, gelatynazy [9]. Enzymy te trawia ECM
oraz btong podstawna, co pozwala na migracje komoérek nowotworowych do §wiatta
naczyn krwiono$nych lub limfatycznych. Aktywacja biatka PAR na powierzchni komorek
nowotworowych powoduje rowniez wzrost ekspresji integryn, takich jak: a, B.ia (..
Integryny te zidentyfikowano takze na powierzchni ptytek krwi. Ligandami a3, oraz
a B, sa biatka odpowiedzialne za krzepnigcie krwi (fibryna, fibrynogen) [6,64]. Biatka
te posrednicza w oddziatywaniu komoérek nowotworowych z ptytkami krwi, co prowadzi
do powstawania heterogennych, wielokomorkowych agregatow. Utworzenie agregatow
umozliwia komérkom nowotworowym przezycie, gdyz chroni je przed odpowiedzia
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immunologiczna oraz dziataniem sit fizycznych powodowanych przez warunki hydrody-
namiczne panujace w uktadzie krazenia [6]. Podczas procesu nowotworowego w orga-
nizmie rozwija si¢ ogdlnoustrojowy stan zapalny. Efektem tego jest wzrost st¢zenia cytokin
prozapalnych w krwi obwodowej. Wykazano, ze czasteczki, takie jak: TNF-0 stymuluja
komorki $rodblonka naczyn do zwigkszonej ekspresji E-selektyn i czasteczek VCAM
[12]. Na powierzchni komorek raka gruczotu krokowego ligandami E-selektyn srodbtonka
sa glikoproteiny, takie jak: PSGL-1 (ang. P-selectin glycoprotein ligand-1), zawierajace
antygen SLeX [15]. Dzigki oddziatywaniom E-selektyn i sialowanych glikoprotein moze
doj$¢ do ,,toczenia sig” (rolling) komorek nowotworowych po warstwie komorek
srodbtonka [14]. W wyniku zblizenia komérek nowotworowych do komoérek srodblonka
na odleglos$¢ okoto 20 nm moze dojs¢ do poczatkowo stabych (docking), a nastgpnie
silnych oddzialywan adhezyjnych (locking) [46]. W pierwszym etapie adhezji (docking)
istotng rolg odgrywa oddziatywanie domeny weglowodanowej antygenu Thomsena-
Friedenreicha komorek raka stercza z galektyna-3 komorek §rodbtonka [23]. Dalszy
etap tworzenia silnej adhezji obejmuje oddziatywanie integryn komorek nowotworowych
z VCAM komorek $rodbtonka. Nastepnie komorki nowotworowe przemieszczaja si¢
miedzy komodrkami §rodbtonka, adheruja do biatek ECM i migruja do miejsc, gdzie moga
utworzy¢ wtérne ognisko [52].

Pod wptywem czynnikoéw chemotaktycznych zaadherowane komorki nowotworowe
moga rozpocza¢ migracje do kosci, a wzmozona aktywno$¢ PAR i MMPs umozliwia
przechodzenie komoérek nowotworowych przez $rodbtonek [9]. Do rozwoju guza
wtdrnego przyczyniaja si¢ takze komorki obecne w mikrosrodowisku kosci (osteoblasty
i osteoklasty). Dostarczaja one komoérkom nowotworowym niezbednych czynnikow
angiogennych, adhezyjnych i wzrostowych [31,69].

Przy tworzeniu przerzutdow do kosci, w przypadku silnej adhezji komorek raka
gruczolu krokowego do $rodbtonka naczyn odbywajacej si¢ z udziatem integryn,
podkresla sig znaczenie dimeréw zawierajacych podjednostki B, [12,14,20,56]. Duza
liczba czastek TGF-3 w kostnej ECM stymuluje komorki raka stercza do ekspresji
integryny o 3, (receptor kolagenu I). W efekcie komérki nowotworowe adheruja do
macierzy szpiku, utworzonej glownie z kolagenu I i osteopontyny. Rozwoj komorek
nowotworowych w kos$ci wymaga aktywnosci osteoblastow i osteoklastow. Osteoblasty
wydzielaja szereg czynnikéw wzrostowych (bFGF, PDGF, EGF, IGF I, IGF 11, BMPs,
TGFa), ktore bez osteolitycznej aktywnosci osteoklastow bytyby niedostepne dla
komoérek nowotworowych. Aktywacja osteoklastow przez komorki PCa powoduje
bowiem resorpcj¢ kosci i uwalnianie czynnikow wzrostu, stymulujacych podziaty
komorek nowotworowych i tworzenie przerzutdéw w kosci [36].

Szczegodlng rolg w powstawaniu przerzutow raka gruczolu krokowego do kosci
przypisuje sig integrynom o B, ktore posrednicza w adhezji i migracji komérek PC3
oddziatujac z osteopontyna i witronektyna [9,13,44,70]. Integryny o 3 , .3 oraza B,
sa istotnymi receptorami posredniczacymi w oddziatywaniu komorek PC3 z fibronektyna
[3,20]. Porownujac oddzialywanie komoérek PC3 z fibronektyna, laminina, kolagenem i
transferyna, zaobserwowano najwigksze powinowactwo tych komoérek do lamininy,
natomiast nie zaobserwowano adhezji do transferyny [10,11].
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ZABURZENIA APOPTOZY KOMOREK PC3, DU145 I LNCaP

Programowana $mier¢ komoérek prawidlowych obejmuje szereg przemian bioche-
micznych (aktywacja kaspaz, wydzielanie cytochromu c, pojawienie si¢ fosfatydylo-
seryny na powierzchni komorki) oraz morfologicznych (obkurczanie komoérki, konden-
sacja chromatyny irozpad jadra). Apoptoza moze by¢ zapoczatkowana przez czynniki
fizjologiczne, takie jak: hormony, cytokiny, wirusy, niefizjologiczne czynniki chemiczne
(cytostatyki, wolne rodniki tlenowe) oraz czynniki fizyczne (promieniowanie UV i
jonizujace) [53].

W poczatkowym etapie programowanej $mierci, w zaleznosci od rodzaju bodzca
i typu komorki, aktywowane sa odpowiednie drogi sygnatowe: zewnatrzkomorkowa,
indukowana przez ligand Fas oraz wewnatrzkomorkowa kaskada sygnatowa indukowana
przez czynniki fizyczne powodujace wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?*. Te
szlaki przekazywania sygnatu prowadza do aktywacji efektorowych kaspaz, fragmentacji
DNA i $mierci komorki. Nieprawidtowo funkcjonujace szlaki apoptozy w komodrkach
moga powodowac transformacj¢ nowotworowa. Badania ostatnich lat skoncentrowane
na zrozumieniu molekularnych podstaw apoptozy moga przyczyni¢ si¢ do zastosowania
wlasciwej terapii nowotworow [35,53].

Linie komorkowe raka stercza, ktorych wzrost nie zalezy od hormonow plciowych
(PC3 1 DU145), wyksztalcity szereg mechanizmow uniemozliwiajacych prawidtowy
przebieg apoptozy. Zaburzenia te zwiazane sa m.in. z nadekspresja biatek antyapopto-
tycznych Bcl | oraz Bel-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma) [48]. Wymienione proteiny
hamuja apoptozg indukowana przez wydzielanie wewnatrzkomorkowego Ca** z ER
oraz blokuja uwalnianie cytochromu c i czynnika AIF (ang. apoptosis inducing factor)
do cytoplazmy. W efekcie prowadzi to do inaktywacji kaspazy 3 i 9 oraz do braku
degradacji lamininy. W komorkach raka stercza niewrazliwych na terapi¢ hormonalna
stwierdzono tez zwigkszona ekspresj¢ kinazy IKK (ang. /KB kinase), wptywajacej na
wzrost aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-KB (ang. nuclear factor kB) [22].
Czynnik ten jest regulatorem funkcji wielu biatek przezycia, takich jak: TRAF-1,
TRAF-2 (ang. TNF-R- associated factor), Bcl-2, czy 1AP (ang. inhibitory apoptosis
protein). Oprocz funkcji antyapoptotycznych wptywa on takze na proces angiogenezy
i na inwazj¢ komoérek nowotworowych, powodujac wzrost transkrypcji gendw 1L-8,
VEGEF oraz metaloproteinaz [24]. Z progresja nowotworowa zwiazany jest takze wzrost
aktywnosci kinazy Akt hamujacej apoptoze poprzez inaktywacje biatek Bad (ang. Bcl-
2 antagonist of cell death) i kaspazy 9. Podwyzszony poziom mRNA biatka Akt
obserwuje si¢ w komorkach PC3 1 DU145. Aktywacja drogi sygnalowej prowadzacej
poprzez kinazy PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) i Akt prowadzi do inakty-
wacji genow w receptorach AR [24].

Zahamowanie apoptozy w komorkach raka gruczotu krokowego moze by¢ réwniez
zwiazane z inaktywacja czynnikow supresorowych: PTEN, p53, Binl oraz PAR4.
Jednym z wiodacych regulatorow cyklu komérkowego, apoptozy i roznicowania jest
p53, ktorego brak lub mutacje prowadza w komorkach PC3 1 DU145 do nadmiernej
proliferacji oraz hormonoopornosci [49]. Czynnik ten powoduje wzrost aktywnosci
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genow p21/WAF 1, bax fas/apol, co prowadzi do zahamowania apoptozy [25]. W
komorkach PC3 i DU145 obserwuje si¢ tez zredukowana ekspresje supresora Bin 1,
ktéry hamuje transformacje nowotworowa poprzez oddzialtywania z czynnikiem c-myec.
Bin 1 wptywa na apoptozg niezalezna od kaspaz, tj. na obkurczanie komorki, wakuoli-
zacje cytoplazmy i degradacje DNA. Jest on rowniez induktorem $§mierci komorek
nowotworowych, w ktorych amplifikowany jest czynnik c-myc [24].

W przypadku komorek LNCaP, ktorych wzrost zalezy od hormonow ptciowych,
0golny mechanizm apoptozy jest podobny, zaobserwowano jednak pewne réznice
dotyczace poczatkowego etapu procesu [48].

Na przebieg apoptozy w komorkach raka stercza ma takze wplyw czynnik wzrostu
TGF-B1. Hamuje on wzrost komoérek nowotworowych gtdwnie pochodzenia nabtonko-
wego poprzez wplyw na poziom inhibitoréw cyklin p15, p21 oraz p27. Komoérki raka
gruczotu krokowego (PC3, DU145) unikaja apoptozy indukowanej przez TGF-31 poprzez
utrate funkcjonalnych receptoréw dla tego czynnika [5].

PODSUMOWANIE

Na podstawie prac omowionych w tym artykule mozna stwierdzié¢, ze wyniki badan
in vitro, przeprowadzanych przez ostatnie lata nad rakiem stercza, w znacznym stopniu
przyblizaja nas do poznania molekularnego mechanizmu powstawania przerzutow.
Jednak liczne aspekty tego procesu pozostaja niewyjasnione i wymagaja dalszych badan.
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