Poliploidia jako rezultat terapii przeciwnowotworowych

i przyczyna braku ich skutecznosci

STRESZCZENIE

Poliploidia komorek nowotworowych obok ich wrodzonej i nabytej opornosci jest opi-
sywana jako mechanizm odpowiedzialny za nieskutecznos¢ terapii przeciwnowotworo-
wych opartych gléwnie na zwiazkach cyto- i genotoksycznych. Jest ona odpowiedzia czesci
komorek na dzialanie lekéw, ktore indukuja w nich endoreduplikacje, nieprawidlowa cy-
tokineze, fuzje lub kanibalizm, co w konsekwencji prowadzi do zwielokrotnienia poziomu
DNA, zatrzymania podzialéw i unikniecia $mierci. Odtworzenie raka nastepuje w wyniku
depoliploidyzacji komorek poliploidalnych na drodze neozy, podzialow amitotycznych i
podobnych do mejozy. W pracy przegladowej prezentujemy poznane dotychczas mechani-
zmy odpowiedzialne za powstawanie komorek poliploidalnych, ich gtéwne cechy i role w
nawrotach raka. Przedstawiamy rowniez obecnie brane pod uwage podejscia, celujace w me-
tabolizm i Sciezki sygnalowe, ktére sa niezbedne do funkcjonowania komérek poliploidal-
nych. Dane literaturowe wskazuja, ze zastosowanie chemioterapii lub radioterapii w skoja-
rzeniu ze zwigzkami hamujacymi powstawanie lub eliminujacymi komérki poliploidalne
moze w istotny sposéb zwiekszy¢ skutecznosé leczenia.

WPROWADZENIE

Wspdlczesne terapie przeciwnowotworowe obejmuja wiele sposobéw lecze-
nia, jednak calkowite wyleczenie nowotworéw ztosliwych, do ktérych naleza
takze raki wywodzace sie z tkanki nabtonkowej, pozostaje bardzo trudnym za-
daniem. Wynika to z mechanizméw przetrwania wyksztalcanych przez te ko-
morki, czesto w odpowiedzi na zastosowane leczenie. Dostepne sa liczne podej-
Scia terapeutyczne majace na celu zwalczenie nowotworéw ztosliwych. Zalicza
sie do nich chemioterapie, radioterapie, immunoterapie, terapie celowang oraz
spersonalizowang. Pomimo tego w wielu przypadkach stosuje sie chemioterapie
przez wzglad na miedzy innymi wysoka dostepnosé¢ lekéw o ré6znym mecha-
nizmie dziatania. Warunkuje to mozliwos¢ dostosowania leku do danego typu
nowotworu zlosliwego, zmiane leczenia w przypadku nabycia opornosci przez
nowotwor i taczenie lekéw w terapie skojarzone. Chemioterapia stosowana jest
czesto w przypadku nowotworéw ztosliwych zdiagnozowanych w péznych
stadiach choroby, charakteryzujacych sie obecnoscia komoérek aktywnie proli-
ferujacych, tworzacych przerzuty i pozbawionych charakterystycznych marke-
réow dla terapii celowanej, co ogranicza mozliwos¢ zastosowania innych form
leczenia [1].

Komoérki nowotworowe namnazajace sie w wyniku podzialéw mitotycznych
przechodza przez kilka nastepujacych po sobie etapéw cyklu komoérkowego,
ktéry ma na celu zwielokrotnienie, a nastepnie rozdzielenie materiatu gene-
tycznego i cytoplazmy pomiedzy dwie komoérki potomne. Obejmuje on podziat
komorki (kariokineze i cytokineze) oraz okres miedzypodzialowy - interfaze,
na ktora skladaja sie fazy G1, S i G2. Zaburzenia w przebiegu cyklu komorko-
wego i zaburzenia funkcjonowania punktéw kontrolnych na granicy kolejnych
jego faz moga prowadzi¢ do niekontrolowanego podziatu komérek, co sprzyja
transformacji nowotworowej i postepowi choroby. Leki przeciwnowotworowe
stosowane w chemioterapii maja na celu blokowanie podzialéw mitotycznych
i indukowanie réznych typéw $mierci komoérki, czesto poprzez powodowanie
uszkodzeri DNA, wywolywanie zaburzenn w procesie replikacji czy cytokine-
zy. Jednak w trakcie terapii nowotwory zlosliwe wytwarzaja lub utrwalaja juz
istniejgce mechanizmy umozliwiajace im adaptacje do warunkéw stresowych
wywolywanych przez chemioterapeutyki. Do najczeéciej wymienianych naleza
nadekspresja transporteréw ABC i biatek naprawy uszkodzeri DNA oraz two-
rzenie komoérek poli-aneuploidalnych [2,3]. Komérki poliploidalne charaktery-
zujq sie zwiekszona liczba calych chromosoméw w komorce i stanowia wazny
obszar badan w dziedzinie biologii nowotworéw, poniewaz procentowy udziat
komoérek poliploidalnych Iub majacych zdolnoé¢ do przechodzenia w stan po-
liploidii rosnie w odpowiedzi na terapie przeciwnowotworowe oraz w wyniku

Postepy Biochemii 70 (3) 2024

Mgr Kinga Kotacz?**,
Mgr Karolina Gronkowska'?,

Mgr Magdalena Strachow-
ska'?,

dr hab. Agnieszka Robaszkie-
wicz, prof. UL™

'Katedra Biofizyki Ogoélnej, Wydziat Biologii i
Ochrony, Uniwersytet £.6dzki

’Szkota Doktorska BioMedChem Uniwersyte-
tu Lodzkiego i Instytutéw Polskiej Akademii
Nauk w Lodzi, Uniwersytet £6dzki

https://doi.org/10.18388/pb.2021_557

“autorzy korespondujacy: kinga.kolacz@edu.
uni.lodz.pl; agnieszka.robaszkiewicz@biol.uni.
lodz.pl

Stowa kluczowe: poliploidalne olbrzymie ko-
moérki nowotworowe, opornoéé wielolekowa,
chemioterapia, endoreduplikacjia, depoliplo-
idyzacja

Wykaz skrétow: AMPK - kinaza biatkowa
aktywowana AMP; DDR - odpowiedZz na
uszkodzenia DNA (ang. DNA damage respon-
se); PGCC - poliploidalne olbrzymie komérki
nowotworowe (ang. polyploid giant cancer cells);
PRL3 - biatkowa fosfataza tyrozynowa (ang.
protein tyrosine phosphatase 4A3); Rho A - biatko
o aktywnosci GTP-azy (ang. Ras homolog family
member A); SAC - punkt kontrolny wrzeciona
podziatowego (ang. Spindle Assembly Checkpo-
int); TIP - poliploidia indukowana leczeniem
(ang. therapy-induced poliploidy); TIS - starzenie
komoérkowe indukowane leczeniem (ang. the-
rapy-induced senescence)

325



niedotlenienia lub braku sktadnikéw odzywczych [4]. W
wielu typach nowotworéw ztosliwych obserwuje sie olbrzy-
mie komorki z jednym ogromnym lub wieloma mniejszymi
jadrami i sa one okreslane jako poliploidalne olbrzymie ko-
moérki nowotworowe (ang. polyploid giant cancer cells, PGCC)
lub olbrzymie nowotworowe komorki wielojadrzaste (ang.
multinucleated giant cancer cells). Pierwszy termin jest aktual-
nie powszechnie akceptowany i stosowany przez wiekszosé
badaczy zajmujacych sie poliploidalnoscia komérek nowo-
tworowych. Chociaz PGCC stanowia stosunkowo niewiel-
ka czes¢ populacji komoérek w guzie wahajaca sie od 5% do
20% to zaklada sie obecnie, ze te ogromne komorki sa od-
powiedzialne za nawroty nowotworu po leczeniu i niesku-
tecznos¢ terapii [5-7].

Komoérki poliploidalne definiuje si¢ jako subpopulacje
komoérek nowotworowych zawierajacych jedno jadro ko-
moérkowe o zwielokrotnionej iloéci materialu genetyczne-
go lub wiele widocznie oddzielonych jader komérkowych
[8,9]. Powstawanie PGCC przyczynia sie do wytworzenia
heterogennosci genetycznej zwiekszajac prawdopodobien-
stwo przezycia przynajmniej cze$ci komoérek nowotworo-
wych w warunkach niekorzystnych. Niezaleznie od liczby
jader komérkowych PGCC charakteryzuja sie duzym roz-
miarem zaréwno samego jadra o nieregularnej strukturze
jak i calej komorki, jednak morfologia tych komérek rézni
sie¢ w zaleznosci od linii komérkowej [10]. Zhang i wsp. zde-
finiowali $redni rozmiar olbrzymiej komérki poliploidalnej
jako ponad trzykrotnie wiekszy od diploidalnej komorki
nowotworowej (od 3 do 10 razy) [11]. Dane literaturowe
wskazuja na mozliwos¢ wykorzystywania liczby PGCC
jako markera do oceny stopnia zlosliwosci i zréznicowania
guzow litych [9]. Pomimo znaczenia klinicznego, doktadne
mechanizmy lezace u podstaw indukowania polianeuplo-
idii i rozmieszczenia olbrzymich komérek w guzach pier-
wotnych i przerzutach po terapii przeciwnowotworowej
pozostaja stabo poznane.

PGCC moga pojawi¢ sie m.in. w odpowiedzi na promie-
niowanie jonizujace oraz leki przeciwnowotworowe stoso-
wane w chemioterapii [4,7], co najprawdopodobniej skutku-
je odnowieniem populacji komérek nowotworowych tym
samym przyczyniajac si¢ do wzrostu guza, przerzutowania
oraz wznowy [6]. Dlatego zrozumienie proceséw zwigza-
nych z tworzeniem sie poliploidii, znalezienie sposobu eli-
minacji PGCC i zapobiegania ich powstawaniu w trakcie
terapii moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia skutecznosci
leczenia pacjentéw z nowotworami ztosliwymi, dla ktérych
leczeniem pierwszego wyboru jest chemio- i radioterapia
[6]. W niniejszej pracy wymieniamy i charakteryzujemy
obecnie znane mechanizmy powstawania polianeuploidii
indukowanej przez terapie przeciwnowotworowe, rzucajac
$wiatlo na implikacje tego procesu w obnizeniu skuteczno-
§ci chemioterapii i odtwarzaniu sie populacji komérek no-
wotworowych.

MECHANIZMY POWSTAWANIA KOMOREK

WIELOJADRZASTYCH A TERAPIE
PRZECIWNOWOTWOROWE

Diploidalne komorki nowotworowe moga by¢ prze-
ksztalcane w poliploidalne olbrzymie komoérki nowotwo-
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rowe na drodze proceséw takich jak: endoreduplikacja, po-
slizg mitotyczny, nieprawidtowa cytokineza, fuzja komoérek
lub kanibalizm mitotyczny (Ryc. 1) [6,9,12].

ENDOREDUPLIKACJA

Ten mechanizm powstawania PGCC obejmuje zabu-
rzenia przebiegu mitozy takie jak: endomitoza, endocykl,
poslizg mitotyczny i nieprawidlowa lub niewydolna cy-
tokineza. Endoreduplikacja to proces, w ktérym komorka
przechodzi przez cykl replikacji DNA bez podziatu komor-
ki i wigze sie z pominieciem mitozy (endocykl), ponownym
rozpoczeciem replikacji DNA w trakcie fazy S cyklu komor-
kowego (re-replikacja) lub przerwaniem mitozy (endomito-
za) [13,14]. Jednym z wymienionych wariantéw endoredu-
plikacji jest proces endomitozy, w ktérym komoérki rozpo-
czynaja mitoze, ale jej nie koniczg, co skutkuje powstaniem
komoérek o zwielokrotnionej ploidalnosci genomu [9]. Na
endocykl skladaja sie powtarzajace sie fazy Si G, w wyniku
ktérych powstaja komérki z pojedynczym poliploidalnym
jadrem [13,15]. Charakterystyczne dla endocyklu jest wy-
razne podwojenie iloéci DNA, co odréznia ten mechanizm
od nieprawidlowego procesu re-replikacji, ktéry charakte-
ryzuje sie niekontrolowana, ciagla reinicjacja syntezy DNA
w fazie S, w wyniku ktérej dochodzi do wzrostu zawartosci
DNA bez wyraznie rozpoznawalnych podwojeri genomu
[13,16]. Komorki endomitotyczne osiggaja metafaze lub
anafaze, ale nie przechodza cytokinezy, co skutkuje poli-
ploidalnymi jadrami, natomiast komérki endocykliczne nie
wykazuja cech mitozy, takich jak rozpad otoczki jadrowej
lub kondensacja chromosoméw [13].

Endoreduplikacja moze by¢ wywolywana przez rézne
czynniki, takie jak promieniowanie UV, hipoksja [17] czy
terapie przeciwnowotworowe, w tym radioterapie i che-
mioterapie obejmujaca rézne grupy lekéw przeciwnowo-
tworowych m.in.: czynniki alkilujgce (mitomycyna C) [18],
taksany (winkrystyna) [19,20], zwiazki zawierajace platyne
(cisplatyna) [21,22] czy inhibitory topoizomerazy II (dokso-
rubicyna, etopozyd) [23-25].

Proces endoreduplikacji utatwia progresje nowotworu
zwigkszajac tolerancje na bledy replikacji DNA. W prawi-
dtowych komoérkach po wystapieniu kilku rund re-replika-
qji aktywacji ulega szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA
(DDR) - ATM-CHEK2-p53 uruchamiany po wystapieniu
dwuniciowych peknie¢ DNA w komérkach dzielacych sie
na drodze mitozy [26]. W dalszej kolejnosci prowadzi to
do zatrzymania cyklu komoérkowego i naprawy uszkodzer
na drodze rekombinacji homologicznej (HR) lub niehomo-
logicznego taczenia koricow (NHE]) [27], badZz do $mierci
komérki na drodze apoptozy. Natomiast komoérki endo-
cykliczne unikajg apoptozy poprzez hamowanie ekspresji
gendéw proapoptotycznych [26]. Wyniki Mehrotra i wsp.
sugeruja, ze komorki endocykliczne nie ulegaja apoptozie,
poniewaz réwnowaga ekspresji pomiedzy genami pro- i an-
ty-apoptotycznymi jest przechylona w kierunku przetrwa-
nia komérek w endocyklu [26]. W komorkach tych czesto
obserwuje sie mutacje w genie TP53.

Zahamowanie procesu mitozy warunkuje zajécie endore-
duplikacji lub endocyklu. Zmiany w aktywnosci gtéwnych
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie mechanizméw prowadzacych do powstania poliploidii: endoreduplikacji, proces ten moze zachodzi¢ poprzez powtarzanie faz G
iS cyklu komérkowego (endocykl), wielokrotne powtarzanie fazy S cyklu komérkowego (re-replikacja) lub pomijanie etapéw mitozy w trakcie cyklu komérkowego (en-
domitoza); poslizgu mitotycznego, nieprawidlowej cytokinezy, fuzji komérek i kanibalizmu komérkowego (entozy). W wyniku tych proceséw moga powstawac komorki

poliploidalne z jednym lub wieloma jadrami komérkowymi.

regulatoréow cyklu komérkowego - komplekséw cyklin i
kinaz zaleznych od cyklin (cdks) prowadza do inaktywa-
qji kinazy mitotycznej cdkl [28]. U ssakéw i Drosophila w
trakcie endoreduplikacji poziom mitotycznych cyklin A i B
lub tylko cykliny B ulega obnizeniu, podczas gdy poziom
cykliny E utrzymuje sie. Naprzemienne fazy S i G endocy-
klu sa czesciowo regulowane przez kompleks cyklina E-
-Cdk2, ktérego akumulacja jest kluczowa dla syntezy DNA
[28]. Wysoki poziom aktywnosci CycE-Cdk2 wyzwala
faze S, podczas gdy obnizenie aktywnosci CycE-Cdk2 jest
kluczowe dla rozpoczecia replikacji [29]. W konsekwencji
komoérki przechodza rundy replikacji DNA i wzrostu bez
podziatu. Réwniez regulatory fazy G2, mitozy i cytokinezy
odgrywaja role w endoreduplikacji [26]. Czasteczki kontro-
lujace cytoszkielet, bruzde podzialu komérkowego lub cy-
tokinetyczny pierécien aktyno-miozynowy, takie jak RhoA,
odgrywaja role w endomitozie. Na przyklad, zr6znicowane
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hamowanie RhoA napedza endomitoze i p6Zniejsza poli-
ploidyzacje w megakariocytach [30]. Kinazy Aurora i po-
lo-podobne (PLKSs) sa zaangazowane w punkt kontrolny
montazu wrzeciona (SAC), a ich deregulacja moze prowa-
dzi¢ do niewydolnosci cytokinezy poprzez nieprawidlowsq
segregacje chromosoméw [31]. Kolejnym czynnikiem istot-
nym w procesie endoreduplikacji jest Anaphase-Promoting
Complex/Cyclosome (APC/C), ktéry degraduje miedzy in-
nymi mitotyczne cykliny, aby zapobiec wejsciu komoérki w
mitoze. Obnizenie aktywnosci APC/C skutkuje stabilizacja
biatka Gemininy, ktéra zapobiega ponownej replikacji DNA
w fazie S i blokuje progresje endocyklu [29]. Wahania po-
ziomu APC/C podczas endoreduplikacji sprzyjaja progresji
endocyklu [28].

Opisane przyklady interakcji pomiedzy kluczowymi dla
podziatéw mitotycznych biatkami umozliwiaja zachodze-
nie wspomnianych wariantéw endoreplikacji.
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POSLIZG MITOTYCZNY I
NIEPRAWIDELOWA CYTOKINEZA

Podlizg mitotyczny, czyli niekompletna mitoza, moze
skutkowaé podwojeniem genomu w interfazie [32]. Komor-
ki nie przechodza cytokinezy, czyli podziatu cytoplazmy i
organelli, ktéra jest ostatnim etapem podziatu komérkowe-
go. Proces cytokinezy zachodzi tuz po mitozie. W srodkowej
czesci komorki powstaje kurczliwy pieréciers zbudowany z
aktyny, miozyny i innych biatek. Skurcz pierscienia prowa-
dzi do powstania bruzdy podziatowej, ktéra wraz z poste-
pem cytokinezy tworzy bariere blonowa miedzy zawarto-
Scia cytoplazmatyczng kazdej komorki potomnej. Kurcza-
ca sie bruzda zweza skladniki strefy srodkowej wrzeciona
podzialowego w strukture zwang ciatem Srodkowym. W
koricowym etapie cytokinezy bruzda ,zamyka sie”, tworzac
dwie oddzielne komoérki Do przerwania cytokinezy moze
prowadzié¢ rozregulowanie punktéw kontrolnych cyklu ko-
morkowego, a to z kolei moze skutkowac¢ powstawaniem
komoérek tetraploidalnych i poliploidalnych [33]. Za jeden z
mechanizméw mogacych mie¢ istotny zwiazek z aneuplo-
idia i poliploidia w komérkach nowotworowych uwazana
jest nadmierna aktywacja punktu kontrolnego skladania
wrzeciona kariokinetycznego SAC (ang. spindle assembly
checkpoint), ktéry zapewnia dwubiegunowe mocowanie
wrzeciona podzialowego przed rozpoczeciem anafazy [34].
Kluczowym biatkiem zaangazowanym w SAC jest ligaza
ubikwityny E3, CDC20, ktéra wiaze si¢ z bialkami mito-
tycznego punktu kontrolnego: Mad2 (ang. mitotic arrest-de-
ficient 2) i BubR1 (ang. budding uninhibited by benzimidazoles
related 1), a nastepnie hamuje mediowana przez APC/C
ubikwitynacje cykliny B i sekuryny [35], co w normalnych
komérkach prowadzi do anafazy. Uwaza sig, ze nadmierna
aktywacja Mad? jest odpowiedzialna za indukcje aneuplo-
idii i poliploidii w nowotworach [34], a nadekspresja Mad2
powoduje poliploidie w wyniku niepowodzenia cytokinezy
[36].

Zwielokrotniona liczba chromosoméw bedaca nastep-
stwem poslizgu mitotycznego pozostaje w obrebie jednej
poliploidalnej komoérki. Czynnikiem prowadzacym do tego
zjawiska jest chemioterapia indukujaca uszkodzenia DNA
oraz zatrzymanie syntezy lub depolimeryzacji mikrotubul
[37]. Pierwszy przypadek moga reprezentowaé komorki po-
tréjnie ujemnego raka piersi (ang. triple negative breast can-
cer - TNBC) - linia MDA-MB-231 z mutacja w genie TP53,
ktére odpowiadaty na dziatanie antracykliny - doksorubi-
cyny poliploidia zachodzaca na drodze poslizgu mitotycz-
nego. Réwniez antymetabolity takie jak 5-fluorouracyl w
polaczeniu z sulforafanem moga prowadzi¢ do poliploidii
w komorkach TNBC [38]. Innym lekiem powodujacym nie-
prawidtowa cytokineze i w konsekwencji powstawanie po-
liploidii w komérkach niedrobnokomérkowego raka ptuc z
niedoborem ERCC1 (ang. excision repair cross-complementa-
tion group 1) byla cisplatyna [39]. Z kolei taksany hamuja
funkcje wrzeciona podzialowego a tym samym podziat ko-
morki, co moze prowadzi¢ do zajscia niepetnego cyklu ko-
moérkowego - bez cytokinezy i indukgji tetraploidii [40]. Ba-
dania prowadzone na komoérkach jajnika (komoérki chomika
CHO i czlowieka A2780) wykazaly, ze taksol prowadzit do
zablokowania mitozy, jednak komorki przetamywaly blok
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mitotyczny i kontynuowaly cykl komérkowy bez cytokine-
zy tworzac wielojadrzaste komoérki poliploidalne [41].

FUZJA KOMOREK

Innym sposobem powstawania poliploidii jest fuzja
dwoch komorek, ktéra moze zachodzi¢ miedzy komorka-
mi tego samego lub innego typu. Fuzja komoérek nowo-
tworowych jest zjawiskiem wystepujacym m.in. w guzach
litych i prowadzi do wytworzenia subpopulacji komérek
nowotworowych o wiekszej zawartoéci DNA [42]. Ponad-
to, fuzja komoérek zréznicowanych z komérkami macierzy-
stymi moze odpowiadac za powstawanie nowotworowych
komorek macierzystych, ktére stanowia niewielki odsetek
komorek masy guza, ale sa kluczowe dla wczesnych etapow
jego wzrostu. Fuzja miedzy komérkami nowotworowymi a
komoérkami $rédbtonka czy limfatycznymi moze ulatwiac
angiogeneze (proces tworzenia si¢ naczyn krwionoénych)
i limfangiogeneze (powstawanie naczyn limfatycznych) w
obrebie guza, a tym samym przyspieszac jego wzrost [43].
Niedotlenienie jest opisywane jako jeden z czynnikéw wy-
zwalajacych fuzje komorek i tworzenie PGCC [6,10], ale
inne warunki, takie jak radioterapia [44] i chemioterapia
[45], réwniez moga sprzyjac temu procesowi. W komérkach
glejaka $miertelna dawka promieniowania selekcjonuje
oporng subpopulacje (7-10% komorek), ktéra przejsciowo
zatrzymuje sie w fazie G2/M i przezywa terapie. Ocenia sie,
ze komorki te powstaja w wyniku fuzji. Badania przepro-
wadzone na mieszanych kulturach zawierajacych komorki
znakowane zielonymi i czerwonymi reporterami fluore-
scencyjnymi eksponowanymi na promieniowanie wykaza-
ty, ze wigkszos¢ komorek, ktére przezyly eksperyment emi-
towala zotty sygnal [44]. Wydaje sie jednak, ze mechanizm
ten nie jest jednym z czestszych sposobdéw powstawania
poliploidii. W komérkach raka piersi i jajnika tylko 10-20%
PGCC powstato w wyniku fuzji, a w komérkach sluzakow-
t6kniakomiesaka (ang. myxofibrosarcoma) tylko jedna z wielu
PGCC powstata w wyniku tego mechanizmu [46].

KANIBALIZM KOMORKOWY

Kanibalizm komérkowy (entoza) jest definiowany jako
proces wchlaniania jednej komorki przez drugg, co skutku-
je pojawieniem sie calych komoérek w duzych wakuolach i
moze prowadzi¢ do poliploidii w nowotworach [47]. Podob-
nie jak fuzja proces ten moze zachodzi¢ miedzy komérkami
réznych typéw lub miedzy komoérkami tego samego rodza-
ju, jednak najczesciej obserwowany jest miedzy komoérkami
nowotworowymi i jest wskaznikiem zlego rokowania [48-
50]. Kanibalizm komérkowy mozna uzna¢ za mechanizm
przetrwania w niekorzystnych warunkach, takich jak nie-
dobér sktadnikéw odzywczych, niedotlenienie lub kwasne
pH [6]. Entoza obejmuje tworzenie potaczen adhezyjnych
miedzy komérkami nablonkowymi, w ktérych posredniczy
E-kadheryna, a nastepnie pochlanianie w sposéb zalezny od
Rho-GTPazy i kinazy Rho [6,51]. Wykazano, ze kanibalizm
komoérkowy moze prowadzi¢ do progresji nowotworu po-
przez indukowanie poliploidii w komérkach. Do tworzenia
poliploidii dochodzi na skutek zakt6cenia podzialu komor-
kowego, poniewaz wchlonieta komoérka stanowi fizyczna
przeszkode w cytoplazmie gospodarza, co uniemozliwia
prawidlowe zakonczenie cytokinezy i podzialu komor-
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ki[50]. W rezultacie komoérka zewnetrzna moze ulec poli-
ploidyzaciji.

ZNACZENIE KOMOREK WIELOJADRZASTYCH
W OPORNOSCI NA LEKI, PROGRES]I
NOWOTWOROW ORAZ GENEZA KOMOREK
POTOMNYCH O FENOTYPIE OPORNYM

Zjawisko poliploidii pojawia sie przede wszystkim jako
skutek dziatania lekéw cytotoksycznych, ktére pozostaja
podstawowa i najczestsza metoda leczenia nowotwordéw.
Cisplatyna, doksorubicyna (Adriamycyna), docetaksel
(Taksotere), irynotekan (CPT-11, Camptosar®), czy peme-
treksed (Alimta) to cytostatyki powszechnie wykorzysty-
wane w leczeniu, miedzy innymi raka szyjki macicy, raka
pluc czy raka piersi. Was i wsp. w swojej pracy okreslili
istotng role wymienonych lekéw w formowaniu si¢ poli-
ploidalnych komoérek olbrzymich [6]. Cecha komérek poli-
ploidalnych jest ich mozliwo$¢ przetrwania terapii poprzez
przejscie w stan ,spoczynku”, pozwalajacy na ochrone
DNA przed uszkodzeniami dzieki zatrzymaniu podziatéw
mitotycznych. PGCC charakteryzuja sie takze zwiekszona
zdolnoscia do inwazji i wyzszym potencjalem przerzuto-
wym [52]. Poza opornoscia na cytostatyki wykazuja one
zwiekszona ekspresje genéw opornosci na stres wywolany
takimi czynnikami jak niedotlenienie (hipoksja), ciénienie
mechaniczne, czy stan zakwaszenia érodowiska, ktére sa
typowe dla srodowiska wewnatrz guza [53].

Bukkuri i wspétautorzy stworzyli matematyczne mo-
dele do badania zjawiska opornosci w populacjach komo-
rek poddanych chemioterapii. Wedlug nich aneuploidalne
komoérki nowotworowe, charakteryzujace sie anormalna
liczba chromosoméw 2N+, ich zmianami strukturalnymi,
delecjami i amplifikacjami, moga przejs¢ do stanu niepro-
liferacyjnego (PACC - odpowiednik PGCC) poprzez polia-
neuploidalng tranzycje [54]. Stan spoczynku PACC pojawia
si¢ jako nastepstwo endocyklu, ktéry prowadzi do podwo-
jenia materialu genomowego, w wyniku czego komorka
posiada wiecej materialu genetycznego niz w klasycznej
fazie G2. Komérki wprowadzone w stan PACC wyzwalaja

proces ewolucyjnosci, ktory polega na zdolnosci do gene-
rowania dziedzicznej oraz adaptacyjnej zmiennosci fenoty-
powej [55]. Proces depoliploidyzacji umozliwia komérkom
powr6t do stanu 2N+, a tym samym kontynuacje cyklu ko-
moérkowego i ponowny podzial [54]. W nastepstwie tego
zjawiska powstaja komorki o fenotypie chemioopornym
(Ryc. 2).

Obecnie wyréznia sie dwa procesy, ktére prowadza
do redukcji poliploidalnosci. Zespét z Shanghaiu w bada-
niach in vitro i in vivo zaobserwowal unikalny mechanizm
podziatu komérkowego PGCC zwany neoza [7]. Ten typ
podziatu charakteryzuje si¢ kariokineza, ktéra zachodzi w
wyniku paczkowania jadrowego. W kolejnym etapie ko-
morka przechodzi proces asymetrycznej cytokinezy, ktéra
prowadzi do powstania jednojadrzastych, diploidalnych i
aneuploidalnych komérek , Raju” [56]. W procesie tym eks-
presji ulegaja geny typowe dla mejozy. Powstate w proce-
sie depoliploidyzacji poliploidalne komoérki nowotworowe
2N+ maja mozliwoé¢ powrotu do stanu diploidalnego [7].
Drugi typ redukgji poliploidalnosci polega na rozdzieleniu
chromatyd siostrzanych na dwie komérki potomne w tak
zwanym , péZnym okresie mitozy”. W rezultacie nastepuje
proces redukcji ze stanu tetraploidalnego do diploidalnego.
Po tym etapie w ramach mejozy nastepuja dwie dodatkowe
transformacje eliminujace ploidalnosé komorki tetraploidal-
nej do haploidalnej [7].

Jedna z dwéch hipotez ttumaczacych powstawanie opor-
nosci krzyzowej nowotworéw na chemioterapeutyki o r6z-
nej strukturze chemicznej i niezaleznym sposobie dziatania,
jest wpltyw pamieci PGCC i skrécony czas ponownej tran-
zycji polianeuploidalnej po kolejnej dawce lekéw. Druga z
badanych hipotez uwzglednia wyzszy poziom wrodzonej
opornosci na chemioterapeutyki. Zespot badawczy do zwe-
ryfikowania hipotez wykorzystal stochastyczna symulacje
eko-ewolucyjnej dynamiki badanych populacji komoérek
nowotworowych, jednakze zadna z dwéch hipotez nie zo-
stala dotychczas zweryfikowana eksperymentalnie.

chemioterapeutyki
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depoliploidyzacja

komorki potomne o fenotypie
chemioopornym

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy procesy prowadzace do powstania komérek w stanie spoczynku PACC, a nastepnie komérek potomnych o fenotypie opornym.
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Coraz czesciej méwi sie o zwigzku oraz podobieristwach
komorek w stanie PACC/PGCC do komorek, w ktérych
starzenie zostalo wyindukowane w nastepstwie terapii. Si-
kora i wspélautorzy wyréznili starzenie (ang. therapy-indu-
ced senescence - TIS) i poliploidie (ang. therapy-induced poli-
ploidy - TIP) jako dwa typy odpowiedzi na dzialanie terapii
przeciwnowotworowych. W przypadku obydwu typéw ko-
morek obserwuje sie zatrzymanie podziatéw komoérkowych
w nastepstwie aktywacji szlakéw p53 i Rb, czesta autofagie,
wyzszy poziom uszkodzeri DNA, podobny profil ekspresji
wielu genéw i przywroécenie ekspresji genéw charaktery-
stycznych dla komoérek macierzystych. W przeciwienstwie
do PACC/PGCC, ktére na drodze depoliploidyzacji moga
odzyska¢ zdolnos¢ do proliferacji, zatrzymanie komoérek
starzejacych sie w fazie GO lub G1 cyklu uniemozliwia ich
powrd6t do mitozy i unikniecie $mierci. Zasugerowano jed-
nak, ze starzejace sie komoérki nowotworowe moga zmie-
nia¢ si¢ w komérki poliploidalne, aby unikngé $mierci wy-
wolywanej leczeniem przeciwnowotworowym [57, 58].

Macierzyste wtasciwosci PACC/PGCC przejawiajg sie
glownie poprzez profil ekspresji genéw takich jak CD44 i
CD133, co sklonito do poréwnania ich do nowotworowych
komorek macierzystych. Wzglednie wysoki poziom biatek
SOX2, Nanog i OCT4 zapewnia im zdolnos¢ do ponownej
proliferacji i réznicowania w wiele typéw komorek. Ponad-
to, pierwsza generacja komoérek potomnych posiada marke-
ry typowe dla macierzystych komérek nowotworowych [7].
Niu i inni wykazali, ze PGCC formujace si¢ w raku jajnika
posiadaja podwyzszona ekspresje markeréw embrional-
nych komérek macierzystych, takich jak OCT4, NANOG,
SOX2 i SOX4 [45]. Komorki potomne pochodzace z PGCC
wykazywaty co prawda obnizong zdolnos¢ do inwazji, ale
zwigkszona opornoé¢ na paklitaksel. Wyzsza czestos¢ ko-
morek poliploidalnych zaobserwowano u pacjentéw z no-
wotworami terminalnymi, u ktérych nowotwoér nie reagu-

je na leczenie, a powstawanie komorek anaplastycznych
PGCC nasilalo sie po kolejnych cyklach chemioterapii [45].
Ponadto, PGCC spotykane sg czesciej w przerzutach niz w
nowotworach pierwotnych. Zaleznosé¢ ta zaobserwowano
podczas hodowli poréwnawczej pierwotnego guza trzust-
ki i przerzutow do otrzewnej [59]. W badaniach przepro-
wadzonych przez Pienta i innych pokazano, Zze w wyniku
6-dniowego traktowania komoérek raka prostaty PC3 doce-
taxelem w hodowli pozostajg niemal wylgcznie komérki o
fenotypie poliploidalnym, co jednoznacznie wskazuje na ich
charakter oporny wzgledem tego chemioterapeutyku [52].

W dwéch liniach raka jajnika A2789 i SCOV-3 zaobser-
wowano powstawanie znacznej liczby komoérek poliplo-
idalnych o wielkosci do 100 pm po 7 dniach od zakoriczenia
72-godzinnej inkubacji hodowli z cisplatyng. Pomiar zawar-
tosci materiatu genetycznego w komoérkach PGCC wskazal
na 2,0- i 4,7-krotny wzrost zawartosci DNA wzgledem ko-
morek diploidalnych. W przytoczonym przykladzie polinu-
kleacja okazata si¢ by¢ réwniez mechanizmem opornosci na
cisplatyne [53]. Ponadto, warunki nasladujace niedotlenie-
nie wywolane inkubacja komoérek raka jajnika z chlorkiem
kobaltu (CoCl,)) takze prowadzily do indukcji komorek
PGCC opornych na pochodna platyny. Traktowanie linii
MCEF7 (rak piersi), T29H (rak jajnika) oraz HEY (rak jajnika)
paklitakselem w stezeniu 1 pM indukowalto tranzycje polia-
neuploidalng oraz przejscie komorek do stanu statycznego
PGCC trwajacego od 4 do 6 miesiecy, po ktérym rozpoczeta
sie neoza i generowanie komoérek potomnych [60].

PERSPEKTYWY HAMOWANIA POLIPLOIDII
INDUKOWANE] CHEMIO- I RADIOTERAPIA ORAZ
ELIMINOWANIA KOMOREK POLIPLOIDALNYCH

Poniewaz powstawanie poliploidalnych komérek nowo-
tworowych w znaczacym stopniu ogranicza powodzenie
terapii, badacze staraja sie opracowac nowe podejécia tera-

antymetabolity
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie gléwnych proponowanych rozwigzan terapeutycznych w celu zwalczania poliploidalnych olbrzymich komérek nowotworo-

wych.
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peutyczne celujace w PGCC, a takze hamujace ich powsta-
wanie (Ryc. 3). Pod tym katem wyloniono kilka istotnych
réznic pomiedzy komérkami poliploidalnymi i diploidalny-
mi. Pierwszg z nich jest duzy rozmiar genomu i zwiekszona
objetos¢ komorek poliploidalnych, ktére w konsekwencji
zwigkszaja zapotrzebowanie energetyczne. Ponadto, zwigk-
szona ekspresja mRNA i biatek spowodowana zwiekszong
zawartoscia DNA wymaga wiekszych nakladéw metabo-
licznych. Wykazano, Zze komérki poliploidalne ostrej bia-
taczki szpikowej byly wrazliwe na dzialanie analogu glu-
kozy 2-DG. Sugeruje to, ze hamowanie istotnych szlakéw
metabolizmu komérkowego moze preferencyjnie zabijaé
poliploidalne komérki nowotworowe [5]. PGCC indukowa-
ne terapiq cisplastynowa charakteryzowaly sie zwiekszona
zawartoscig lipidow w poréwnaniu z nieleczonymi komor-
kami nowotworowymi. Terapia kwasem zoledronowym
(ZA), redukujaca poziom tltuszczowcow (lipidow) miala
silny wplyw hamujacy na PGCC, prowadzac do znacznej
zmiany w ich aktywnosci metabolicznej [61]. Podobnie,
zaburzenie syntezy cholesterolu za pomoca LCL521 lub
symwastatyny zapobiegato tworzeniu kolonii potomnych
PGCC [62]. Réwniez specyficzne inhibitory kinazy seryno-
wo-treoninowej mTOR, ktéra Iaczy przekazywanie sygnatu
komérkowego z metabolizmem i proliferacja komorek, pro-
muja apoptoze i autofagie w komérkach nowotworowych
ostrej biataczki szpikowej z poliploidia. Dodatkowo zwigk-
szaja skuteczno$¢ inhibitoréw kinazy Aurora, potwierdza-
jac tym samym, ze metabolizm nowotworu moze stanowic
realny punkt interwencji terapeutycznej przeciwko komor-
kom nowotworowym z poliploidia. Hamowanie sygnaliza-
¢ji mTOR zapobiegalo powstawaniu poliploidii wywolanej
terapig i utrzymywalo wrazliwos¢ komorek raka piersi i
trzustki na dziatanie chemioterapii [5]. System kinaz biatko-
wych aktywowanych AMP (AMPK), bedacy konserwatyw-
nym ewolucyjnie punktem kontrolnym niskiego poziomu
energii i dzialajacym jako kanoniczny supresor proliferacji
komorek, moze by¢ réwniez celem molekularnym prze-
ciwko poliploidii. Aktywacja AMPK przy uzyciu inhibito-
ra PDE-4, resweratrolu, salicylanu acetylu (aspiryny) oraz
nadekspresja AMPK selektywnie zwalczaja komorki tetra-
ploidalne. Wymienione przyklady sugeruja, ze aktywacja
AMPK przy uzyciu naturalnych produktéw, resweratrolu
i aspiryny, moze by¢ wykorzystana do specyficznego celo-
wania w tetraploidalne komérki nowotworowe w warun-
kach in vitro i in vivo [5].

Kolejng cecha wyrdzniajaca komorki poliploidalne jest
profil ekspresji i wydzielania przez nie cytokin. Mediatory
pro-zapalne takie jak interleukiny: IL-6, IL-8, IL-1p i Gro-1,
ulegaja nasilonej ekspresji w PGCC w odpowiedzi na szok
genotoksyczny wywolany lekiem, a ich sekrecja prowadzi
do przeprogramowania mikrosrodowiska nowotworu,
promujac w ten sposéb jego rozwoj. Zablokowanie funkcji
IL-6 przy uzyciu specyficznego przeciwciala (tocilizumab)
zmniejszyto wzrost guza u myszy z przeszczepionymi ko-
moérkami pochodzacymi od pacjentéw [63]. W innym bada-
niu wykazano, Zze hamowanie IL-1p wzmacniato proapop-
totyczne dzialanie docetakselu w PGCC [64]. Identyfikacja
biatek, ktére sa niezbedne do przezycia czy pézniejszych
podzialow komoérek o zwiekszonej ploidalnosci oraz do
proliferacji komorek potomnych stanowi obiecujaca strate-
gie do walki z PGCC. Wykazano, ze komoérki z duplikacja
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calego genomu sa bardziej zalezne od KIF18A w poréwna-
niu do ich normalnych odpowiednikéw [65]. Biatko KIF18A
nalezace do nadrodziny kinezyn wykorzystuje hydrolize
ATP do depolimeryzacji mikrotubul w czasie podziatéw
mitotycznych, bedac tym samym istotnym elementem sys-
temu umozliwiajacego proliferacje komorek. Biatkiem za-
angazowanym w powstawanie PGCC jest PRL3, ulegajace
specyficznej nadekspresji w 80,6% nowotworéw. Badania
na modelu mysim wskazaly skuteczno$¢ immunoterapii
opartej na humanizowanym przeciwciele PRL3-zumab, kto-
ra ograniczala nawrét nowotworu [66]. W pierwszej fazie
badan klinicznych nad nowotworami opornymi na leczenie
i hematologicznymi przeciwciato to okazalo sie by¢ skutecz-
ne u czesci pacjentéw z guzami litymi [67].

Kolejnym podejsciem do problemu poliploidalnosci sa
proby indukowania senescencji i $mierci komérkowej [63].
Flawopirydol, inhibitor kinaz zaleznych od cyklin (CDK) o
szerokim spektrum dziatania wykazat potencjat do zmniej-
szenia indukcji PGCC przez leki oddziatujace na wrzeciono
podziatowe. Leczenie flawopirydolem zatrzymato komorki
nowotworowe w fazie G1 i zapobiegalo tworzeniu komoé-
rek poliploidalnych poprzez endoreduplikacje [68]. Z kolei
zablokowanie biatka mitotycznego PLK1 zmniejszalo prze-
zycie tetraploidalnych komoérek nowotworu jelita grubego
[69]. Inhibitory HDAC (deacetylazy histonéw) hamuja pro-
liferacje komoérek nowotworowych i nowotworowych ko-
morek macierzystych, tranzycje epitelialno-mezenchymal-
na i samoodnowe guzéw, ograniczajgc tym samym inwazje
raka i przerzuty. Badania wykazaly, ze inhibitory HDAC
znaczaco zmniejszaja pule PGCC indukowanych lekami
przeciwnowotworowymi [70,71]. Hamowanie aktywnosci
bialek antyapoptotycznych moze by¢ strategia eliminacji
komoérek wielojadrzastych. Zahamowanie aktywnosci Bcl-
-xL przez drobnoczasteczkowy inhibitor ABT-263 lub siR-
NA powoduje szybki zanik komorek poliploidalnych w
populacji komorek ostrej biataczki szpikowej [72]. W przy-
padku chtoniakéw z komérek B zastosowanie Venetoclaxu,
ktory jest inhibitorem BCL-2, umozliwilo eliminacje komo-
rek PGCC [73]. PGCC wykazuja niedostateczng ekspresje
regulatoréw ferroptozy (FTL, FTH1 i SLC3A2) i zwiekszony
poziom RFT, co charakteryzuje komérki wrazliwe na za-
lezng od zelaza nieapoptotyczna $mier¢ komoérek. Potwier-
dzono to w badaniach z uzyciem 5 induktoréw ferroptozy,
ktérych mechanizm dziatania opieral sie na hamowaniu pe-
roksydazy glutationowej 4 (RSL3, ML162, FINO2 i ML210)
lub systemie Xc- (IKE). Wszystkie analizowane zwiazki ob-
nizaly przezywalnos¢ PGCC nowotworu piersi [70].

Wykazano, ze autofagia odgrywa kluczowa role w in-
dukcji PGCC. Modulatory autofagii takie jak hydroksy-
chlorochina, nelfinawir i rapamycyna zastosowane po che-
mioterapii redukowaly liczbe powstajacych PGCC w raku
jajnika i moga w przysztosci staé sie istotnym elementem
skojarzonych terapii przeciwnowotworowych [74].

Hipoksja sprzyja powstawaniu PGCC, dlatego celowanie
w niedotlenione mikrosrodowisko guza lub w odpowiedz
komorek na ograniczony dostep do tlenu moze hamowac
poliploidie [10]. W komérkach poliploidalnych indukowa-
nych CoCl, ekspresja HIFla, gtéwnego czynnika transkryp-
cyjnego aktywowanego niedoborem tlenu, istotnie wzra-
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stala. Zmianie ulegala takze subkomoérkowa lokalizacja
tego biatka, co przekladato si¢ na zwiekszona proliferacje,
migracje i inwazje komérek potomnych wywodzacych sie z
komoérek poliploidalnych poddanych hipoksji. Wykazano,
ze czynnik transkrypcyjny zwigzany z mikroftalmig (MITF)
reguluje ekspresje HIF1a oraz SUMOilacje tego bialka [75].
Terapie celujace w MITF oraz HIFla moga zapobiega¢ po-
wstawaniu PGCC.

Zaproponowano réwniez inne rozwiazania ukierunko-
wane na PGCC, jednakze ich mechanizm nie zostal do korica
poznany. Dla przykladu, srodek antykoncepcyjny mifepri-
ston blokuje tworzenie komoérek poliploidalnych podczas
terapii olaparibem oraz redukuje wzrost guzéw opornych
na terapie inhibitorem PARP. Wéréd potencjalnych mecha-
nizméw wyrdznia sie promowanie réznicowania PGCC i
komoérek potomnych w kierunku linii fagodnych oraz blo-
kowanie dziatania receptora glukokortykoidowego przez
mifepriston [76]. Zwigzek antyestrogenowy tamoksyfen
moze przynosi¢ korzysci kliniczne w leczeniu raka prosta-
ty, glejaka i czerniaka, niezaleznie od sygnalizacji estroge-
nowej. Moze to wynika¢ z hamowania kwasnej ceramidazy
ASAH1, co zapobiega podzialom amitotycznym PGCC z
nieréwna dystrybucja materiatu genetycznego do komorek
potomnych [77].

Dokladne poznanie specyfiki komorek poliploidalnych,
ich cech charakterystycznych, swoistych markeréw i we-
wnatrzkomoérkowych proceséw inicjujacych ponowne po-
dzialy po etapie ich tymczasowego zahamowania moze
ujawnié nowe cele terapeutyczne do kontrolowania progre-
sji raka oraz niesie ze sobg wizje poprawy skutecznosci le-
czenia nowotwordéw za pomocg radio- i chemioterapii.

PODSUMOWANIE

Z punktu widzenia skutecznosci terapii przeciwno-
wotworowych zasadne jest réwnolegle zapobieganie po-
wstawaniu komoérek poliploidalnych oraz ich efektywna
eliminacja w trakcie radioterapii i chemioterapii. Obecnie
proponowane i testowane podejécia opieraja sie glownie
na wykorzystaniu zwigzkéw ingerujacych w sygnaliza-
cje komoérkowa i metabolizm komérek PGCC. W dalszym
ciaggu nie wiemy czym charakteryzuja sie komorki, ktére
moga wchodzi¢ w cykle endoreduplikacji, unika¢ mitozy,
ulegad fuzji czy wchiania¢ komoérki sasiadujace. Wydaje sie,
Ze obecnie stosowane techniki takie jak sekwencjonowanie
pojedynczych komérek mogloby pomoéc zidentyfikowad
frakcje komoérek w populacji i wyloni¢ potencjalne prekur-
sory PGCC. Brakuje réwniez danych dotyczacych profilu
ekspresji genéw i prawdopodobnych zmian w genomach
komoérek potomnych PGCC. Czy neoza, asymetryczna mi-
toza i podzial podobny do mejozy odtwarzaja doktadnie
genomy komorek diploidalnych lub polianeuploidalnych
sprzed fazy PGCC? Czy tez przekazuja tylko , pamie¢” w
formie modyfikacji potranslacyjnych chromatyny i DNA
prowadzace do innej ekspresji genéw, a przez to adapta-
¢ji komérek potomnych do srodowiska, w ktérym dziataja
czynniki geno- i cytotoksyczne? Postep w zakresie nowych
technologii niewatpliwie ulatwi uzyskanie odpowiedzi na
te i wiele innych nasuwajacych sie pytan, ktére moga przy-
czyni¢ sie do opracowania terapii skojarzonych, gdzie jeden
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z lekéw wykorzysta stabe punkty komérek poliploidalnych,
ich prekursoréw lub komérek potomnych.
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ABSTRACT

In addition to innate and gained resistance, poliploidy of cancer cells is described as a mechanism responsible for lack of response or cancer
relapses after initial patient recovery. Formation of these cells is induced by cyto- and genotoxic agents, which trigger endoreduplication,
cytokinesis failure, cell fusion or canibalism. These processes lead to amplification of DNA, cell cycle arrest and escape from death. Cancer
reinitiation results from depolyploidization by neosis, amitotic and meiotic-like divisions. In this paper we review the known mechanisms,
which drive cancer cell transition to poliploidy, major features of these cells and their role in cancer progression. We also depict the current
approaches, which target metabolic and signaling pathways that are crucial for survival and functioning of polyploid cells. Literature data
indicate that the combination of chemotherapy and radiotherapy with agents capable of inhibiting or eliminating polyploid cells could sub-

stantially improve the success rate and efficacy of anticancer therapies.
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