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				Poliploidia jako rezultat terapii przeciwnowotworowych i przyczyna braku ich skuteczności

			

		

		
			
				Streszczenie

				Poliploidia komórek nowotworowych obok ich wrodzonej i nabytej oporności jest opi-sywana jako mechanizm odpowiedzialny za nieskuteczność terapii przeciwnowotworo-wych opartych głównie na związkach cyto- i genotoksycznych. Jest ona odpowiedzią części komórek na działanie leków, które indukują w nich endoreduplikację, nieprawidłową cy-tokinezę, fuzję lub kanibalizm, co w konsekwencji prowadzi do zwielokrotnienia poziomu DNA, zatrzymania podziałów i uniknięcia śmierci. Odtworzenie raka następuje w wyniku depoliploidyzacji komórek poliploidalnych na drodze neozy, podziałów amitotycznych i podobnych do mejozy. W pracy przeglądowej prezentujemy poznane dotychczas mechani-zmy odpowiedzialne za powstawanie komórek poliploidalnych, ich główne cechy i rolę w nawrotach raka. Przedstawiamy również obecnie brane pod uwagę podejścia, celujące w me-tabolizm i ścieżki sygnałowe, które są niezbędne do funkcjonowania komórek poliploidal-nych. Dane literaturowe wskazują, że zastosowanie chemioterapii lub radioterapii w skoja-rzeniu ze związkami hamującymi powstawanie lub eliminującymi komórki poliploidalne może w istotny sposób zwiększyć skuteczność leczenia.

				Wprowadzenie

				Współczesne terapie przeciwnowotworowe obejmują wiele sposobów lecze-nia, jednak całkowite wyleczenie nowotworów złośliwych, do których należą także raki wywodzące się z tkanki nabłonkowej, pozostaje bardzo trudnym za-daniem. Wynika to z mechanizmów przetrwania wykształcanych przez te ko-mórki, często w odpowiedzi na zastosowane leczenie. Dostępne są liczne podej-ścia terapeutyczne mające na celu zwalczenie nowotworów złośliwych. Zalicza się do nich chemioterapię, radioterapię, immunoterapię, terapię celowaną oraz spersonalizowaną. Pomimo tego w wielu przypadkach stosuje się chemioterapię przez wzgląd na między innymi wysoką dostępność leków o różnym mecha-nizmie działania. Warunkuje to możliwość dostosowania leku do danego typu nowotworu złośliwego, zmianę leczenia w przypadku nabycia oporności przez nowotwór i łączenie leków w terapie skojarzone. Chemioterapia stosowana jest często w przypadku nowotworów złośliwych zdiagnozowanych w późnych stadiach choroby, charakteryzujących się obecnością komórek aktywnie proli-ferujących, tworzących przerzuty i pozbawionych charakterystycznych marke-rów dla terapii celowanej, co ogranicza możliwość zastosowania innych form leczenia [1].

				Komórki nowotworowe namnażające się w wyniku podziałów mitotycznych przechodzą przez kilka następujących po sobie etapów cyklu komórkowego, który ma na celu zwielokrotnienie, a następnie rozdzielenie materiału gene-tycznego i cytoplazmy pomiędzy dwie komórki potomne. Obejmuje on podział komórki (kariokinezę i cytokinezę) oraz okres międzypodziałowy – interfazę, na którą składają się fazy G1, S i G2. Zaburzenia w przebiegu cyklu komórko-wego i zaburzenia funkcjonowania punktów kontrolnych na granicy kolejnych jego faz mogą prowadzić do niekontrolowanego podziału komórek, co sprzyja transformacji nowotworowej i postępowi choroby. Leki przeciwnowotworowe stosowane w chemioterapii mają na celu blokowanie podziałów mitotycznych i indukowanie różnych typów śmierci komórki, często poprzez powodowanie uszkodzeń DNA, wywoływanie zaburzeń w procesie replikacji czy cytokine-zy. Jednak w trakcie terapii nowotwory złośliwe wytwarzają lub utrwalają już istniejące mechanizmy umożliwiające im adaptację do warunków stresowych wywoływanych przez chemioterapeutyki. Do najczęściej wymienianych należą nadekspresja transporterów ABC i białek naprawy uszkodzeń DNA oraz two-rzenie komórek poli-aneuploidalnych [2,3]. Komórki poliploidalne charaktery-zują się zwiększoną liczbą całych chromosomów w komórce i stanowią ważny obszar badań w dziedzinie biologii nowotworów, ponieważ procentowy udział komórek poliploidalnych lub mających zdolność do przechodzenia w stan po-liploidii rośnie w odpowiedzi na terapie przeciwnowotworowe oraz w wyniku 
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				niedotlenienia lub braku składników odżywczych [4]. W wielu typach nowotworów złośliwych obserwuje się olbrzy-mie komórki z jednym ogromnym lub wieloma mniejszymi jądrami i są one określane jako poliploidalne olbrzymie ko-mórki nowotworowe (ang. polyploid giant cancer cells, PGCC) lub olbrzymie nowotworowe komórki wielojądrzaste (ang. multinucleated giant cancer cells). Pierwszy termin jest aktual-nie powszechnie akceptowany i stosowany przez większość badaczy zajmujących się poliploidalnością komórek nowo-tworowych. Chociaż PGCC stanowią stosunkowo niewiel-ką część populacji komórek w guzie wahającą się od 5% do 20% to zakłada się obecnie, że te ogromne komórki są od-powiedzialne za nawroty nowotworu po leczeniu i niesku-teczność terapii [5-7].

				Komórki poliploidalne definiuje się jako subpopulację komórek nowotworowych zawierających jedno jądro ko-mórkowe o zwielokrotnionej ilości materiału genetyczne-go lub wiele widocznie oddzielonych jąder komórkowych [8,9]. Powstawanie PGCC przyczynia się do wytworzenia heterogenności genetycznej zwiększając prawdopodobień-stwo przeżycia przynajmniej części komórek nowotworo-wych w warunkach niekorzystnych. Niezależnie od liczby jąder komórkowych PGCC charakteryzują się dużym roz-miarem zarówno samego jądra o nieregularnej strukturze jak i całej komórki, jednak morfologia tych komórek różni się w zależności od linii komórkowej [10]. Zhang i wsp. zde-finiowali średni rozmiar olbrzymiej komórki poliploidalnej jako ponad trzykrotnie większy od diploidalnej komórki nowotworowej (od 3 do 10 razy) [11]. Dane literaturowe wskazują na możliwość wykorzystywania liczby PGCC jako markera do oceny stopnia złośliwości i zróżnicowania guzów litych [9]. Pomimo znaczenia klinicznego, dokładne mechanizmy leżące u podstaw indukowania polianeuplo-idii i rozmieszczenia olbrzymich komórek w guzach pier-wotnych i przerzutach po terapii przeciwnowotworowej pozostają słabo poznane.

				PGCC mogą pojawić się m.in. w odpowiedzi na promie-niowanie jonizujące oraz leki przeciwnowotworowe stoso-wane w chemioterapii [4,7], co najprawdopodobniej skutku-je odnowieniem populacji komórek nowotworowych tym samym przyczyniając się do wzrostu guza, przerzutowania oraz wznowy [6]. Dlatego zrozumienie procesów związa-nych z tworzeniem się poliploidii, znalezienie sposobu eli-minacji PGCC i zapobiegania ich powstawaniu w trakcie terapii może przyczynić się do zwiększenia skuteczności leczenia pacjentów z nowotworami złośliwymi, dla których leczeniem pierwszego wyboru jest chemio- i radioterapia [6]. W niniejszej pracy wymieniamy i charakteryzujemy obecnie znane mechanizmy powstawania polianeuploidii indukowanej przez terapie przeciwnowotworowe, rzucając światło na implikacje tego procesu w obniżeniu skuteczno-ści chemioterapii i odtwarzaniu się populacji komórek no-wotworowych.

				Mechanizmy powstawania komórek wielojądrzastych a terapie przeciwnowotworowe

				Diploidalne komórki nowotworowe mogą być prze-kształcane w poliploidalne olbrzymie komórki nowotwo-

			

		

		
			
				rowe na drodze procesów takich jak: endoreduplikacja, po-ślizg mitotyczny, nieprawidłowa cytokineza, fuzja komórek lub kanibalizm mitotyczny (Ryc. 1) [6,9,12].

				Endoreduplikacja

				Ten mechanizm powstawania PGCC obejmuje zabu-rzenia przebiegu mitozy takie jak: endomitoza, endocykl, poślizg mitotyczny i nieprawidłowa lub niewydolna cy-tokineza. Endoreduplikacja to proces, w którym komórka przechodzi przez cykl replikacji DNA bez podziału komór-ki i wiąże się z pominięciem mitozy (endocykl), ponownym rozpoczęciem replikacji DNA w trakcie fazy S cyklu komór-kowego (re-replikacja) lub przerwaniem mitozy (endomito-za) [13,14]. Jednym z wymienionych wariantów endoredu-plikacji jest proces endomitozy, w którym komórki rozpo-czynają mitozę, ale jej nie kończą, co skutkuje powstaniem komórek o zwielokrotnionej ploidalności genomu [9]. Na endocykl składają się powtarzające się fazy S i G, w wyniku których powstają komórki z pojedynczym poliploidalnym jądrem [13,15]. Charakterystyczne dla endocyklu jest wy-raźne podwojenie ilości DNA, co odróżnia ten mechanizm od nieprawidłowego procesu re-replikacji, który charakte-ryzuje się niekontrolowaną, ciągłą reinicjacją syntezy DNA w fazie S, w wyniku której dochodzi do wzrostu zawartości DNA bez wyraźnie rozpoznawalnych podwojeń genomu [13,16]. Komórki endomitotyczne osiągają metafazę lub anafazę, ale nie przechodzą cytokinezy, co skutkuje poli-ploidalnymi jądrami, natomiast komórki endocykliczne nie wykazują cech mitozy, takich jak rozpad otoczki jądrowej lub kondensacja chromosomów [13].

				Endoreduplikacja może być wywoływana przez różne czynniki, takie jak promieniowanie UV, hipoksja [17] czy terapie przeciwnowotworowe, w tym radioterapię i che-mioterapię obejmującą różne grupy leków przeciwnowo-tworowych m.in.: czynniki alkilujące (mitomycyna C) [18], taksany (winkrystyna) [19,20], związki zawierające platynę (cisplatyna) [21,22] czy inhibitory topoizomerazy II (dokso-rubicyna, etopozyd) [23–25].

				Proces endoreduplikacji ułatwia progresję nowotworu zwiększając tolerancję na błędy replikacji DNA. W prawi-dłowych komórkach po wystąpieniu kilku rund re-replika-cji aktywacji ulega szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR) – ATM-CHEK2-p53 uruchamiany po wystąpieniu dwuniciowych pęknięć DNA w komórkach dzielących się na drodze mitozy [26]. W dalszej kolejności prowadzi to do zatrzymania cyklu komórkowego i naprawy uszkodzeń na drodze rekombinacji homologicznej (HR) lub niehomo-logicznego łączenia końców (NHEJ) [27], bądź do śmierci komórki na drodze apoptozy. Natomiast komórki endo-cykliczne unikają apoptozy poprzez hamowanie ekspresji genów proapoptotycznych [26]. Wyniki Mehrotra i wsp. sugerują, że komórki endocykliczne nie ulegają apoptozie, ponieważ równowaga ekspresji pomiędzy genami pro- i an-ty-apoptotycznymi jest przechylona w kierunku przetrwa-nia komórek w endocyklu [26]. W komórkach tych często obserwuje się mutację w genie TP53.

				Zahamowanie procesu mitozy warunkuje zajście endore-duplikacji lub endocyklu. Zmiany w aktywności głównych 

			

		

	
		
			
				Postępy Biochemii 70 (3) 2024	327

			

		

		
			
				regulatorów cyklu komórkowego – kompleksów cyklin i kinaz zależnych od cyklin (cdks) prowadzą do inaktywa-cji kinazy mitotycznej cdk1 [28]. U ssaków i Drosophila w trakcie endoreduplikacji poziom mitotycznych cyklin A i B lub tylko cykliny B ulega obniżeniu, podczas gdy poziom cykliny E utrzymuje się. Naprzemienne fazy S i G endocy-klu są częściowo regulowane przez kompleks cyklina E--Cdk2, którego akumulacja jest kluczowa dla syntezy DNA [28]. Wysoki poziom aktywności CycE-Cdk2 wyzwala fazę S, podczas gdy obniżenie aktywności CycE-Cdk2 jest kluczowe dla rozpoczęcia replikacji [29]. W konsekwencji komórki przechodzą rundy replikacji DNA i wzrostu bez podziału. Również regulatory fazy G2, mitozy i cytokinezy odgrywają rolę w endoreduplikacji [26]. Cząsteczki kontro-lujące cytoszkielet, bruzdę podziału komórkowego lub cy-tokinetyczny pierścień aktyno-miozynowy, takie jak RhoA, odgrywają rolę w endomitozie. Na przykład, zróżnicowane 

			

		

		
			
				hamowanie RhoA napędza endomitozę i późniejszą poli-ploidyzację w megakariocytach [30]. Kinazy Aurora i po-lo-podobne (PLKs) są zaangażowane w punkt kontrolny montażu wrzeciona (SAC), a ich deregulacja może prowa-dzić do niewydolności cytokinezy poprzez nieprawidłową segregację chromosomów [31]. Kolejnym czynnikiem istot-nym w procesie endoreduplikacji jest Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome (APC/C), który degraduje między in-nymi mitotyczne cykliny, aby zapobiec wejściu komórki w mitozę. Obniżenie aktywności APC/C skutkuje stabilizacją białka Gemininy, która zapobiega ponownej replikacji DNA w fazie S i blokuje progresję endocyklu [29]. Wahania po-ziomu APC/C podczas endoreduplikacji sprzyjają progresji endocyklu [28].

				Opisane przykłady interakcji pomiędzy kluczowymi dla podziałów mitotycznych białkami umożliwiają zachodze-nie wspomnianych wariantów endoreplikacji.
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					Rycina 1. Schematyczne przedstawienie mechanizmów prowadzących do powstania poliploidii: endoreduplikacji, proces ten może zachodzić poprzez powtarzanie faz G i S cyklu komórkowego (endocykl), wielokrotne powtarzanie fazy S cyklu komórkowego (re-replikacja) lub pomijanie etapów mitozy w trakcie cyklu komórkowego (en-domitoza); poślizgu mitotycznego, nieprawidłowej cytokinezy, fuzji komórek i kanibalizmu komórkowego (entozy). W wyniku tych procesów mogą powstawać komórki poliploidalne z jednym lub wieloma jądrami komórkowymi.
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				Poślizg mitotyczny i nieprawidłowa cytokineza

				Poślizg mitotyczny, czyli niekompletna mitoza, może skutkować podwojeniem genomu w interfazie [32]. Komór-ki nie przechodzą cytokinezy, czyli podziału cytoplazmy i organelli, która jest ostatnim etapem podziału komórkowe-go. Proces cytokinezy zachodzi tuż po mitozie. W środkowej części komórki powstaje kurczliwy pierścień zbudowany z aktyny, miozyny i innych białek. Skurcz pierścienia prowa-dzi do powstania bruzdy podziałowej, która wraz z postę-pem cytokinezy tworzy barierę błonową między zawarto-ścią cytoplazmatyczną każdej komórki potomnej. Kurczą-ca się bruzda zwęża składniki strefy środkowej wrzeciona podziałowego w strukturę zwaną ciałem środkowym. W końcowym etapie cytokinezy bruzda „zamyka się”, tworząc dwie oddzielne komórki Do przerwania cytokinezy może prowadzić rozregulowanie punktów kontrolnych cyklu ko-mórkowego, a to z kolei może skutkować powstawaniem komórek tetraploidalnych i poliploidalnych [33]. Za jeden z mechanizmów mogących mieć istotny związek z aneuplo-idią i poliploidią w komórkach nowotworowych uważana jest nadmierna aktywacja punktu kontrolnego składania wrzeciona kariokinetycznego SAC (ang. spindle assembly checkpoint), który zapewnia dwubiegunowe mocowanie wrzeciona podziałowego przed rozpoczęciem anafazy [34]. Kluczowym białkiem zaangażowanym w SAC jest ligaza ubikwityny E3, CDC20, która wiąże się z białkami mito-tycznego punktu kontrolnego: Mad2 (ang. mitotic arrest-de-ficient 2) i BubR1 (ang. budding uninhibited by benzimidazoles related 1), a następnie hamuje mediowaną przez APC/C ubikwitynację cykliny B i sekuryny [35], co w normalnych komórkach prowadzi do anafazy. Uważa się, że nadmierna aktywacja Mad2 jest odpowiedzialna za indukcję aneuplo-idii i poliploidii w nowotworach [34], a nadekspresja Mad2 powoduje poliploidię w wyniku niepowodzenia cytokinezy [36].

				Zwielokrotniona liczba chromosomów będąca następ-stwem poślizgu mitotycznego pozostaje w obrębie jednej poliploidalnej komórki. Czynnikiem prowadzącym do tego zjawiska jest chemioterapia indukująca uszkodzenia DNA oraz zatrzymanie syntezy lub depolimeryzacji mikrotubul [37]. Pierwszy przypadek mogą reprezentować komórki po-trójnie ujemnego raka piersi (ang. triple negative breast can-cer – TNBC) – linia MDA-MB-231 z mutacją w genie TP53, które odpowiadały na działanie antracykliny – doksorubi-cyny poliploidią zachodzącą na drodze poślizgu mitotycz-nego. Również antymetabolity takie jak 5-fluorouracyl w połączeniu z sulforafanem mogą prowadzić do poliploidii w komórkach TNBC [38]. Innym lekiem powodującym nie-prawidłową cytokinezę i w konsekwencji powstawanie po-liploidii w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc z niedoborem ERCC1 (ang. excision repair cross-complementa-tion group 1) była cisplatyna [39]. Z kolei taksany hamują funkcję wrzeciona podziałowego a tym samym podział ko-mórki, co może prowadzić do zajścia niepełnego cyklu ko-mórkowego – bez cytokinezy i indukcji tetraploidii [40]. Ba-dania prowadzone na komórkach jajnika (komórki chomika CHO i człowieka A2780) wykazały, że taksol prowadził do zablokowania mitozy, jednak komórki przełamywały blok 

			

		

		
			
				mitotyczny i kontynuowały cykl komórkowy bez cytokine-zy tworząc wielojądrzaste komórki poliploidalne [41].

				Fuzja komórek

				Innym sposobem powstawania poliploidii jest fuzja dwóch komórek, która może zachodzić między komórka-mi tego samego lub innego typu. Fuzja komórek nowo-tworowych jest zjawiskiem występującym m.in. w guzach litych i prowadzi do wytworzenia subpopulacji komórek nowotworowych o większej zawartości DNA [42]. Ponad-to, fuzja komórek zróżnicowanych z komórkami macierzy-stymi może odpowiadać za powstawanie nowotworowych komórek macierzystych, które stanowią niewielki odsetek komórek masy guza, ale są kluczowe dla wczesnych etapów jego wzrostu. Fuzja między komórkami nowotworowymi a komórkami śródbłonka czy limfatycznymi może ułatwiać angiogenezę (proces tworzenia się naczyń krwionośnych) i limfangiogenezę (powstawanie naczyń limfatycznych) w obrębie guza, a tym samym przyspieszać jego wzrost [43]. Niedotlenienie jest opisywane jako jeden z czynników wy-zwalających fuzję komórek i tworzenie PGCC [6,10], ale inne warunki, takie jak radioterapia [44] i chemioterapia [45], również mogą sprzyjać temu procesowi. W komórkach glejaka śmiertelna dawka promieniowania selekcjonuje oporną subpopulację (7–10% komórek), która przejściowo zatrzymuje się w fazie G2/M i przeżywa terapię. Ocenia się, że komórki te powstają w wyniku fuzji. Badania przepro-wadzone na mieszanych kulturach zawierających komórki znakowane zielonymi i czerwonymi reporterami fluore-scencyjnymi eksponowanymi na promieniowanie wykaza-ły, że większość komórek, które przeżyły eksperyment emi-towała żółty sygnał [44]. Wydaje się jednak, że mechanizm ten nie jest jednym z częstszych sposobów powstawania poliploidii. W komórkach raka piersi i jajnika tylko 10-20% PGCC powstało w wyniku fuzji, a w komórkach śluzakow-łókniakomięsaka (ang. myxofibrosarcoma) tylko jedna z wielu PGCC powstała w wyniku tego mechanizmu [46].

				Kanibalizm komórkowy

				Kanibalizm komórkowy (entoza) jest definiowany jako proces wchłaniania jednej komórki przez drugą, co skutku-je pojawieniem się całych komórek w dużych wakuolach i może prowadzić do poliploidii w nowotworach [47]. Podob-nie jak fuzja proces ten może zachodzić między komórkami różnych typów lub między komórkami tego samego rodza-ju, jednak najczęściej obserwowany jest między komórkami nowotworowymi i jest wskaźnikiem złego rokowania [48–50]. Kanibalizm komórkowy można uznać za mechanizm przetrwania w niekorzystnych warunkach, takich jak nie-dobór składników odżywczych, niedotlenienie lub kwaśne pH [6]. Entoza obejmuje tworzenie połączeń adhezyjnych między komórkami nabłonkowymi, w których pośredniczy E-kadheryna, a następnie pochłanianie w sposób zależny od Rho-GTPazy i kinazy Rho [6,51]. Wykazano, że kanibalizm komórkowy może prowadzić do progresji nowotworu po-przez indukowanie poliploidii w komórkach. Do tworzenia poliploidii dochodzi na skutek zakłócenia podziału komór-kowego, ponieważ wchłonięta komórka stanowi fizyczną przeszkodę w cytoplazmie gospodarza, co uniemożliwia prawidłowe zakończenie cytokinezy i podziału komór-
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				ki[50]. W rezultacie komórka zewnętrzna może ulec poli-ploidyzacji.

				Znaczenie komórek wielojądrzastych w oporności na leki, progresji nowotworów oraz geneza komórek potomnych o fenotypie opornym

				Zjawisko poliploidii pojawia się przede wszystkim jako skutek działania leków cytotoksycznych, które pozostają podstawową i najczęstszą metodą leczenia nowotworów. Cisplatyna, doksorubicyna (Adriamycyna), docetaksel (Taksotere), irynotekan (CPT-11, Camptosar®), czy peme-treksed (Alimta) to cytostatyki powszechnie wykorzysty-wane w leczeniu, między innymi raka szyjki macicy, raka płuc czy raka piersi. Was i wsp. w swojej pracy określili istotną rolę wymienonych leków w formowaniu się poli-ploidalnych komórek olbrzymich [6]. Cechą komórek poli-ploidalnych jest ich możliwość przetrwania terapii poprzez przejście w stan „spoczynku”, pozwalający na ochronę DNA przed uszkodzeniami dzięki zatrzymaniu podziałów mitotycznych. PGCC charakteryzują się także zwiększoną zdolnością do inwazji i wyższym potencjałem przerzuto-wym [52]. Poza opornością na cytostatyki wykazują one zwiększoną ekspresję genów oporności na stres wywołany takimi czynnikami jak niedotlenienie (hipoksja), ciśnienie mechaniczne, czy stan zakwaszenia środowiska, które są typowe dla środowiska wewnątrz guza [53].

				Bukkuri i współautorzy stworzyli matematyczne mo-dele do badania zjawiska oporności w populacjach komó-rek poddanych chemioterapii. Według nich aneuploidalne komórki nowotworowe, charakteryzujące się anormalną liczbą chromosomów 2N+, ich zmianami strukturalnymi, delecjami i amplifikacjami, mogą przejść do stanu niepro-liferacyjnego (PACC – odpowiednik PGCC) poprzez polia-neuploidalną tranzycję [54]. Stan spoczynku PACC pojawia się jako następstwo endocyklu, który prowadzi do podwo-jenia materiału genomowego, w wyniku czego komórka posiada więcej materiału genetycznego niż w klasycznej fazie G2. Komórki wprowadzone w stan PACC wyzwalają 

			

		

		
			
				proces ewolucyjności, który polega na zdolności do gene-rowania dziedzicznej oraz adaptacyjnej zmienności fenoty-powej [55]. Proces depoliploidyzacji umożliwia komórkom powrót do stanu 2N+, a tym samym kontynuację cyklu ko-mórkowego i ponowny podział [54]. W następstwie tego zjawiska powstają komórki o fenotypie chemioopornym (Ryc. 2).

				Obecnie wyróżnia się dwa procesy, które prowadzą do redukcji poliploidalności. Zespół z Shanghaiu w bada-niach in vitro i in vivo zaobserwował unikalny mechanizm podziału komórkowego PGCC zwany neozą [7]. Ten typ podziału charakteryzuje się kariokinezą, która zachodzi w wyniku pączkowania jądrowego. W kolejnym etapie ko-mórka przechodzi proces asymetrycznej cytokinezy, która prowadzi do powstania jednojądrzastych, diploidalnych i aneuploidalnych komórek „Raju” [56]. W procesie tym eks-presji ulegają geny typowe dla mejozy. Powstałe w proce-sie depoliploidyzacji poliploidalne komórki nowotworowe 2N+ mają możliwość powrotu do stanu diploidalnego [7]. Drugi typ redukcji poliploidalności polega na rozdzieleniu chromatyd siostrzanych na dwie komórki potomne w tak zwanym „późnym okresie mitozy”. W rezultacie następuje proces redukcji ze stanu tetraploidalnego do diploidalnego. Po tym etapie w ramach mejozy następują dwie dodatkowe transformacje eliminujące ploidalność komórki tetraploidal-nej do haploidalnej [7].

				Jedną z dwóch hipotez tłumaczących powstawanie opor-ności krzyżowej nowotworów na chemioterapeutyki o róż-nej strukturze chemicznej i niezależnym sposobie działania, jest wpływ pamięci PGCC i skrócony czas ponownej tran-zycji polianeuploidalnej po kolejnej dawce leków. Druga z badanych hipotez uwzględnia wyższy poziom wrodzonej oporności na chemioterapeutyki. Zespół badawczy do zwe-ryfikowania hipotez wykorzystał stochastyczną symulację eko-ewolucyjnej dynamiki badanych populacji komórek nowotworowych, jednakże żadna z dwóch hipotez nie zo-stała dotychczas zweryfikowana eksperymentalnie.
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				Rycina 2. Schemat przedstawiający procesy prowadzące do powstania komórek w stanie spoczynku PACC, a następnie komórek potomnych o fenotypie opornym.
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				Coraz częściej mówi się o związku oraz podobieństwach komórek w stanie PACC/PGCC do komórek, w których starzenie zostało wyindukowane w następstwie terapii. Si-kora i współautorzy wyróżnili starzenie (ang. therapy-indu-ced senescence – TIS) i poliploidię (ang. therapy-induced poli-ploidy – TIP) jako dwa typy odpowiedzi na działanie terapii przeciwnowotworowych. W przypadku obydwu typów ko-mórek obserwuje się zatrzymanie podziałów komórkowych w następstwie aktywacji szlaków p53 i Rb, częstą autofagię, wyższy poziom uszkodzeń DNA, podobny profil ekspresji wielu genów i przywrócenie ekspresji genów charaktery-stycznych dla komórek macierzystych. W przeciwieństwie do PACC/PGCC, które na drodze depoliploidyzacji mogą odzyskać zdolność do proliferacji, zatrzymanie komórek starzejących się w fazie G0 lub G1 cyklu uniemożliwia ich powrót do mitozy i uniknięcie śmierci. Zasugerowano jed-nak, że starzejące się komórki nowotworowe mogą zmie-niać się w komórki poliploidalne, aby uniknąć śmierci wy-woływanej leczeniem przeciwnowotworowym [57, 58].

				Macierzyste właściwości PACC/PGCC przejawiają się głównie poprzez profil ekspresji genów takich jak CD44 i CD133, co skłoniło do porównania ich do nowotworowych komórek macierzystych. Względnie wysoki poziom białek SOX2, Nanog i OCT4 zapewnia im zdolność do ponownej proliferacji i różnicowania w wiele typów komórek. Ponad-to, pierwsza generacja komórek potomnych posiada marke-ry typowe dla macierzystych komórek nowotworowych [7]. Niu i inni wykazali, że PGCC formujące się w raku jajnika posiadają podwyższoną ekspresję markerów embrional-nych komórek macierzystych, takich jak OCT4, NANOG, SOX2 i SOX4 [45]. Komórki potomne pochodzące z PGCC wykazywały co prawda obniżoną zdolność do inwazji, ale zwiększoną oporność na paklitaksel. Wyższą częstość ko-mórek poliploidalnych zaobserwowano u pacjentów z no-wotworami terminalnymi, u których nowotwór nie reagu-

			

		

		
			
				je na leczenie, a powstawanie komórek anaplastycznych PGCC nasilało się po kolejnych cyklach chemioterapii [45]. Ponadto, PGCC spotykane są częściej w przerzutach niż w nowotworach pierwotnych. Zależność tą zaobserwowano podczas hodowli porównawczej pierwotnego guza trzust-ki i przerzutów do otrzewnej [59]. W badaniach przepro-wadzonych przez Pienta i innych pokazano, że w wyniku 6-dniowego traktowania komórek raka prostaty PC3 doce-taxelem w hodowli pozostają niemal wyłącznie komórki o fenotypie poliploidalnym, co jednoznacznie wskazuje na ich charakter oporny względem tego chemioterapeutyku [52].

				W dwóch liniach raka jajnika A2789 i SCOV-3 zaobser-wowano powstawanie znacznej liczby komórek poliplo-idalnych o wielkości do 100 μm po 7 dniach od zakończenia 72-godzinnej inkubacji hodowli z cisplatyną. Pomiar zawar-tości materiału genetycznego w komórkach PGCC wskazał na 2,0- i 4,7-krotny wzrost zawartości DNA względem ko-mórek diploidalnych. W przytoczonym przykładzie polinu-kleacja okazała się być również mechanizmem oporności na cisplatynę [53]. Ponadto, warunki naśladujące niedotlenie-nie wywołane inkubacją komórek raka jajnika z chlorkiem kobaltu (CoCl2) także prowadziły do indukcji komórek PGCC opornych na pochodną platyny. Traktowanie linii MCF7 (rak piersi), T29H (rak jajnika) oraz HEY (rak jajnika) paklitakselem w stężeniu 1 µM indukowało tranzycję polia-neuploidalną oraz przejście komórek do stanu statycznego PGCC trwającego od 4 do 6 miesięcy, po którym rozpoczęła się neoza i generowanie komórek potomnych [60].

				Perspektywy hamowania poliploidii indukowanej chemio- i radioterapią oraz eliminowania komórek poliploidalnych

				Ponieważ powstawanie poliploidalnych komórek nowo-tworowych w znaczącym stopniu ogranicza powodzenie terapii, badacze starają się opracować nowe podejścia tera-
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				Rycina 3. Schematyczne przedstawienie głównych proponowanych rozwiązań terapeutycznych w celu zwalczania poliploidalnych olbrzymich komórek nowotworo-wych.
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				peutyczne celujące w PGCC, a także hamujące ich powsta-wanie (Ryc. 3). Pod tym kątem wyłoniono kilka istotnych różnic pomiędzy komórkami poliploidalnymi i diploidalny-mi. Pierwszą z nich jest duży rozmiar genomu i zwiększona objętość komórek poliploidalnych, które w konsekwencji zwiększają zapotrzebowanie energetyczne. Ponadto, zwięk-szona ekspresja mRNA i białek spowodowana zwiększoną zawartością DNA wymaga większych nakładów metabo-licznych. Wykazano, że komórki poliploidalne ostrej bia-łaczki szpikowej były wrażliwe na działanie analogu glu-kozy 2-DG. Sugeruje to, że hamowanie istotnych szlaków metabolizmu komórkowego może preferencyjnie zabijać poliploidalne komórki nowotworowe [5]. PGCC indukowa-ne terapią cisplastynową charakteryzowały się zwiększoną zawartością lipidów w porównaniu z nieleczonymi komór-kami nowotworowymi. Terapia kwasem zoledronowym (ZA), redukująca poziom tłuszczowców (lipidów) miała silny wpływ hamujący na PGCC, prowadząc do znacznej zmiany w ich aktywności metabolicznej [61]. Podobnie, zaburzenie syntezy cholesterolu za pomocą LCL521 lub symwastatyny zapobiegało tworzeniu kolonii potomnych PGCC [62]. Również specyficzne inhibitory kinazy seryno-wo-treoninowej mTOR, która łączy przekazywanie sygnału komórkowego z metabolizmem i proliferacją komórek, pro-mują apoptozę i autofagię w komórkach nowotworowych ostrej białaczki szpikowej z poliploidią. Dodatkowo zwięk-szają skuteczność inhibitorów kinazy Aurora, potwierdza-jąc tym samym, że metabolizm nowotworu może stanowić realny punkt interwencji terapeutycznej przeciwko komór-kom nowotworowym z poliploidią. Hamowanie sygnaliza-cji mTOR zapobiegało powstawaniu poliploidii wywołanej terapią i utrzymywało wrażliwość komórek raka piersi i trzustki na działanie chemioterapii [5]. System kinaz białko-wych aktywowanych AMP (AMPK), będący konserwatyw-nym ewolucyjnie punktem kontrolnym niskiego poziomu energii i działającym jako kanoniczny supresor proliferacji komórek, może być również celem molekularnym prze-ciwko poliploidii. Aktywacja AMPK przy użyciu inhibito-ra PDE-4, resweratrolu, salicylanu acetylu (aspiryny) oraz nadekspresja AMPK selektywnie zwalczają komórki tetra-ploidalne. Wymienione przykłady sugerują, że aktywacja AMPK przy użyciu naturalnych produktów, resweratrolu i aspiryny, może być wykorzystana do specyficznego celo-wania w tetraploidalne komórki nowotworowe w warun-kach in vitro i in vivo [5].

				Kolejną cechą wyróżniającą komórki poliploidalne jest profil ekspresji i wydzielania przez nie cytokin. Mediatory pro-zapalne takie jak interleukiny: IL-6, IL-8, IL-1β i Gro-1, ulegają nasilonej ekspresji w PGCC w odpowiedzi na szok genotoksyczny wywołany lekiem, a ich sekrecja prowadzi do przeprogramowania mikrośrodowiska nowotworu, promując w ten sposób jego rozwój. Zablokowanie funkcji IL-6 przy użyciu specyficznego przeciwciała (tocilizumab) zmniejszyło wzrost guza u myszy z przeszczepionymi ko-mórkami pochodzącymi od pacjentów [63]. W innym bada-niu wykazano, że hamowanie IL-1β wzmacniało proapop-totyczne działanie docetakselu w PGCC [64]. Identyfikacja białek, które są niezbędne do przeżycia czy późniejszych podziałów komórek o zwiększonej ploidalności oraz do proliferacji komórek potomnych stanowi obiecującą strate-gię do walki z PGCC. Wykazano, że komórki z duplikacją 

			

		

		
			
				całego genomu są bardziej zależne od KIF18A w porówna-niu do ich normalnych odpowiedników [65]. Białko KIF18A należące do nadrodziny kinezyn wykorzystuje hydrolizę ATP do depolimeryzacji mikrotubul w czasie podziałów mitotycznych, będąc tym samym istotnym elementem sys-temu umożliwiającego proliferację komórek. Białkiem za-angażowanym w powstawanie PGCC jest PRL3, ulegające specyficznej nadekspresji w 80,6% nowotworów. Badania na modelu mysim wskazały skuteczność immunoterapii opartej na humanizowanym przeciwciele PRL3-zumab, któ-ra ograniczała nawrót nowotworu [66]. W pierwszej fazie badań klinicznych nad nowotworami opornymi na leczenie i hematologicznymi przeciwciało to okazało się być skutecz-ne u części pacjentów z guzami litymi [67].

				Kolejnym podejściem do problemu poliploidalności są próby indukowania senescencji i śmierci komórkowej [63]. Flawopirydol, inhibitor kinaz zależnych od cyklin (CDK) o szerokim spektrum działania wykazał potencjał do zmniej-szenia indukcji PGCC przez leki oddziałujące na wrzeciono podziałowe. Leczenie flawopirydolem zatrzymało komórki nowotworowe w fazie G1 i zapobiegało tworzeniu komó-rek poliploidalnych poprzez endoreduplikację [68]. Z kolei zablokowanie białka mitotycznego PLK1 zmniejszało prze-życie tetraploidalnych komórek nowotworu jelita grubego [69]. Inhibitory HDAC (deacetylazy histonów) hamują pro-liferację komórek nowotworowych i nowotworowych ko-mórek macierzystych, tranzycję epitelialno-mezenchymal-ną i samoodnowę guzów, ograniczając tym samym inwazję raka i przerzuty. Badania wykazały, że inhibitory HDAC znacząco zmniejszają pulę PGCC indukowanych lekami przeciwnowotworowymi [70,71]. Hamowanie aktywności białek antyapoptotycznych może być strategią eliminacji komórek wielojądrzastych. Zahamowanie aktywności Bcl--xL przez drobnocząsteczkowy inhibitor ABT-263 lub siR-NA powoduje szybki zanik komórek poliploidalnych w populacji komórek ostrej białaczki szpikowej [72]. W przy-padku chłoniaków z komórek B zastosowanie Venetoclaxu, który jest inhibitorem BCL-2, umożliwiło eliminację komó-rek PGCC [73]. PGCC wykazują niedostateczną ekspresję regulatorów ferroptozy (FTL, FTH1 i SLC3A2) i zwiększony poziom RFT, co charakteryzuje komórki wrażliwe na za-leżną od żelaza nieapoptotyczną śmierć komórek. Potwier-dzono to w badaniach z użyciem 5 induktorów ferroptozy, których mechanizm działania opierał się na hamowaniu pe-roksydazy glutationowej 4 (RSL3, ML162, FINO2 i ML210) lub systemie Xc- (IKE). Wszystkie analizowane związki ob-niżały przeżywalność PGCC nowotworu piersi [70].

				Wykazano, że autofagia odgrywa kluczową rolę w in-dukcji PGCC. Modulatory autofagii takie jak hydroksy-chlorochina, nelfinawir i rapamycyna zastosowane po che-mioterapii redukowały liczbę powstających PGCC w raku jajnika i mogą w przyszłości stać się istotnym elementem skojarzonych terapii przeciwnowotworowych [74].

				Hipoksja sprzyja powstawaniu PGCC, dlatego celowanie w niedotlenione mikrośrodowisko guza lub w odpowiedź komórek na ograniczony dostęp do tlenu może hamować poliploidię [10]. W komórkach poliploidalnych indukowa-nych CoCl2 ekspresja HIF1α, głównego czynnika transkryp-cyjnego aktywowanego niedoborem tlenu, istotnie wzra-
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				stała. Zmianie ulegała także subkomórkowa lokalizacja tego białka, co przekładało się na zwiększoną proliferację, migrację i inwazję komórek potomnych wywodzących się z komórek poliploidalnych poddanych hipoksji. Wykazano, że czynnik transkrypcyjny związany z mikroftalmią (MITF) reguluje ekspresję HIF1α oraz SUMOilację tego białka [75]. Terapie celujące w MITF oraz HIF1α mogą zapobiegać po-wstawaniu PGCC.

				Zaproponowano również inne rozwiązania ukierunko-wane na PGCC, jednakże ich mechanizm nie został do końca poznany. Dla przykładu, środek antykoncepcyjny mifepri-ston blokuje tworzenie komórek poliploidalnych podczas terapii olaparibem oraz redukuje wzrost guzów opornych na terapię inhibitorem PARP. Wśród potencjalnych mecha-nizmów wyróżnia się promowanie różnicowania PGCC i komórek potomnych w kierunku linii łagodnych oraz blo-kowanie działania receptora glukokortykoidowego przez mifepriston [76]. Związek antyestrogenowy tamoksyfen może przynosić korzyści kliniczne w leczeniu raka prosta-ty, glejaka i czerniaka, niezależnie od sygnalizacji estroge-nowej. Może to wynikać z hamowania kwaśnej ceramidazy ASAH1, co zapobiega podziałom amitotycznym PGCC z nierówną dystrybucją materiału genetycznego do komórek potomnych [77].

				Dokładne poznanie specyfiki komórek poliploidalnych, ich cech charakterystycznych, swoistych markerów i we-wnątrzkomórkowych procesów inicjujących ponowne po-działy po etapie ich tymczasowego zahamowania może ujawnić nowe cele terapeutyczne do kontrolowania progre-sji raka oraz niesie ze sobą wizję poprawy skuteczności le-czenia nowotworów za pomocą radio- i chemioterapii.

				Podsumowanie

				Z punktu widzenia skuteczności terapii przeciwno-wotworowych zasadne jest równoległe zapobieganie po-wstawaniu komórek poliploidalnych oraz ich efektywna eliminacja w trakcie radioterapii i chemioterapii. Obecnie proponowane i testowane podejścia opierają się głównie na wykorzystaniu związków ingerujących w sygnaliza-cję komórkową i metabolizm komórek PGCC. W dalszym ciągu nie wiemy czym charakteryzują się komórki, które mogą wchodzić w cykle endoreduplikacji, unikać mitozy, ulegać fuzji czy wchłaniać komórki sąsiadujące. Wydaje się, że obecnie stosowane techniki takie jak sekwencjonowanie pojedynczych komórek mogłoby pomóc zidentyfikować frakcje komórek w populacji i wyłonić potencjalne prekur-sory PGCC. Brakuje również danych dotyczących profilu ekspresji genów i prawdopodobnych zmian w genomach komórek potomnych PGCC. Czy neoza, asymetryczna mi-toza i podział podobny do mejozy odtwarzają dokładnie genomy komórek diploidalnych lub polianeuploidalnych sprzed fazy PGCC? Czy też przekazują tylko „pamięć” w formie modyfikacji potranslacyjnych chromatyny i DNA prowadzące do innej ekspresji genów, a przez to adapta-cji komórek potomnych do środowiska, w którym działają czynniki geno- i cytotoksyczne? Postęp w zakresie nowych technologii niewątpliwie ułatwi uzyskanie odpowiedzi na te i wiele innych nasuwających się pytań, które mogą przy-czynić się do opracowania terapii skojarzonych, gdzie jeden 

			

		

		
			
				z leków wykorzysta słabe punkty komórek poliploidalnych, ich prekursorów lub komórek potomnych.
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				Polyploidy as an outcome of anticancer therapies and a contributing cause of their lack of efficacy
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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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Poliploidia jako rezultat terapii przeciwnowotworowych

i przyczyna braku ich skutecznosci

STRESZCZENIE

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

WPROWADZENIE

Wspolczesne terapie przeciwnowotworowe obejmuja wiele sposobéw lecze-
nia, jednak calkowite wyleczenie nowotworew zlosliwych, do ktérych naleza
takze raki wywodzace sie z tkanki nablonkowej, 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 zlogliwych. Zalicza
sie do nich chemioterapie, radioterapie, immunoterapie, terapie celowana oraz
spersonalizowana. Pomimo tego w wielu przypadkach stosuje sie chemioterapie
przez wzglad na miedzy innymi wysoka dostepnosé lekéw o r6znym mecha-
nizmie dzialania. Warunkuje to mozliwos¢ dostosowania leku do danego typu
nowotworu zlosliwego, zmiane leczenia w przypadku nabycia opornosci przez
nowotwér i laczenie lekéw w terapie skojarzone. Chemioterapia stosowana jest
czesto w przypadku nowotworsw zlosliwych zdiagnozowanych w poznych
stadiach choroby, charakteryzujacych sie obecnoscia komérek aktywnie proli-
ferujacych, tworzacych przerzuty i pozbawionych charakterystycznych marke-
16w dla terapii celowanej, co ogranicza mozliwosé zastosowania innych form
leczenia [1].

Komérki nowotworowe namnazajace sie w wyniku podzialow mitotycznych
przechodza przez kilka nastepujacych po sobie etapow cyklu komorkowego,
Ktéry ma na celu zwielokrotnienie, a nastepnie rozdzielenie materialu gene-
tycznego i cytoplazmy pomiedzy dwie komorki potomne. Obejmuje on podzial
Kkomorki (Kariokineze i cytokineze) oraz okres miedzypodzialowy - interfaze,
na ktéra skladaja sie fazy G, S i G2. Zaburzenia w przebiegu cyklu komérko-
wego i zaburzenia funkcjonowania punktéw kontrolnych na granicy kolejnych
jego faz moga prowadzié do niekontrolowanego podzialu komérek, co sprzyja
transformacji nowotworowej i postepowi choroby. Leki przeciwnowotworowe
stosowane w chemioterapii maja na celu blokowanie podzialow mitotycznych
i indukowanie r6znych typow $mierci komoérki, czesto poprzez powodowanie
uszkodzen DNA, wywolywanie zaburzeri w procesie replikacji czy cytokine-
2y. Jednak w trakcie terapii nowotwory zlosliwe wytwarzaja lub utrwalaja juz
istniejace mechanizmy umozliwiajace im adaptacje do warunkéw stresowych
wywolywanych przez chemioterapeutyki. Do najczesciej wymienianych naleza
nadekspresja transporterow ABC i bialek naprawy uszkodzeri DNA oraz two-
1zenie komorek poli-aneuploidalnych [2,3]. Komérki poliploidalne charaktery-
2uja sie zwigkszona liczba calych chromosoméw w komérce i stanowia wazny
obszar badar w dziedzinie biologii nowotworéw, poniewaz procentowy udzial
komérek poliploidalnych lub majacych zdolnoé¢ do przechodzenia w stan po-
liploidii rosnie w odpowiedzi na terapie przeciwnowotworowe oraz w wyniku
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Wykaz skrétéw: AMPK - kinaza bialkowa
aktywowana AMP; DDR - odpowiedZ na
uszkodzenia DNA (ang. DNA danage respon-
se); PGCC - poliploidatne olbrzymie komérki
nowotworowe (ang. polyploid giant cancer cells);
PRL3 - bialkowa fosfataza tyrozynowa (ang
protein tyrosine phosphatase 443); Rho A - biatko
o aktywnosci GTP-azy (ang. Ras fiomolog family
‘member A); SAC - punkt kontrolny wizeciona
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