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< Only few metalloproteinases are secreted directly by

) . : the tumor cells.
« Matrix metalloproteinases (MMPs) are enzymes performing

digestion of various components of ECM . .
) ) - i « Tumor cells by paractine secretion produce
* MMPs are calcium-dependent zinc-containing endopeptidases interferons, interleukins, growth factors, and
extracellular matrix metalloproteinase inducer
(EMMPRIN) that stimulate surrounding host cells for
MMP production

* MMP secreted by non-tumor cells might be then
absorbed at the surface of tumor cells.
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Adhezja komorkowa

Jest konieczna do formowania i podtrzymywania tréjwymiarowej
struktury i prawidtowego funkcjonowania tkanek.

- Kompleksy odpowiedzialne za formowanie struktur adhezyjnych sktadaja sie z
trzech typéw biatek: receptoréw, zewnatrzkomérkowych molekut macierzyi biatek
tworzacych pot: ia migdzykomadrkowe
= Kompleksy te s3 strukturami dynamicznymi (wychwytujg i reaguja na sygnaty
pochodzenia wewnatrz- i zewnatrzkomdrkowego)
= Wsrdd czasteczek adhezyjnych odpowiedzialnych za przyleganie wyrdzniono:
integryny
selektyny
kadheryny

Nature Reviews | Gancer
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Transformacja epitelialno-mezenchymalna

e Komdrki, ktére tworzyly silne oddziatywania komérka-
komérka (kadheryny), oraz oddziatywania komérka-macierz
pozakomorkowa(mtegryny) nabywaja zdolnosci
samodzielnego przemieszczania sie

* Potaczenia miedzykomorkowe zostaja ostabione, komorki
traca kontakt z podtozem.

e Zjawisku temu towarzyszzzmiana wygladu komérek —z
postaci przypominajacej tkanke nabfonkowsa (fac. epithelium)
przeistaczaja sie one do formy podobnej do mezenchymy

* Ma miejsce tak zwane ,przefagczenie kadherynowe”
(ekspresja N-kadheryny,

¢ Zmienia sig polarno$¢ komérek

Transformacja epitelialno-mezenchymalna

¢ EMT jest gtéwnym mechanizmem odpowiedzialnym za
inwazyjnosc¢ i przerzutowanie nowotworéw w péznym stadium
zaawansowania, jak réwniez formowanie wielu rodzajéw tkanek
W procesie embriogenezy.

¢ Przerzutujgce komorki nowotworowe, w odlegtych organach,
staja sie komorkami osiadtymi (tzw. przejscie mezenchymalno-
epitelialne, MET).

* W wyniku tej reakcji komérki nowotworowe odzyskuja fenotyp
zblizony do fenotypu komérek epitelialnych,

a wptyw na te reakcje maja komorki mikrosrodowiska.

Transformacja epitelialno-mezenchymalna

¢ Proces EMT moze by¢ indukowany czynnikami wzrostowymi
(EGF, FGF, HGF. TGFf3, biatka morfogenetyczne kosci, czynnik
wzrostu komorek pnia, szlak Wnt) lub stymulatorami z
mikrootoczenia komarki nowotworowej,

¢ W EMT istotng role odgrywaja czynniki transkrypcyjne: Snail
(SNAI1), Slug (SNAI2), Twist (hamujace ekspresje kadheryn i
innych biatek tworzacych potaczenia miedzykomarkowe)

« Wzrost ekspresji tych czynnikéw doprowadza do aktywacji
wielu genéw (i w efekcie wzrostu tempa proliferacii,
zahamowania apoptozy, wzrostu mobilnosci)

* W komérkach przechodzacych EMT pojawiaja sig markery
macierzystych komorek nowotworowych (Notch czy Oct-4).

Czynniki transkrypcyjne w EMT

AKT STAT3 Ras Czynniki wzrostu aktywujgce EMT
Wt EGF, FGF, HGRgf GFb, Wnt

Czynnik transkrypcyjny o budowie

Czynnik transkrypcyjny

o budowie helisa zwrot helisa palca cynkowego
Represor ekspresji E-kaheryny
Aktywacja Snail/Slug prowadzi do

podniesieniapoziomu MMPs
N-cadherin}, E-kadheryna , przerzuty, angiogeneza,  czynnikow proangiogennych,
rozwdj komdrek macierzystych guza, opornosc na antyapoptotycznnych
chemioterapig,
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Opornos$¢ wielolekowa
| MDRigp-100 |

¢ Moze dotyczy¢ jednoczesnie wielu lekow,

» Komérki macierzyste dzielg sie bardzo rzadko, sa w réwniez tych nowych celowanych
fazie GO cyklu i trudno je zabic

Komorki macierzyste guza

* Jest to wcigz hipoteza

* Zazwyczaj zyjg w niszach schowane przed wptywem
Srodowiska (na dnie krypt, gteboko w mieszku
wtosowym, w zachytkach szpiku kostnego)

* Wykazujg wysoka ekspresje gp-100 i sg MDR

e Zazwyczaj sg oporne na indukcje apoptozy

Zmniejszorfy pob
Ponad setka nosn

Gp]_OO = ABCB1 = MDR1 Transportery ABC determinujg biodostepnos¢, wydalanie,

penetracje oraz chronig organizm przed ksenobiotykami

P-gp (Gen ABCB1 na chr 7) nalezy do rodziny biatek charakteryzujacych sie
wystepowaniem wysoce konserwowanego motywu zwanego kaseta wiazaca ATP (ABC, z
ang. ATP-binding cassette).

Rodzing ABC tworza transportery btonowe, ktdre przenosza czasteczki przez btone
komérkowa whrew gradientowi stezen, zuzywajac energie pochodzacg z hydrolizy ATP.

W ludzkim genomie zidentyfikowano 49 genéw kodujacych transportery ABC, tworzace 7
podrodzin

P-gp jest pierwszym odkrytym cztonkiem podrodziny B dlatego tez znana jest pod nazwa
ABCBL (z ang. ATP-binding cassette subfamily B member 1). Zwyczajowo nazywana jest
tez biatkiem opornosci wielolekowej 1 (MDR1, z ang. multidrug resistance protein 1) ze
wzgledu na zwigzek z lekoopornoscig linii komérek nowotworowych, w ktérych ulega
nadekspresji.

Przyjmuje sig, ze mechanizm dziatania P-gp oparty jest namodelu hydrofobowejpompy
prézniowej. Model ten zaktada, ze substrat znajdujacy sie w cytoplazmie lub w
wewnetrznej warstwie btony komérkowej oddziatuje z biatkowa kieszenia wigzaca lek, a
nastepnie dzieki energii powstatej z hydrolizy ATP jest transportowany z do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej

ABC transporters: Domain organization

_eese eoee Sessees
gp-100 = MDRL__ '_'_'_'_'_'_'_'_'_l_'_'_

ABCB1

P-glycoprotein removes hydrophobic substrates
directly from the plasma membrane

i i |
L TM Domain T T
ATP binding ATP binding
I
*P-gp t!ia!o o symetrycznej
budowie przypominajacej szczeki.
ABCC1 Kazda pofowa sktada sie z
hydrofobowejdomeny transbtonowej
(TMD) oraz hydrofilowejdomeny
I wiazacej nukleotyd (NBD=ATP binding)
znajdujacejsie po cytoplazmatycznej
stronie btony komdrkowej. Kazdy
element TMD zbudowany jest z 6
segmentow
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Mechanizmy opornosci wielolekowej
Mniejszy Mniejsza ekspresja lub zmiana ekspresji celow terapii
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Specyficzno$é substratowa transporterow ABC

Paclitaxel
Kolchicyna
Werapamil

Winblastyna
Kalcein-AM

Doksorubicyna
Mitoksantron

Etopozyd
Prazosyna stron siarczanu
Dihydropirydyna

— APOPIDSIK | CMTMC s
- \ [Gcs) Ce\llcyl.#e /
\ Leeert Flavopirydol
. S| K. @@P pBce2
Zmniejszona naprawa Dmv!mdumd M e @
uszkodzen damage g TANVINV TN
Leki onkologiczne Podstawy farmakologicznego leczenia
nowotworow
 Tradycyjne * Celowane
® Wrazliwos¢ nowotworu na o Terapie hormonalne
leczenie:  Terapie ,celowane”
« Cisplatyn ¢ Inhibi r moéw - Zalezna od fazy cyklu - Tzw. terapie genowe — leczenie
Cisplaty .a b tbtorylg oteasomo komorkowego ukierunﬁovgane na szlaki
< Doxorubicyna ortezomi —Zalezna od odsetka komérek przekazywania informacji wewnatrz
« 5EU * Przeciwciata — rituximab Hpm"fe"”’acy,c,h (Ki67) komorki (kinazy)
— Heterogennos¢ komoérkowa guza

* Drobnoczasteczkowenhi
bitory kinaz Gleevec

Thalidomid

(rézna wrazliwo$¢ na

rézne substancje lecznicze)

—Masaguza

— Ukrwienie / utlenowanie guza

— Obecnos¢ receptoréw — punktow
Luchwytu” dla lekéw

na powierzchni komérek
nowotworowych

Rodzaje leczenia systemowego
nowotworow:

— Rodzaje hormonoterapii:

® Estrogeny (rak prostaty)

o Androgeny (rak piersi)

o Gestageny (progesteron — rak endometrium)

o Antyhormony (tamoxifen — rak piersi)

o Analogi gonadoliberyn (podwzgdrze) - rak prostaty, rak piersi
o Czynniki wzrostu (granulocytow, erytrocytow)

o Leki tzw. biologiczne - celowane (inhibitory kinaz i innych
szlakdw przekazywania sygnatu)

Przyktadowe schematy terapii

Cancer type Drugs Acronym
c 5 CMF
Rak piersi
Doxorubicyna, cyclophosphamide AC
Mustine, ystyna, 3 MOPP
Chtoniak Hodkina
Dy 5 5 ABVD
Cl iakinie
Hodkinowskie c ! . CHOh
N"";‘;’f"r‘;"i;ékn"y'gﬁ’Ek Bleomycin, etopozyd, cisplatyna BEP
Epirubicyna, cisplatin, 5-fluorouracil ECF
Rak zotadka
Epirubicin, cisplatin, kapecitabina ECX
Rak cisplatin MVAC
Rak ptuc c b : CAV

Rak okreznicy s-fluorouracil, kwas folinowy, oksapalina FOLFOX
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Lista 10 najlepiej sprzedajacych sie w USA
Kategorie nowych lekow onkologicznych lekéw w roku 2013
. Pracciwciata monoklonaine Torapia antysensowna N
sprzezone z: -lekiem, -toksyna, Iub— Szczepionki s | e - ey
radioizotopem przeciwnowotworowe e
] o s Mestn | otor nglogeney, humanizouane przechiiso 3 | iy curzriy, pus ke, méegu
 Modyfikatory odpowiedzi Leki ograniczajace przerzuty I e P ———————— ——
immunologicznej (inhibitory metaloproteinaz) — — —

(n.p., interferony, IL-2) 4| matnib Gleewc | Iibior Kinazy yrozynowe zwaszczaw baec2kach 2 | gl ek poscielska (G)
Immunoterapia Inhibitory angiogenezy P s | Tt ki | S, ok s
Hematopoetyczne czynniki wzrostu 6 | Pemetexed Alimta Anymetaboll - antagonista kwasu oliowego Rak pluc
Ind,uktory réiniogowa_nia Inhibitory proteasomow 7| Bortezomib Velcade | Iniblor proeasomw Szpiczak mnogi, GIST

komrkowego (retionoidy) (bortezomib, carfilzomib) I .
Terapia genowa o [ N
o | Leuproreiin LUMON | Anelog GrRH —w nowotworach hommorewraziuych | Rekipostal ke

Leki dziatajace na uktad immunologiczny

* Toksyna BCC w leczeniu raka pecherza . .
moczowego Szlaki kluczowe dla rozwoju

nowotworow
i zwigzane z nimi leki
celowane

MAPKKK/MAPKK/MAPK ’ Ras/Raf/Erk (MAP)

([l Lena bining o catayt receptors
can cause phosphoryaton of
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m < s ! - residues. Ras-specific guanine
n m . exchange facor (GEF)
% SO joins the complex.

W

1/

activated Ras
protein

s binds to SH-2 containing proteins
cked phosphotyrosines. GTP displaces
‘o GDP bound to Ras, activating Ras.

g Ras-GTP promotes binding and
phosphorylation of RAF, a serine
protein kinase (also known as
mitogen-activated-kinase kinase
kinase, MAPKKK).

) = 1 =

P
i transcription transcription A phosphorylation cascade then includes
ot (muogin, (i B
— & el e~ 1o the nucleus, activates MAPK (i.e. ERK)]
Ny g 7PN 7R
] L {h) LS | a transcription factor that regulates gene (2D @
| ' ranscripion
Transcription" 3 1
Figure 16-32 PRATEIN ACTIVITY CHANGES IN GENE EXPRESSION factor I Gene activation
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Ras/Raf/MEK/ERK

¢ K-Ras (rak ptuca, jelita grubego, trzustki, przew.
26tciowych) N-Ras (czerniak) H-Ras (rak pecherza
moczowego)

* Biatka Ras s3 farnezylowane

¢ Sama nadekspresja Ras moze wystarczyé

¢ Nadaktywnos¢ Ras stwierdza sie w 20-80%
wszystkich nowotwordw

« Raf szczegblnie nadekspresja w czerniakach
* MEK kluczowa kinaza

* ERK bezposrednio aktywuje czynniki transkrypcyje w
tym c-myc

Growth factfrreceptors ;_Raf |nh|b|t0r

Dabrafenib

PLX3603 RAS <l Inhibitory farnezylotransferazy
Statyny Tipifarnib
Lonafarnib

Mutant BRAF Wild type BRAF ReduktazaHMG-CoA

CRAF
PD.325901\‘ l PIBKIAKT Modyfikacje biatek Ras:
GSK1120212

Izoprenylacja
MSC19363698 ——| MEK (farnezylacja lub geranylacja)
ARRY-438162 l i
proteoliza,
AZD6244 metylacja
BAY86-9766 ERK palmityolacja.
PD-0332991 CyclinD
LY2835219 —| CDK4
LEEO11

Proliferation

IP3K/Akt (PKB)

survival signal

inositol phospholipid

P x> P?P e P$P ERE CYTOSOL

phosphorylated

activated inositol

Pl 3-kinase phospholipid ) .
protein oy protein

activated RTK kinase 1 kinase 2
activated Akt '
SIGNAL RELAYED
ONWARD

Figure 16-33 Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)

PTEN dziata antagonistycznie do PI3K

Activated Pl kinase phosphorylates

membrane inositol phospholipids

T T

Aktis recruited by PIPs,
activated by phosphorylation.

Bad is phosphorylated by Akt,
promoting cell survival.

Pl kinase binds to phosphorylated
tyrosine residues within cytoplasmic
tail of activated catalytic receptor.

PTEN dephosphorylates
inositol phospholipids to
inactivate the signaling

signal molecule —

activated GPCR

G protein Gprotein — phospholipase C Grb2 PI3-kinase
Ras-GEF (Sos)
" phosphorylated
adenylyl cyclase L] diacylglycerol inositol
Ras phospholipid
1 ca?t | 1
cyclic AMP l MaPkinase kinase kI“asepmlein kinase 1
1 “""I"“"" MAP kinase kinase l
PKA CaM-kinase PKC MAP kinase Akt kinase

Figure 16-42 if ik other effector proteins.

Szlak mTOR

» Mammalian target of rapamycyn
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Growth factors

Sunitinib © Rrks
cKIT

Nilotinib

Dasatinib

* Inhibitory

kinazy mTOR emurtens | < Gl
. Dabrafenib
to ewerolimus Sorafenib l
i RAF265 ®
i AKT
temsyrolimus selumetinih
Trametinh 1 l
TAKROLIMUS
 Ewerolimus: mToR  p——— Temsirolimus
rak : Everolimus
watrobowoko l
morkowy i 1. MEKL mutations | — o |
i A 2. NRAS mutations roliferation and surviva
Jasno'ﬁomol(r,k 3. COT overexpression
I nerki 4. BRAF amplification/ splicing
Protein synthesis, ribosome biogenesis, Cell survival Wy a e 5. Rifsoverexpression/adivation
cell survival, proliferation, angiogenesis, invasion, Cell-cycle progression (PDGFRB, IGRIF)

migration and metastasis Actin remodeling

EGFR - receptor naskdérkowego czynnika wzrostu S R C

Caspase 9
Harris, T.J. R. & McCormick, F. (2010) The molecular pathology of cancer
Nat. Rev. Clin. Oncol. doi:10.1038/nrclinonc.2010.41
nature Ermm
REVIEWS LU0
Sunvival Angiogenesis LProliferalion.

Oddziatywania pomiedzy réznymi szlakami
C-MYC sygnatowymi
. N . e , / ‘: - \ T STATS
¢ c-Myc jest czynnikiem transkrypcyjnym w\ — L t - 7-._ 4503
* Aktywowany przez czynniki mitogenne w réznych o = At D — D
slakach przekazywania sygnatu np.: Wnt, Shh and VQ—\Q-%H:F — 1
EGF (via MAPK/ERK) - 7 ““
. i i - l A
Hamuje ekspreSJe p21, Bcl-2, W—ng e ie
* nasila - cyklin, rRNA B hge s -
« Myc jest bardzo silnym a proto-onkogenem R SE . e -
* Ma udziat w powstawianu wielu typéw nowotworéw. VAN
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Szlak WNT/Catenina

Dobrze znana rola b-kateniny w adhezji
komérek nabtonkowych

ADHEZJA
DWOCH F-KADHFRYNA
KOMOREK n

FOSFATAZA
TYROZYNOWA

BLONA
KOMORKOWA

SZKIELET
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Stabilna b-katenina jako aktywator czynnika
TCF NLPZ - posrednio

blokuja ten szlak
Hamujac
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Nature Reviews | Cancer

Receptory wzrostu

* HER2 jest przezbtonowym ¢ Niepozadane:
receptorem o aktywnosci  zaburzenia rytmu serca i

kinazy tyrozynowej. kardiomiopatia,
« Aktywuje w kom PI3K/Akt, toksyczna nekroliza
oraz MAPK. naskorka

« Blokowanie HER2 * Objawy grypopodobne
powoduje blok w fazie G1,

zmniejszenie angiogenezy i

indukcje ADCC

GF recetor inhibition

» VEGF
» Bevacizumab (AVASTIN)




Herceptyna = tastazumab

Tastazumab

rekombinowane, humanizowane
przeciwciato monoklonalne IgG1, faczace sie
wybidrczo z receptorem ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu typu 2 (Human Growth Factor
Receptor — HER2).

Preparat jest stosowany do leczenia przypadkow raka
piersi z przerzutami, w ktérych stwierdzono
nadekspresje HER2.

W kombinacji z innymi chemoterapeutykami istotnie
zmniejsza ryzyko nawrotu choroby i stopien
odpowiedzi na leczenie.

NiepoZzadane: zaburzenia rytmu serca i
kardiomiopatia, objawy grypopodobne
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Inhibited Sequestration of Active
immune system

receptor, Ligand
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Partner
receptor

Trastuzumab

Breast-cancer cell

Stimulation
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proapoptatic
Internalisation pathways
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Tamoksyfen

« Tamoksyfen (tamoxifen) — organiczny zwigzek chemiczny,
nalezacy do selektywnych modulatoréw receptora
estrogenowego (SERM), syntetyczny lek o dziataniu
antyestrogenowym, stosowany gtéwnie w terapii raka sutka.

* Lek wigze sie rowniez z receptorami estrogenowymi w kosécu
(agonista) zwiekszajac gestos¢ kosci.

¢ Tamoksyfen powoduje takze zmniejszenie stezenia w osoczu
wolnego estradiolu, co prowadzi do pobudzenia wydzielania
przez przedni ptat przysadki mézgowej FSH, ktdry stymuluje
Jajniki do wytwarzania estrogenow w okresie
przedmenopauzalnym.

¢ Prawdopodobnie indukuje uwalnianie czynnika
transformujacego TGF-B.

Tamoksyfen-wskazania

* rak sutka hormonowrazliwy (wykazujac
ekspresje receptorow estrogenowych) u
kobiet po i przed menopauza

* chemioprewencja raka sutka u kobiet z duzym
ryzykiem

* indukcja owulacji

* mastopatia

Tamoksifen blokuje receptory estrogenowe

Kiedy estrogeny wnikajg do
komérki, nie moga potaczyc sie

Tamoksifen wnika do komérki i
wigze sie z receptorem

estrogenowym ze swoim receptorem
- . ® °
“ Tamoxifen Estrogen
» -
) @
Estrogen
receptors -
DNA —— 0K AN

‘Mucleus
Cell . .
Komérka nowotworowa nie

moze sie dzieli¢

Podsumowanie szlaki

BTC HB-EGF EGF TGFa AR
ERP_Epiroguin E-Celin’ Amphiregui

Pan-PI3K Inhibitors
GDC. 0941
L¥204002

elective PISK Inhibitors

HS173 (pti0)
T6X-221 (o1108)
©2C24832 (prioy)
CAL-101 (p1108)

sl
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CCT128930 (AkiZ)
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Osimertinib (AZD9291) is an oral, irreversible,and mutant-selective EGFR inhibitor with IC50 of
12.92, 11.44 and 493.8 nM for Exon 19 deletion EGFR L858R/T790M EGFR, and WT EGFR in LoVo|
cells, respectively. Phase 3.

HS173 (pidor
1Oz (o110
rshaa
R s
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Panpg ors & 5
Poniosine 2% 8 Soc 287 (5 o
rohnss 2: £ € e e
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Progesson” | Coluniv | oMy pibtor P
Metabolism 16068:P4. Degradation
Pan GSICS s S ToR s U
o s OO
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: ey ioRe] .
Tidegtosis (GEK4P) Sl (mroRer) B R ey Al
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PD184352
Seloctive MEK Inhibitors
Selumotinib (MEK)
51X 02189 (MEKS)

Leki celowane to nie tylko onkologia

Anty TNF alfa — choroby zaplne jelit, tuszczyca,
reumatoidalne zapalenie stawow
Anty IL-12 i -23 - ustekinumab Stellara tuszczyca

Anty CD20 rituximab
Anty RANK-L denosumab

Patogeneza RZS — ré6zne mechanizmy i cele terapii
biologicznych

Teell costimulation - abatacept

Cytokine release =~ ° *‘5. ST
and proliferation % [Adtivated)) __“"" ¢ -©  Upstream

s @/ﬁ N\ s mahanims

Activated Activated
Macrophage

Y

L6 TNF-a I-1  /Autoantibodies, e.g. RF IL-6
+ V -

s

Anti-CD20 - rituximab

"AntiTNF-a - efanercepl>
infliximab; adalimumab
Antill-] - anakinra

Antill-6R - tocilizomab

i effects

RO Frag

| inflammation and destruction |

Denosumab
(anti RANKLAB)

Table 1-2.Biologic Agents to Treat Rheumatoid Arthritis USA

Agent Class

Abatacept T-cell costimulation modulator
Adalimumab TNF-a inhibitor

Anakinra IL-1 receptor antagonist

Certolizumab TNF-a inhibitor

Etanercept TNF-a inhibitor

Golimumab TNF-a inhibitor

Infliximab TNF-a inhibitor

Rituximab Anti-CD 20

Tocilizumab IL-6 receptor antagonist
Tofacitinib Januskinase enzyme inhibitor5 mg PO

IL = interleukin; IV = intravenously; PO = by mouth; SC = subcutaneously; TNF =
tumor necrosis factor.

eRFe Harman kb b Feges
. . . chimerlc mAb uman fab
Nomenklatura biatek stosowanych jako leki e Ao
Human Mause Human fal
H H tracellular variable 3 / variable <\\\ fb
biologiczne \\V\ V¢ y /8= \
uran b & Wl N n
NFR2 <O \
Koncéwka wskazuje na rodzaj czasteczki L e J[
[_A_/ 2 \7J Poly;‘;\(vz\lehe

— cept = ludzkie biatko receptorowe potaczone z fragmentem FC o e

e.g. etanercept
— ximab = chimeryczne przeciwciato monoklonalne (75% ludzkie

25% mysie)

e.g. infliximab Etanercept Certolizumab pegol i i I
— zumab = humanizowane przeciwciato monoklonalne (95% | :

. . | TNF (Fab’)4

ludzkie) e.g. efalizumab \ ; receptcr% \ / \ / %
— umab = w petni ludzkie przeciwciato monoklonalne (100% i @ Fo .

loudzkie) e.g. adalimumab, ustekinumab RN
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Wiasciwosci komorki nowotworowej, wybrane zagadnienia z biologii nowotworéw,
leczenie tradycyjne i celowane

Transformacja nowotworowa jest miedzy innymi efektem ominiecia/nie zadziatania
szlakéw starzenia kontrolowanych przez p53 i p16/RB.

Guz nowotworowy jest osadzony w podscielisku zawierajgcym: komorki, tkanke tgczna:
macierz zewnatrzkomaorkowa, widkna kolagenowe, sprezyste, etc. Komorki podscieliska
to m. in.: fibroblasty, neutrofile, limfocyty, makrofagi, komoérki mioepitelialne, pericyty.
Grupa komorek w obrebie guza zazwyczaj jest heterogenna i moze mie¢ w sobie rézne
mutacje, zréznicowang opornos¢ wielolekowa, zawiera¢ komorki macierzyste guza, oraz
komérki przechodzgce tzw. transformacje epitelialno-mezenchymalng (EMT).
Komorki po przejsciu EMT majg zdolnos¢ migracji, naciekania, przechodzenia przez
btony podstawne, mogg tez w innym miejscu 0sigsc¢ i przej$¢ proces odwrotny: stac sie z
mezenchymalnych znowu nabtonkowe (MET).

Wszystkie komorki obecne w tkance guza aktywnie wydzielajg cytokiny, czynniki wzrostu
i roznicowania i w ten sposdb modulujg i warunkujg rozwéj guza.

Waznymi czynnikami ktére modulujg podscielisko, umozliwiajg migracje komoérek sg
enzymy metaloproteinazy. MMP zbudowane sg przynajmniej z dwoch domen: domeny
katalitycznej i prodomeny, zawierajg takze peptyd sygnatowy. W centrum aktywnym
znajduje sie atom cynku oraz dodatkowy atom cynku i trzy atomy wapnia petnigce
funkcje strukturalng i stabilizujgce strukture enzymu. Metaloproteinazy wymagaja
aktywacji, polegajgcej na usunieciu prodomeny

Metaloproteinazy wydzielane sa przez: kom. nowotworowe, fibroblasty, makrofagi, kom.
tuczne, neutrofile, kom. srodbtonka.

Wyrézniamy kilka grup metaloproteinaz:

Kolagenazy (MMP-1,-8,13,-18) degradujg kolagen I, II, 1I,V,IX
Zelatynazy, (MMP-2 i -9) degradujg denaturowany kolagen | (zelatyne) kol IV, laminina.
Stromielizyny (MMP-3 i -10) degradujg macierz zewnatrzkomérkowg a wiec

glikozaminoglikany, proteoglikany, glikoproteiny.

Matrylizyny (MMP-7 i -26) trawig sktadniki macierzy + odcinajg z pow komorki: FASL,
pro TNFalfa, E-kadheryna

Btonowe MMP zlokalizowane sg bezposrednio w btonie komorek

Niesklasyfikowane MMP

Oprocz metaloproteinaz istniejg inhibitory metaloproteinaz TIMP 1-4.

Wreszcie guz nowotworowy do wzrostu potrzebuje tlenu i sktadnikéw odzywczych czyli
przy wielkosci ponad 3-5 mm potrzebuje naczyn krwionosnych. Naczynia zaopatrujgce
guz nowotworowy powstajg w 3 mechanizmach:

-angiogenezy: stymulacja istniejgcych naczyn krwionosnych do wytwarzania
paczkujgcych naczyn ktére wnikajg w obreb guza.

-waskulogenezy: powstawania naczyn krwionosnych z angioblastow réznicujgcych sie z
mezenchymy

-tzw. nasladownictwo naczyniowe: kom macierzyste nowotworu rdznicujg sie w
nowotworowy srédbtonek.

Czes$¢ zaadoptowanych nowych naczyn krwionosnych z powodu szybkiego wzrostu
guza ulega przerwaniu stad czesto martwica w srodku guza. Martwica i hipoksja jest
silnym stymulatorem angiogenezy, wiec tym silniej stymulowane jest ukrwienie obrzeza
nowotworu. Martwica w srodku guza jest czynnikiem ztym rokowniczo i swiadczy o
gwattownym wzro$cie guza oraz jego inwazyjnosci.



Naczynia nowotworowe z powodu gwattownos$ci rosniecia sg czesto krete, poszerzone i
nieszczelne. Dlatego w badaniach obrazowych z zastosowaniem kontrastu dozylnego
czesto dochodzi do wzmocnienia wybarwienia tkanki w obrebie guza — co tez dowodzi iz
dany guz jest ukrwiony, ma nieszczelne naczynia krwionosne i 2z duzym
prawdopodobienstwem jest ztosliwy.

Sorafenib jest matoczgsteczkowym doustnym inhibitorem wielu kinaz tyrozynowych
hamujgcym angiogeneze. Dziata poprzez blokade licznych kinaz —m.in. kinazy Raf,
receptorowych kinaz: PDGF (PDGFRp), VEGF oraz posrednio biatka C-KIT, C-RAF, B-
RAF i kinazy tyrozynowej RET.

Lek wydtuza przezycie u chorych na raka wagtrobowokomérkowego.

Istniejg kliniczne i patomorfologiczne kryteria ztosliwosci danego nowotworu.

Do kryteridéw klinicznych zaliczamy: wielkos¢ guza w cm, obecnos¢ martwicy we wnetrzu
guza, naciekanie sgsiadujgcych tkanek, ucisk tych tkanek, towarzyszgcy obrzek tkanek,
obecnosc¢ przerzutéw.

Histopatologicznie ocenia sie typ histologiczny guza, ilos¢ mitoz, réznorodnosc
komorkowg guza, czy jest zréznicowany (przypomina strukture zdrowej tkanki) czy tez
jest niezréznicowany. Kazdy pacjent z podejrzeniem choroby nowotworowej musi mieé
badanie histopatologiczne.

Rycina 1: Wzajemne zaleznosci i interakcje podscieliska i komoérek guza
nowotworowego. Podstawowe zagadnienia zwigzane z biologig nhowotworow.

EMT
transformacja nabtonkowo-mezenchymalna

- Opornos¢ wielolekowa
SR\ 5>

(= —. Lo
(o)

Podscielisko
Lokalne cytokiny =%

Angiogeneza
Hipoksja

Przerzuty VEGF

Transformacja epitelialno-mezenchymalna:

Proces EMT moze by¢ indukowany czynnikami wzrostowymi (EGF, FGF, HGF. TGFR,
biatka morfogenetyczne kosci, czynnik wzrostu komoérek pnia, szlak Wnt) lub
stymulatorami z mikrootoczenia komérki nowotworowej,

W EMT istotng role odgrywajg czynniki transkrypcyjne: Snail (SNAI1), Slug (SNAI2),
Twist (hamujgce ekspresje kadheryn i innych biatek tworzgcych potgczenia
miedzykomorkowe)

Wzrost ekspresji tych czynnikow doprowadza do aktywacji wielu genow (i w efekcie
wzrostu tempa proliferacji, zahamowania apoptozy, wzrostu mobilnosci)




W komorkach przechodzgcych EMT pojawiajg sie markery macierzystych komoérek

nowotworowych (Notch czy Oct-4).

Ryc 2: Czynniki transkrypcyjne warunkujgce EMT

AKT STAT3 Ras Wit

Czynnik transkrypcyjny
0 budowie helisa zwrot helisa

1Y

N-cadherint, E-kadheryna| , przerzuty,
angiogeneza, rozwoéj komoérek macierzystych guza,

Czynniki wzrostu aktywujgce EMT

EGF, FGF, @F, TGFb, Wnt

Czynnik transkrypcyjny o budowie

palca cynkowego
Represor ekspresji E-kaheryny

Aktywacja Snail/Slug prowadzi do
podniesienia poziomu MMPs |
czynnikéw proangiogennych,
antyapoptotycznnych

opornosc na chemioterapie,

Komorki macierzyste guza

Ich istnienie jest wcigz hipotezg. Uwaza sie, ze komorki macierzyste dzielg sie bardzo
rzadko, zazwyczaj sg w fazie GO cyklu. Zazwyczaj zyjg w niszach schowane przed
wplywem S$rodowiska (na dnie krypt jelitowych, gteboko w mieszku wiosowym, w
zachytkach szpiku kostnego). Wykazujg wysokg ekspresje gp-100 i sg MDR. Zazwyczaj
sg oporne na indukcje apoptozy

Opornosc wielolekowa (MDR)

P-gp (Gen ABCB1 na chr 7) nalezy do rodziny biatek charakteryzujgcych sie
wystepowaniem wysoce konserwowanego motywu zwanego kasetg wigzgcg ATP (ABC,
z ang. ATP-binding cassette). Rodzine ABC tworzg transportery btonowe, ktére
przenoszg czgsteczki przez btone komoérkowg wbrew gradientowi stezenh, zuzywajgc
energie pochodzacg z hydrolizy ATP.

W ludzkim genomie zidentyfikowano 49 gendéw kodujgcych transportery ABC, tworzgce 7
podrodzin

P-gp jest pierwszym odkrytym cztonkiem podrodziny B dlatego tez znana jest pod nazwg
ABCB1 (z ang. ATP-binding cassette subfamily B member 1). Zwyczajowo nazywana
jest tez biatkiem opornosci wielolekowej 1 (MDR1, z ang. multidrug resistance protein 1)
ze wzgledu na zwigzek z lekoopornoscig linii komorek nowotworowych, w ktérych ulega
nadekspresji.

Przyjmuje sie, ze mechanizm dziatania P-gp oparty jest na modelu hydrofobowej pompy
prézniowej. Model ten zaktada, ze substrat znajdujgcy sie w cytoplazmie lub w
wewnetrznej warstwie btony komdrkowej oddziatuje z biatkowg kieszenig wigzacy lek, a
nastepnie dzieki energii powstatej z hydrolizy ATP jest transportowany z do przestrzeni
zewnatrzkomorkowe;.




Rycina 3: Czynniki warunkujgce oporno$¢ wielolekowg komérek nowotworowych

Redukcja nasilenia apoptozy
Progresja w cyklu mimo nagromadzenia bteddw
Zwiekszony metabolizm lekéw
Mniejsza ekspresja lub zmiana ekspresji
celéw terapeutycznych
Zmnigjszona naprawa uszkodzen
Kompartmentyzacja

Zwiekszone wydalanie
leku
Ponad setka nognikow 48 transporterow ABC

Nadekspresja trzech transporterow jest zwigzana z opornoscig wielolekowg komoérek
nowotworowych. Sg to transportery: ABCB1, ABCC1, ABCG2.

ABCB1 (P-gp100) to biatko o symetrycznej budowie przypominajgcej szczeki. Kazda
potowa skifada sie z hydrofobowej domeny transbtonowej (TMD) oraz hydrofilowej
domeny wigzacej nukleotyd (NBD=ATP binding) znajdujgcej sie po cytoplazmatycznej
stronie btony komodrkowej. Kazdy element TMD zbudowany jest z 6 segmentow
transbtonowych o strukturze a helisy.

Specyficznos¢ substratowa transporteréow ABC

Paclitaxel
Kolchicyna
Werapamil

Winblastyna
Kalcein-AM

ABCB1 Doksorubicyna
Mitoksantron ABCC1

Etopozyd
/" Prazosyna stron
Dihydropirydyna siarczanu
v metotreksatU
Flavopirydol

ABCG2

Flawopirydol: inhibitor biatka p53 (nie stosowany w Kklinice), werapamil, didhydropirydyna
(inhibitory kanatow wapniowych stosowane w kardiologii), kalceina stosowana do badan
nad MDR w komorkach, prazosyna — inhibitor receptoréw alfal adrenergicznych ma
efekt obnizajgcy ci$nienie krwionosne.




Grupy lekow cytotoksycznych —klasyczne chemioterapeutyki

e Leki alkilujgce. Historycznie najstarsza grupa lekow cytotoksycznych, powodujgca
uszkodzenia DNA w wyniku reakcji chemicznej polegajacej na przylgczeniu grupy
alkilowej do guaniny w pozycji 7 (do atomu azotu pierscienia purynowego) tancucha
DNA.

Przyktadowe leki: busulfan, chlorambucyl, cyklofosfamid, ifosfamid, temozolomid,
karmustyna, lomustyna, fotemustyna, dakarbazyna. Leki te sg stosowane w leczeniu
nowotworow ukfadu krwiotworczego, jak réwniez szeregu guzow litych, w tym miesakow
i nowotwordéw osrodkowego uktadu nerwowego.

e Analogi platyny. Podstawowym mechanizmem dziatania tej grupy lekéw jest
uszkodzenie DNA poprzez tworzenie nieprawidtowych wigzan pomiedzy zwigzkami
platyny a nicig DNA. Upos$ledza to dostep enzymow naprawczych DNA i powoduje
katastrofe mitotyczna.

Przyktadowe leki: cisplatyna, (karboplatyna i oksaliplatyna). Leki z tej grupy sg szeroko
stosowane w wiekszosci guzéw litych, w tym w leczeniu raka ptuca, raka jajnika i
nowotworow przewodu pokarmowego.

e Antymetabolity. Leki z tej grupy dziatajg poprzez zahamowanie dziatania enzymow
uczestniczgcych w syntezie kwaséw nukleinowych lub poprzez wbudowywanie sie w
miejsce strukturalnie zwigzkéw tworzgcych DNA i RNA. Najgrozniejszym objawem
niepozgdanym w przypadku antymetabolitéw jest uszkodzenie szpiku (szczegdlnie
nasilone w przypadku analogéw purynowych). Wszystkie antymetabolity sg swoiste dla
fazy S cyklu komérkowego. Do zalet leczenia antymetabolitami nalezy to, ze z wyjgtkiem
cytarabiny wzglednie rzadko wywotujg silne dolegliwosci ze strony przewodu
pokarmowego.

Przyktadowe leki: metotreksat, 5-fluorouracyl, gemcytabina, kapecytabina,
arabinozyd cytozyny, fludarabina, kladrybina, cytarabina, , pemetreksed. Leki te znajdujg
szerokie zastosowanie w leczeniu nowotworow uktadu krwiotworczego oraz wigkszo$ci
guzéw litych.

e Inhibitory topoizomerazy. Topoizomeraza jest wspolng nazwg dla kilku enzymoéw
uczestniczgcych w zmianach struktury dwuniciowego DNA, niezbednych w trakcie
proceséw replikacji DNA. Enzymy te sg potrzebne do prawidtowej syntezy DNA oraz
transkrypcji genow. Zahamowanie ich prawidlowego dziatania powoduje efekt
przeciwnowotworowy.

Przyktadowe leki: topotekan i irynotekan, etopozyd i tenipozyd. Hamowanie
topoizomerazy jest jednym z gtdbwnych mechanizméw dziatania antracyklin, lekéw
pochodzenia roslinnego, do ktérych nalezy doksorubicyna i epirubicyna. Leki z grupy
antracyklin posiadajg bardzo szerokie spektrum dziatania, obejmujgce miedzy innymi
posrednie uszkodzenia DNA poprzez reakcje z udziatem wolnych rodnikow.



e Inhibitory wrzeciona mitotycznego. Wspdlng cechg tej grupy lekow jest dziatanie
hamujgce proces prawidtowego podziatu komorkowego. Taksoidy sg grupg lekow
pochodzenia roslinnego, pierwotnie wydzielone z igiet cisu, powodujgce stabilizacje
wrzeciona mitotycznego i zahamowanie podziatu w fazie M cyklu komdrkowego.
Pochodne barwinka sg réwniez lekami pochodzenia roslinnego, powodujgcymi
destabilizacje i zniszczenie mikrotubul uniemozliwiajgc dokonczenie prawidtowej mitozy.

Przyktadowe leki: taksoidy — taksol, docetaksel i paklitaksel — sg szeroko stosowane m.
in. w leczeniu raka piersi, raka ptuca i raka jajnika; alkaloidy barwinka — winkrystyna,
winblastyna, winorelbina — sg stosowane miedzy innymi w leczeniu raka ptuca,
nowotworow jgdra i chtoniakdw.
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Przyktadem hormonoterapii raka piersi jest zastosowanie tamoksyfenu, doustnego
inhibitora receptorow estrogenowych.

Tamoksyfen (tamoxifen) — organiczny zwigzek chemiczny, nalezgcy do selektywnych
modulatorow receptora estrogenowego (SERM), syntetyczny lek o dziataniu
antyestrogenowym, stosowany gtownie w terapii raka sutka.

Lek wigze sie rowniez z receptorami estrogenowymi w kosccu (agonista) zwiekszajgc
gestosc kosci.

Tamoksyfen powoduje takze zmniejszenie stezenia w osoczu wolnego estradiolu, co
prowadzi do pobudzenia wydzielania przez przedni ptat przysadki moézgowej FSH, ktéry
stymuluje jajniki do wytwarzania estrogendw w okresie przedmenopauzalnym.
Prawdopodobnie indukuje uwalnianie czynnika transformujgcego TGF-.

— Rodzaje hormonoterapii:

e Estrogeny (rak prostaty)

e Androgeny (rak piersi)

e Gestageny (progesteron — rak endometrium)

e Antyhormony (tamoxifen — rak piersi)

e Analogi gonadoliberyn (podwzgdrze) — rak prostaty, rak piersi



Kategorie nowych lekéw onkologicznych

+ Przeciwciata monoklonalne Terapia antysensowna
sprzezone z: -lekiem, -toksyna, Szczepionki
lub —radioizotopem przeciwnowotworowe
_ Modyfikatory odpowiedzi Leki ograniczajace
immunologicznej przerzuty (inhibitory
(n.p., interferony, 1L-2) metaloproteinaz)
Immunoterapia
Hematopoetyczhe czynniki Inhibitory angiogenezy
wzrostu
Induktory rézniocowania Inhibitory proteasomoéw
komorkowego (retionoidy) (bortezomib, carfilzomib)

Terapia genowa

Szlaki i zwigzane z nimi leki:
Ras/Raf/MEK/ERK

«  Sgtrzy izoformy biatka Ras ktdrych nadaktywnos¢ zwigzana jest z okreslonymi nowotworami: K-Ras (rak
ptuca, jelita grubego, trzustki, przew. zotciowych) N-Ras (czerniak) H-Ras (rak pecherza moczowego)

- Biatka Ras s3 farnezylowane stad statyny i inhibitory farnezylotransferazy moga hamowac podziaty
komdrek z nadekspresjg aktywnej formy Ras

«  Sama nadekspresja Ras moze wystarczy¢ aby komorka stata sie komodrka nowotowrowg

«  Nadaktywno$¢ Ras stwierdza sie w 20wszystkich nowotwordw i w -80% -95% nowotworéw o ktorych
wiemy ze sa zwigzane z mutacjg Ras (np. rak trzustki)

. Raf szczegdlnie nadekspresja w czerniakach - verumafenib — matoczgsteczkowy inhibitor kinazy bRAF

*  MEK kluczowa kinaza

«  ERK bezposrednio aktywuje czynniki transkrypcyje w tym c-myc

Szlak WNT/bKatenina

B Katenina z jednej strony uczestniczy w tworzeniu potaczen miedzykomorkowych, z drugiej jest aktywatorem
czynnika transkrypcyjnego TCF. O ile nie otrzyma pobudzenia receptor WNT wbudowany w btone komodrkowa
cytoplazmatyczna bkatenina jest stale ubikwitynowana i degradowana przez proteasom. Pobudzenie receptora
WNT aktywuje biatko sygnatowe, Karenina ulega stabilizacji i oddysocjowuje od swojej ligazy ubikwityny a wigze
sie z czynnikiem TCF i aktywuje transkrypcie gendéw zaleznych od TCF. Miedzy innymi: c-myc, cykliny D1, VEGF,
FGF, surwiwiny. Inhibitorami tego szlaku ss NLPZ (np. aspiryna), exisulinid, retinoidy.



Szlak WNT

Jak brak genu moze prowadzi¢ do wzrostu nowotworu? Czyli poczatek
historii o Sciezce Wnt na przykfadzie raka jelita grubego

U ludzi cierpiacych na raka jelita grubego wykryto gen APC (ang. adenomatous polyposis coli), ktéry
czesto ulegat delecji lub inaktywacji u tych chorych. Podczas préb analizy funkcji genu, naukowcy
zastosowali przeciwciata przeciwko APC w celu wyizolowania tego biatka z ekstraktu uzyskanego z
hodowli komérek ludzkich. Przeciwciata anty-APC wychwycity to biatko, lecz razem z innym - B-
katening. Powyzsze odkrycie poczatkowo btednie zasugerowato badaczom role APC w raku jelita
grubego, gdyz do tej pory B-katenina wystepujaca u ssakow byta znana jedynie jako tacznik pomiedzy
transbtonowa czasteczka kadheryny i wewnatrzkomérkowym cytoszkieletem aktynowym, wiec
stwierdzono, ze funkcja biatka APC moze by¢ zwiazana z adhezja komérkowa. Jednakze w przeciagu
kilku lat udato sie odkry¢ catkowicie inng funkcje i interakcje f-kateniny z biatkiem APC i ich udziat w
procesie nowotworzenia.
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A nieco wczesniej...

W badaniach nad muszka owocdéwka Drosophila sp. udato sie zauwazyé, ze biatko Armadillo
wystepujace u tego gatunku ma podobna sekwencje aminokwasowa do ludzkiej p-kateniny. Biatko
Armadillo byto znane z powodu swego znaczenia w szlaku sygnatowym odgrywajacym znaczaca role w
rozwoju osobniczym muszki. Szlak ten jest aktywowany przez czasteczki sygnatowe nalezacych do
rodziny biatek Wnt. Pierwszy gen z rodziny Wnt nazwany zostat wingless (ang. bezskrzydty) od
fenotypu mutanta. Biatka nalezace do rodziny Wnt tacza sie z receptorami btonowymi komoérek
uruchamiajac wewnatrzkomoérkowa kaskade sygnatébw prowadzacych miedzy innymi do aktywagji
zestawu genow wptywajacych na wzrost, podziaty komorkowe czy roéznicowanie. Mutacja
ktéregokolwiek biatka bioracego udziat w kaskadzie sygnatowej prowadzi do wad rozwojowych, ktére
zaktécaty podstawowy plan budowy muszki. Jedna z najtagodniejszych mutacji prowadzita do rozwoju
much bezskrzydtych ( wiasnie wingless), ale wiekszo$¢ mutacji spowodowata $mieré muszek jeszcze w
zarodku. Obserwacje u muszek doprowadzity do postawienia tezy, ze ludzki homolog B-katenina nie



tylko bierze udziat w adhezji komérkowej, ale co wazniejsze w pewien sposéb uczestniczy w kontroli
ekspresji gendw.

Stawiajac pierwsze kroki na $ciezce Wnt

Z potaczenie nazw pierwszych gendw u muszki owocéwki- wingless i ludzi- int-1 zapoczatkowato
okre$lenie Wnt. Sygnat zalezny od biatek z rodziny Wnt jest przekazywany w komérce poprzez rézne
Sciezki. Potaczenie liganda Wnt z receptorem Fzd prowadzi do aktywacji $ciezek:

e kanonicznej - zaleznej od B-kateniny
e niekanonicznej - zaleznej od jonow Ca2+
e niekanonicznej - polarnej.
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Rysunek 3. Biatko APC- wspomagajac degradacje B-kateniny- utrzymuje szlak
sygnhatowy Wnt w stanie nieaktywnym w czasie, gdy do komaérki nie dociera biatko Wnt (
strona lewa). W obecnosci biatka Wnt wolna B-katenina wystepuje w nadmiarze i faczy
sie z biatkiem regulatorowym genéw TCF i dochodzi do transkrypcji genéw
aktywowanych przez Wnt ( strona prawa).

Kluczowa rola pewnego biatka

Badania szlaku Wnt/B-katenina przeprowadzone zaréwno u kregowcow, jak i bezkregowcéw wykazaty,
ze B-katenina jest centralnym biatkiem tego szlaku. Kaskadowo przekazywany wewnatrzkomoérkowy
sygnat w kazdej z tych Sciezek jest inny, ale punktem wspolnym dla wszystkich trzech jest zwiazanie
liganda Wnt z receptorem Frizzeled (Fzd).

Aktywacja konkretnej $ciezki zalezy od rodzaju liganda Wnt oraz warunkéw panujacych w komoérce.
Obecnie wykryto 19 ligandéw Wnt oraz 10 réznych cztonkéw rodziny receptoréw Fzd. Konsekwencja
tego sa liczne odpowiedzi inicjowane oddziatywaniami Wnt-Fzd.



Poszczegolne ligandy nalezace do rodziny Wnt zaklasyfikowano do dwéch grup funkcjonalnych:

1. zawierajace glikoproteiny o wtasciwosciach onkogennych (transformujacych), do ktérej naleza
m.in. Wnt-1, Wnt-3A, Wnt-8 oraz Wnt-8B. Biatka nalezace do tej grupy bezposrednio aktywuja
Sciezke zwiazana z B-katenina

2. nie wykazujace zdolnosci transformujacych, naleza tutaj m.in. Wnt-4, Wnt-5a oraz Wnt-11.
Biatka te aktywuja Sciezke niekanoniczna oraz dziataja antagonistycznie wobec biatek z
pierwszej grupy

Biatka Wnt, bedace biatkami sekrecyjnymi, oprécz wiazania z receptorami Fzd wymagaja obecnosci
takze innych biatek transbtonowych, takich jak LRP5 oraz LRP6 nalezacych do rodziny receptorow LDL
(Low-Density Lipoproteid-Receptor Related Proteins), ktore odpowiadaja za dziatania para- lub
autokrynne .

Po zwiazaniu liganda Wnt z Fzd cytoplazmatyczne biatko Dishevelled (Dvl) ulega fosforylacji i zostaje
przetransportowane do btony komérkowej prawdopodobnie przy udziale fosfolipidéw i/lub biatek Fzd.
W ten sposOb nastepuje aktywacja Dvl, ktére po zwigzaniu z kompleksem APC-Aksyna hamuje
dziatanie kinazy 3 B syntazy glikogenu (GSK3B) oraz kinazy kazeiny T« (CKlwx). Prowadzi to do
zablokowania fosforylacji f-kateniny. Fosforylacja f-kateniny na N-koncu przez GSK3b oraz CK1a jest
konieczna do rozpoznania tego biatka przez sktadnik kompleksu ligazy ubikwitynowej E3, ktéra
odpowiada za degradacje w proteasomach. Natomiast brak fosforylacji B-kateniny prowadzi do jej
stabilizacji oraz przetransportowania do jadra, gdzie tworzy kompleksy z czynnikami transkrypcyjnymi
Tcf/Lef, co z kolei prowadzi do indukcji ekspresji genéw zaleznych od Wnt.

Co wazne, B-katenina oddziatuje takze z cytoplazmatyczna domena E-kadheryny, co chroni przed jej
fosforylacja i degradacja przez kompleks ligazy ubikwitynowej E3.
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Rysunek 4.Nieaktywna $ciezka Wnt ( strona lewa) oraz aktywacja $ciezki Wnt rozpoczynajaca sie od
zwiazania liganda Wnt z receptorem Fzd ( strona prawa). Szczegdtowy opis w tekscie.
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Alternatywy dla $ciezki kanonicznej

Sciezka niekanoniczna Wnt zalezna od jondéw Ca2+ przebiega poprzez wewnatrzkomérkowe
uwalnianie wapnia pod wptywem liganda. Reguluje ona adhezje i przemieszczanie sie komérek
niezaleznie od B-kateniny. W proces ten zaangazowane sa kinaza proteinowa C (PKC) oraz kinaza Il
zalezna od wapnia/kalmoduliny (CamKIl). Co moze by¢ ciekawe, Wnt-5a, ktére jest gtbwnym ligandem
tej Sciezki dziata antagonistycznie do S$ciezki kanonicznej Wnt/B-katenina . Biatko Wnt-5a aktywuje
kinaze NLK zalezna od kinazy MAP, ktéra fosforyluje Tcf i hamuje transkrypcje zalezna od Tcf/B-
kateniny. Drugi mechanizm hamowania polega na fosforylacji Dvl przez PKC.

Stosowane terapie dziatajace na szlak Wnt/B-katenina

Wsréd obecnie stosowanych terapii, ktore niespecyficznie oddziatuja na szlak Wnt/B-katenina wyréznia
sie miedzy innymi:

e niesteroidowe leki przeciwzapalne - takie jak aspiryna, sulindac, indometacin. Leki te obnizaja
ryzyko rozwoju raka piersi i jelita grubego, zwtaszcza u pacjentédw z mutacjami APC, poniewaz
hamuja transkrypcje zalezna od B-kateniny i Tcf poprzez fosforylacje B-kateniny

e exisulind (Aptosyn®) - nalezy do selektywnych lekéw anty-neoplastycznych. Indukuje
ekspresje kinazy biatkowej G (PKG), ktora powoduje fosforylacje B-kateniny na C-kohcu, co
prowadzi do jej degradacji bez udziatu APC i GSK-3b

e witamina A oraz D- retinoidy- sa regulatorami proliferacji i réznicowania. Witamina A hamuje
onkogenne dziatanie AP-1 oraz kompleksu B-kateniny i Tcf poprzez dziatanie receptora
retinoidowego X (RXR), ktéry indukuje degradacje tego kompleksu

e endostatyna oraz inne leki antyangiogeniczne wykazuja dziatanie hamujace na szlak Wnt,
poprzez aktywacje procesu degradacji B-kateniny w proteasomach

e imatinib (Gleevec®) - to inhibitor receptora dla ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF) oraz
kinazy Bcr-Abl. Gleevec stosowany jest powszechnie w leczeniu biataczek, wykazuje takze
dziatanie w przypadku nowotworéw litych.

Znane s3 stosowane roéwniez dziatania specyficzne dla sciezki:

e terapie z uzyciem przeciwciat monoklonalnych- ktére blokuja wiazanie Wnt z Fzd i indukuja
apoptoze jedynie w komérkach nowotworowych

e matoczasteczkowe inhibitory- moga hamowaé wiazanie Wnt do receptoréw Fzd lub inhibitory
Dvl, jak réwniez zwigzkéw zwiekszajacych ekspresje naturalnych inhibitoréw tego szlaku, tj.
WIF-1 czy sFRP

Jaka jest przyszto$¢ badai?

Zainteresowanie inhibitorami szlaku Wnt/B-katenina wzrasta w wyniku zwiekszonej liczby badan
wskazujacych na istotne znaczenie poszczegdlnych elementéw tego szlaku w patogenezie wielu
schorzen. Biorac pod uwage to, ze aktywacja B-kateniny jest kluczowym etapem rozwoju wielu chordéb,
wydaje sie, ze specyficzna farmakologiczna inhibicja tego szlaku moze by¢ skuteczna strategia w walce
z nowotworami. Obecnie duze nadzieje wigzane sa z wykorzystaniem zjawiska interferencji RNA
(RNAI). Wiele badan wskazuje, ze zastosowanie siRNA (small interfering RNA) powoduje wyciszenie
aktywnosci B-kateniny oraz innych biatek regulujacych ten szlak, indukuje apoptoze oraz hamuje
proliferacje komérek nowotworowych. W fazie badan stosowane sa siRNA, wyciszajace poszczegdlne
biatka szlaku Wnt/R-katenina, za$ poszczegdblne rezultaty prowadza do wniosku, ze oddziatywanie
siRNA na szlak Wnt/R-katenina moze by¢ skutecznym narzedziem w walce z nowotworami.
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Szlak mTOR

mTOR = Mammalian target of rapamycyn — kinaza biatkowa treoninowo-serynowa

Istnieje w postaci kompleksu C1 i C2. Kompleks C2 aktywuje kinaze Akt.

Reguluje wzrost, proliferacje i ruch komorki oraz translacje i transkrypcje

Dziata poprzez szlak insulinowy i insulinopodobny

Jest sensorem komodrkowego poziomu ATP

Inhibitory kinazy mTOR to ewerolimus i temsyrolimus

Ewerolimus: dopuszczony w Polsce w programie lekowym leczenia raka watrobowokomdrkowego i
raka nerki

Kinaza mTOR (zrodlo Wikipedia z malymi modyfikacjami)

Kinaza mTOR, tzw. ssaczy cel rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin kinase;
inne nazwy: FKBP12-rapamycin complex associated protein 1; FRAP1) — kinaza biatkowa
treoninowo-serynowa, ktorej funkcja jest regulacja wzrostu, proliferacji i ruchu komorki, a
takze procesow translacji i transkrypcji.

Kinaza mTOR integruje takze wiele szlakéw sygnalizacyjnych komorki, w tym szlak
insulinowy i czynnikow wzrostu, jak insulinopodobny czynnik wzrostu 1 i 2, oraz szlak
mitogenow. mTOR funkcjonuje réwniez jako sensor komorkowego poziomu zwigzkow
energetycznych, poziomu ATP i stanu redoks. Dysregulacja szlaku kinazy mTOR moze by¢
czynnikiem patogenezy réznych chorob cztowieka, zwlaszcza nowotwordéw. Rapamycyna jest
otrzymanym z bakterii biatkiem, ktore hamuje kinaz¢ mTOR przez zwigzanie si¢ z
wewnatrzkomorkowym receptorem FKBP12. Kompleks FKBP12-rapamycyna wigze si¢
bezposrednio do domeny wigzacej czasteczki kinazy mTOR, zwanej domeng FRB (FKBP12-
rapamycin binding).

Kinaza mTOR funkcjonuje jako katalityczna podjednostka w dwoch roznych kompleksach
biatkowych, mTORC1 i mTORC2.

Inhibitory kinazy mTOR uzywane sg w transplantologii jako leki immunosupresyjne,
zapobiegajace odrzuceniu przeszczepu. Prowadzone sa rowniez badania kliniczne nad ich
wykorzystaniem w terapii nowotwordw i stwardnienia guzowatego.

mTORC1

Kompleks 1 kinazy mTOR (mTORC1) sklada si¢ z kinazy mTOR, bialka raptor (ang.
regulatory associated protein of mTOR), 1 biatka mLST8/GBL (mammalian LST8/G-protein
B-subunit like protein). Kompleksowi temu przypisuje si¢ funkcj¢ komoérkowego sensora
zwigzkow energetycznych-ATP-stanu redoks i funkcje regulowania syntezy biatek.
Aktywno$¢ kompleksu mTORCI jest stymulowana przez insuling, czynniki wzrostu, czynniki
osoczowe, kwas fosfatydylowy, aminokwasy (zwtaszcza leucyng) i stres oksydacyjny.

mTORCI1 jest hamowany przez niski poziom zwigzkoéw energetycznych w komorce, niski

poziom czynnikéw wzrostu, niski potencjal redoks komorki, kofeine, rapamycyne, kwas
farnezylotiosalicylowy (FTS) i kurkumine. Dwoma najlepiej scharakteryzowanymi

12



substratami kompleksu mTORCI sg kinaza p70-S6 (S6K1) i biatko wigzace eukariotyczny
czynnik inicjacji translacji 4E (eIF4E binding protein 1, 4E-BP1).

mTORCI fosforyluje S6K 1 na przynajmniej dwoéch resztach aminokwasowych, z ktérych
najbardziej kluczowa jest fosforylacja reszty treoninowej T389. Reakcja ta stymuluje
nastepnie fosforylacje biatka S6K 1 przez kinazg PDK 1. Aktywowana kinaza S6K1 moze
wtedy stymulowac¢ inicjacje syntezy biatek przez fosforylacje rybosomalnego biatka S6 i
innych biatek biorgcych udziat w translacji mRNA. S6K1 moze tez bra¢ udziat w petli
dodatniego sprzezenia zwrotnego, fosforylujac czasteczke kinazy mTOR w miejscach jej reszt
treoninowej T2446 i serynowej S2448, znajdujacych si¢ w regulatorowej domenie kinazy
mTOR; wydaje si¢, ze fosforylacja ta zwigksza aktywno$¢ enzymu.

mTORCI1 fosforyluje przynajmniej cztery reszty aminokwasowe biatka 4E-BP1 w
hierarchicznym porzadku. Niefosforylowane biatko 4E-BP1 wigze si¢ silnie z czynnikiem
inicjacji transkrypcji eIF4E, zapobiegajac jego zwigzaniu do kapu przy 5'-koncu mRNA 1
rekrutacji do rybosomalnego kompleksu inicjacyjnego. Wskutek fosforylacji przez mTORCI1
4E-BP1 uwalnia biatko eIF4E, ktére moze wtedy petni¢ swoje funkcje w komorce, co
prowadzi do inicjacji translacji. Wydaje si¢, ze aktywnos¢ mTORCI jest regulowana przez
dynamiczne interakcje mig¢dzy kinaza mTOR i biatkiem raptor, w ktorych posredniczy biatko
GBL. Raptor i1 kinaza mTOR sg zwigzane silnym oddziatywaniem blisko N-konca i stabszym
blizej C-konca, w poblizu domeny o aktywnos$ci enzymatycznej biatkka mTOR. Kiedy
przekazany jest sygnal stymulujgcy kinaze mTOR, taki jak wysoki poziom ATP w komorce,
wigzanie blizej C-konca ulega ostabieniu i, prawdopodobnie, catkiem zanika, co uwalnia
domeng o aktywnosci kinazy i pozwala biatku mTOR na jego enzymatyczne dziatania. W
przypadku negatywnego sygnatu, takiego jak niski poziom sktadnikéw odzywczych w
komorce, wigzanie mTOR-raptor blizej C-konca staje si¢ silniejsze, wytaczajac aktywnos¢
kinazowg biatka mTOR.

mTORC2

Kompleks mTORC?2 sktada si¢ z kinazy mTOR, biatka rictor (ang. rapamycin-insenstivie
companion of mTOR), biatka GBL, i biatka zwigzanego z aktywowang stresem kinaza
biatkowa ssakow 1 (mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1, mSINI).
Wykazano, ze mTORC2 funkcjonuje jako istotny czynnik regulujacy funkcje cytoszkieletu
komorki, przez interakcje z biatkami F-aktyna, paksyling, RhoA, Racl, Cdc42 1 kinazg
biatkowa Ca (PKCa). Wykazano takze, ze mMTORC?2 dziala jak 'kinaza biatkowa D' (PDK?2),
fosforylujac reszte serynowa S473 kinazy biatkowej serynowo-treoninowej Akt/PKB.
Reakcja ta stymuluje fosforylacje Akt przez PDK1 na reszcie treoninowej T308 1 prowadzi do
pelnego uaktywnienia kinazy Akt.

mTORC?2 jest najprawdopodobniej regulowany przez insuling, czynniki wzrostu, czynniki
osocza, 1 poziom zwigzkow odzywczych. Poczatkowo uwazano, ze aktywnos$¢ kompleksu
mTORC?2 jest niewrazliwa na rapamycyne, poniewaz ekspozycja na duze stezenia
rapamycyny nie wptywata na proces fosforylacji kinazy Akt. Jednakze dalsze badania
wykazaty, ze przy przewlekltym dziataniu rapamycyny co prawda nie wptywa ona na
funkcjonowanie kompleksu mTORC2, ale wiaze si¢ do wolnych czasteczek kinazy mTOR, co
uniemozliwia tworzenie si¢ nowych kompleksow mTORC2. Wykazano tez, ze kurkumina
moze hamowac¢ zalezng od mTORC?2 fosforylacj¢ kinazy Akt w miejscu reszty serynowej
S473, z nastepczym brakiem fosforylacji zaleznej od PKD1 na reszcie treoniny T308.

Inhitiroy mTOR jako leki
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Inhibitory kinazy mTOR sg uzywane jako leki immunosupresyjne w transplantologii. Podjeto
rowniez pierwsze proby kliniczne zastosowania ich w terapii nowotworow i stwardnienia
guzowatego. Sugerowano roéwniez uzycie inhibitorow mTOR w leczeniu chor6b
nowotworowych spowodowanych mutacjag w genie PTEN: choroby Lhermitte'a-Duclosa i
glejaka wielopostaciowego.

Inhibitorami kinazy mTOR o udowodnionej skutecznos$ci klinicznej w onkologi, sg
ewerolimus i temsyrolimus.

Ewerolimus jest refundowany przez NFZ w ramach programéw lekowych "Leczenie raka
watrobokomodrkowego i "Leczenie raka nerki.

Szlaki zwigzane z receptorami wzrostu

HER2 jest przezbtonowym receptorem o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Aktywuje w kom PI3K/Akt, oraz MAPK.
Blokowanie HER2 powoduje blok w fazie G1, zmniejszenie angiogenezy i indukcje limfocytéw cytotoksycznych.

Herceptyna = tastazumab rekombinowane, humanizowane przeciwciato monoklonalne IgG1, tgczace sie
wybiérczo z receptorem ludzkiego naskdrkowego czynnika wzrostu typu 2 (Human Growth Factor Receptor —
HERZ2). Preparat jest stosowany do leczenia przypadkéw raka piersi i raka piersi z przerzutami, w ktérych
stwierdzono nadekspresje HER2. W kombinacji z innymi chemoterapeutykami istotnie zmniejsza ryzyko nawrotu
choroby i stopienn odpowiedzi na leczenie. Objawy niepozgdane zastosowania herceptyny: zaburzenia rytmu serca

i kardiomiopatia, toksyczna nekroliza naskérka. Objawy grypopodobne

Przeciwciala i droboczagsteczkowe leki stosowane w
terapiach celowanych

Imatinib (Gleevec) — matoczasteczkowy inhibitor receptorowej kinazy tyrozynowej zwt
skuteczny w komoérkach z mutacje BCL/ABL (tzw. chromosomem Filadelfia).

Bortezomib, carfilzomib - inhibitory proteasmoéow stosowane w leczeniu szpiczaka
mnogiego rowniez w Polsce

Anakinra antagonista receptora dla IL-1 w leczeniu reumatoidalnego zapalenia
stawow (RZS)

Modulatory szlaku TNF (RZS, nieswoiste zaplenia jelit,

luszczyca):

Abatacept T-cell costimulation modulator

Adalimumab TNF-a inhibitor

Certolizumab TNF-a inhibitor

Etanercept TNF-a inhibitor

Golimumab TNF-a inhibitor

Infliximab TNF-a inhibitor

Rituximab AB Anti-CD 20 w leczeniu rozrostu limfocytow zawierajgcych CD20
(chtoniaki nie Hodkinowskie), RZS, rozrostu limfocytow B

Tocilizumab antagonista receptora dla IL-6
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Tofacitinib Inhbitor kinazy Janusowej, doustny

Denosumab anty RANK-L Ab w leczeniu RZS z osteoliza, w leczeniu
osteoporozy, wspomagajaco przy przerzutach do kosci i bélach
kostnych

Sorafenib inh. Wielu kinaz, inhibitor angiogenezy

Vemurafeinib inh bRAF w leczeniu czerniaka

Everolimus inh. mTOR w leczeniu raka watrobowokomoérkowego i raka nerki

Talidomid stosowany w leczeniu tradu i szpiczaka mnogiego

Instrukcja klasyfikacji lekow biologicznych:

W zaleznoéci od procentowego udziatu biatka ludzkiego w budowie przeciwciata jego nazwa przyjmuje

odpowiednig koncdwke. I tak:

e -momab (biatko mysie, np. tositumomab),

e -symab (ximab — Ang) (biatko chimeryczne zawierajgce 50-90% biatka ludzkiego, np. cetuksymab),
e -zumab (ponad 90% biatka ludzkiego, np. trastuzumab).

e -mumab (ponad 100% biatka ludzkiego, np. adalimumab).

e -cept (biatko fuzyjne zawierajgce np. fragment receptora dla danego ligandu, np. etanercept).

Nazwy drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinaz zawierajg koficowke

e -—-nib (np. erlotynib, imatynib).

15



DLA ZAINTERESOWANYCH - CIEKAWOSTKI
THALIDOMIDE:

The precise mechanism of action for thalidomide is unknown, but possible mechanisms include anti-angiogenic
and oxidative stress-inducing effects. It also inhibits TNF-a, IL-6, IL-10 and |L-12 production,® modulates the

production of IFN-y*¥ and enhances the production of IL-2, IL-4 and |L-5 by immune cells.Zt increases
lymphocyte count, costimulates T cells and modulates natural killer cell cytotoxicity.2 It also inhibits NF-
kB and COX-2 activity.?2

In 1990, a group of researchers in Brazil noted that TNF alpha levels went up in leprosy reactional states and
observed that TNF levels decreased in some patients on treatment with thalidomide, hence potentially explaining
the efficacy of thalidomide in treating ENL.2%

The mechanism of thalidomide's teratogenic action has led to over 2000 research papers and the proposal of 15
or 16 plausible mechanisms.2 Angiogenesisis critical during limb development of the foetus. Thalidomide can
directly inhibit angiogenesis induced by bFGF or VEGF in vivo.”® Teratogenic analogs inhibit angiogenesis
whereas nonteratogenic analogs do not inhibit angiogenesis.?! In 2009, research by other groups confirmed
"conclusively that loss of newly formed blood vessels is the primary cause of thalidomide teratogenesis, and
developing limbs are particularly susceptible because of their relatively immature, highly angiogenic vessel
network" 2128
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The two enantiomers of thalidomide:
Left: (S)-thalidomide

Right: (R)-thalidomide

Thalidomide is racemic; the individual enantiomers can racemize due to the acidic hydrogen at the chiral centre,

which is the carbon of the glutarimide ring bonded to the phthalimide substituent. The racemization process can
occur jn vivo"®IT sg that any plan to administer a purified single enantiomer to avoid the teratogenic effects will
most likely be in vain Boe2ss

HYDROKSYMOCZNIK

Hydroxycarbamide decreases the production of deoxyribonucleotides via inhibition of the enzyme ribonucleotide
reductase by scavenging tyrosyl free radicals as they are involved in the reduction NDPs.I'?

In the treatment of sickle-cell disease, hydroxycarbamide increases the concentration of fetal hemoglobin. The
precise mechanism of action is not yet clear, but it appears that hydroxycarbamide increases nitric oxide levels,
causing soluble guanylyl cyclase activation with a resultant rise in cyclic GMP, and the activation of gamma globin
chain synthesis necessary for fetal hemoglobin production (which inhibits the formation of sickle hemoglobin
aggregates). A few red cell clones called F cells are progeny of a small pool of immature committed erythroid
precursors (BFU-e) that retain the ability to produce HbF .2
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