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Teoretyczne podstawy molekularnego leczenia celowanego w onkologii

Pawel Rozanowskil, Tomasz Kos2, Grzegorz Zajac3, Janusz Pawlggal

Dotychczas stosowane leczenie farmakologiczne nowotworow oparte jest w glownej mierze na lekach cytotoksycznych i anty-
proliferacyjnych, uszkadzajqcych nie tylko komorki guza, ale rowniez zdrowe tkanki ustroju, powodujgc grozne dziatania nie-
pozgdane ze strony roznych narzgdow i ukladow. W ostatnich latach ogromny postep nauk podstawowych (biologii moleku-
larnej, biochemii), czy biotechnologii przyczynil si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow molekularnych procesu nowotwo-
rowego, a zwlaszcza tych elementow, ktdre decydujg o nadmiernym podziale, wzroscie i przerzutowaniu komdrek. Wilasnie one
staly sie ,,celem uderzenia” nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej zwanej molekularng terapig celowang, bo skierowang
przeciwko bardzo konkretnym i najlepiej, jesli specyficznym dla komdrki nowotworowej elementom. Wybidrcze dzialanie na
komorki guza zapewnia, przynajmniej teoretycznie, lepszq skutecznos¢ i nizszq toksycznosc leczenia. W artykule przedstawio-
no podstawy teoretyczne i zastosowanie praktyczne wybranych elementow terapii celowanej w onkologii. Sledzgc kolejne eta-
py od pobudzenia receptora (przez aktywacje zwigzanych z nim kinaz, biatka transdukcji (przekazu) sygnatu, ekspresje
okreslonych genow) do produkcji biatek (odpowiedzialnych migdzy innymi za pobudzanie podzialow komdorki), przedstawio-
no grupy lekow blokujgcych poszczegdlne elementy wspomnianego laricucha reakcji.

Omowiono leki hamujgce aktywnosc receptorow odpowiedzialnych m.in. za przekazywanie komdrce sygnalow do podziatu,
poprzez blokowanie ich domeny zewngtrzkomorkowej (przeciwciata monoklonalne — cetuximab, trastuzumab), jak i wewngtrz-
komorkowej (inhibitory kinaz tyrozynowych — gefitinib, erlotinib, imatinib). Przedstawiono zwigzki skierowane przeciwko bial-
kom transdukcji (przekazu) sygnatu (R115777, BAY 43-9006). Skutecznym sposobem hamowania syntezy bialek, bedgcych
np. produktami onkogenow (w tym wybranych bialek transdukcji sygnatu), moze sie okazac terapia antysensowa, blokujgca
ich powstawanie na etapie produkcji mRNA (ISIS 2503 i 5132). Wreszcie nadmierne podzialy komdrek nowotworowych
mozna zatrzymac poprzez uderzenie w biatka kontrolujgce prawidiowy przebieg cyklu komorkowego (UCN-01, flawopirydol).
Terapia molekularna to takze leki skierowane przeciwko biatkom pelnigcym funkcje ochronne w komdrce (biatka szoku ter-
micznego), istotne dla jej funkcjonowania (geldanamycyna, 17-AAG) oraz zwigzki hamujgce aktywnosc proteosomow
(bortezonib).

Theoretical basics of molecular targeted therapy in oncology

Currently used anti-cancer pharmacological treatment modalities mainly base on cytotoxic and antiproliferative agents,
which affect not only tumour cells, but also healthy tissue causing severe adverse effects within various organs and systems.
Recent years have seen significant progress in molecular biology and biochemistry, contributing to a better understanding of
the molecular mechanisms of cancer; especially those involved in cell division, growth and migration. These processes have now
become the target for modern anticancer treatment called molecular targeted therapy, which is specifically aimed. Selective
action against tumour cells provides, theoretically at the least, improved efficacy and decreased toxicity of the treatment. The
article presents both the theoretical basics and the practical application of targeted therapy in oncology.

Following the levels of the transduction signal from receptor activation (through receptor kinase, signal transduction proteins
and the expression of certain genes) to synthesis of proteins which are involved in promoting cell division, we present the groups
of drugs that inhibit these elements of cell signaling.

We present inhibitors of receptor activity, which stop excessive cancer cell proliferation, by blocking their extracellular
(monoclonal antibodies- cetuximab, trastuzumab), and intracellular (tyroisine kinase inhibitors- gefitinib, erlotinib, imatinib)
domain. We also discuss chemical compounds directed against signal-transduction proteins (R115777, BAY 43-9006).
Antisense therapy may prove to be a successful method of inhibiting protein synthesis (e.g. products of oncogenes) by
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blocking this process at the transcription level (ISIS 2503 and 5132). Furthermore, cancer cell proliferation may be stopped
by direct blocking of the cycle control proteins (UCN-01, flavopiridol) and the proteasome inhibitors (bortezomib).

Stowa klucze: molekularna terapia celowana, EGFR (HER), biatka transdukcji sygnalu, terapia antysensowa, biatka

kontrolne cyklu komorkowego
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1. Wstep

Analizujac aktualne statystyki i prognozy epidemiologicz-
ne na najblizsze dziesi¢ciolecia trudno nie odnie$¢ wraze-
nia, ze onkologia potrzebuje nowych pomysiéw i rozwia-
zan w zakresie zapobiegania, wczesnej diagnostyki i lecze-
nia nowotworow.

Niemal do konca XX wieku leki przeciwnowotworo-
we wykrywane byly zazwyczaj przypadkowo, poprzez te-
stowanie dziesiatek tysiecy roznych substancji na specjal-
nych hodowlach komérek nowotworowych. W pewnym
uproszczeniu program badan polega na inkubowaniu ko-
morek uzyskanych z wybranych typ6w ludzkich nowotwo-
rOw w zawiesinie analizowanej substancji. Jesli pod wply-
wem jej dziatania ponad potowa komorek przestaje si¢
dzieli¢, dana substancje uwaza si¢ za wystarczajaco ak-
tywna, by poddac ja dalszym badaniom. Niestety z uwagi
na zbyt stabe dziatanie przeciwnowotworowe i/lub silng
toksyczno$¢ ogromna wigckszo§¢ zwiazkow zostaje zdys-
kwalifikowana z dalszych badan jeszcze na etapie prob
przedklinicznych. Dlatego niemal 50 lat wysitkéw badaw-
czych zaowocowato tylko ponad 60 lekami, ktore znalazly
zastosowanie w leczeniu chor6b nowotworowych u ludzi.

Dotychczas stosowane leczenie farmakologiczne
oparte jest w gldwnej mierze na lekach cytotoksycznych
i antyproliferacyjnych, uszkadzajacych nie tylko komoérki
nowotworowe, ale réwniez zdrowe tkanki ustroju, wywo-
tujac niekiedy groZne dziatania niepozadane. Nasilenie
dzialan niepozadanych moze utrudnié, lub wrecz unie-
mozliwi¢ dalsze leczenie, co pogarsza jego wyniki [1].

W ostatnich latach, ogromny postep biologii moleku-
larnej, biochemii, czy biotechnologii przyczynit si¢ do lep-
szego zrozumienia mechanizmow molekularnych procesu
nowotworowego, a zwlaszcza tych elementow, ktore decy-
duja o nadmiernym podziale, wzroScie i przerzutowaniu
komoérek. Wtasnie one staly si¢ ,,celem uderzenia” no-
woczesnej terapii przeciwnowotworowej zwanej mole-
kularna terapia celowana, bo skierowana prze-
ciwko bardzo konkretnym i najlepiej, jesli specyficznym
dla komérki nowotworowej elementom. Wybidrcze dzia-
tanie na komorki guza zapewnia, przynajmniej teoretycz-
nie, lepsza skuteczno$¢ i nizsza toksycznos¢ leczenia.

2. Podstawy teoretyczne i zastosowanie praktyczne
molekularnej terapii celowanej

Jesli w pewnym uproszczeniu zalozymy, ze choroba nowo-
tworowa polega na utracie kontroli organizmu nad prze-
biegiem szeroko rozumianych proceséw metabolicznych
w okre§lonej komoérce, a zwlaszcza nad jej zdolnoScia do

podziatéw, to potencjalnie kazdy element tancucha re-
akcji odpowiadajacego za ta nieprawidtowa ceche komor-
ki, moze sta¢ si¢ celem dla nowoczesnej terapii onkolo-
gicznej. Na Ryc.1 przedstawiono og6lny schemat kierowa-
nia przebiegiem proceséw w komorce. Kazde z ogniw
tego faficucha jest badane pod katem mozliwosci wykorzy-
stania go jako potencjalnego punktu uderzenia dla terapii
celowanej [2]. Ponizsza praca traktuje wylacznie o lekach
skierowanych przeciwko poszczegdlnym elementom
przedstawionego na rycinie 1 faiicucha reakcji.

2.1. Receptory

Sposrod wielu roznych receptoréw, ktore znalazly si¢
w centrum zainteresowania badaczy, do najlepiej pozna-
nych nalezy rodzina receptorow dla naskorkowego czyn-
nika wzrostu EGFR (epidermal growth factor receptor).
Do najwazniejszych cztonkéw rodziny EGFR zaliczamy
cztery typy monomeréw: HER-1 (tzw. wlaSciwy receptor
dla EGF), HER-2, HER-3 i HER-4, ktdre po aktywacji
odpowiednim ligandem tworza aktywne dimery. We-
wnatrzkomérkowe domeny tych glikoprotein z wyjatkiem
HER-3 wykazuja aktywnoS¢ kinazy tyrozynowej. Wystepu-
ja one doS¢ powszechnie na powierzchni komorek na-
btonkowych, mezenchymalnych i nerwowych. Receptory
te w normalnych warunkach wspotodpowiadaja za pra-
widlowe podzialy, r6znicowanie i przezycie komorek,
szczegOlnie w okresie rozwoju ptodowego. Jednak w wie-
lu typach nowotwordw (rak piersi, jajnika, jelita grubego,
niedrobnokomérkowy rak ptuc) czgsto obserwujemy 10-,
a nawet 100-krotny wzrost ich ilo$ci na powierzchni komo-
rek. Mowimy wowczas o nadekspresji okreSlonego typu
receptora. Stan taki sprawia, ze komdrka poprzez wspo-
mniane receptory otrzymuje szereg sygnaléw stale pobu-
dzajacych ja do podziatu [3-5].

W raku piersi uwaza si¢, ze niekorzystnym czynni-
kiem rokowniczym jest nadekspresja receptorow HER-2.
Receptor ten, jako jedyny z rodziny EGFR, prawdopo-
dobnie nie wymaga do swojej aktywnoSci obecnosci ligan-
da (tzw. receptor sierocy). To sprawia, ze w sytuacji jego
nadekspresji, szansa spotkania si¢ na powierzchni btony
komorkowej dwoch nieaktywnych monomeréw HER-2
i utworzenie stale czynnego (bo nie wymagajacego ligan-
da) homodimeru HER-2/HER-2 jest wysoce prawdopo-
dobna [6]. Z kolei powstawanie heterodimeréw z udzia-
fem monomeru HER-2, pozwala na jego udzial w przeka-
zywaniu sygnatu do wnetrza komorki dzigki transaktywacji
przez ligandy specyficzne dla pozostatych typéw monome-
row HER. Jest to o tyle istotne, ze heterodimery zawiera-
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Ryc. 1. Uproszczony schemat kierowania czynnos$ciami/metabolizmem komorki
(w nawiasach podano numery odpowiednich rozdziatow artykutu)

Figure 1. A simplified diagram showing the regulation of the cell functions/metabolism
(appropriate chapters of the article are supplied in brackets)
[Ligand; Receptor; Signal transduction; Protein degradation, Anti-sense therapy, cycle control proteins,
Proteosome, Functional and structural proteins, Cell division]

jace HER-2 wykazuja szczeg6lnie wysoka aktywnoS¢ wig-
zania ligandow i transdukcji sygnaléw [7].

Najnowsze badania przedkliniczne sugeruja, ze jesz-
cze bardziej niekorzystna sytuacja ma miejsce wtedy, gdy
na powierzchni komdrki nowotworowej obserwujemy na-
dekspresje nie tylko HER-2, ale takze HER-3. Spowodo-
wane jest to wzrostem prawdopodobiefistwa utworzenia
heterodimeréw HER-2/HER-3, ztozonych z monomerdéw:
HER-2, receptor sierocy, ktory pobudza jeden z najak-
tywniejszych szlakdw mitogennych w komorce, oraz HER-
-3, bardzo silnie pobudzajacy najwazniejszy szlak anty-
apoptyczny [8-10].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze hodujac ko-
moOrki linii nowotworowych raka piersi z nadekspresja
poszczegblnych typdw monomerdw z rodziny EGFR, naj-
wyzszy indeks mitotyczny obserwowano wsrdd tych z na-
dekspresja heterodimeréw HER-2/HER-3. Wynosil on
10,5 [11]. Na podstawie badan Claytona wiadomo, ze ko-
biety z rakiem piersi, u ktorych stwierdzono ponad 4,5
figury podziatu w polu widzenia, maja 2,8 razy wicksze ry-
zyko zgonu, niz chore z nizszym wskaznikiem [12]. Jest to
tym bardziej istotne, ze indeks mitotyczny jest jednym
z trzech elementdw uwzglednianych w skali Blooma i Ri-
chardsona, stosowanej do histopatologicznej oceny stop-
nia zfosliwosci raka [13]. Skala ta, obok wielkosci i typu
guza, obecnoSci przerzutéw do regionalnych weztow
chionnych, statusu receptoréw steroidowych oraz wieku
chorej, nalezy do powszechnie akceptowanych czynnikow
rokowniczych w raku piersi [14, 15].

W trakcie wspomnianych badan na liniach komoérko-
wych zauwazono takze, iz sposrod badanych grup komo-
rek najwyzsza aktywno$¢ mitotyczng wykazywaly te z na-

dekspresja heterodimeréw, w ktorych jednym z mono-
mer6éw byl HER-2. Dla uktadu HER-1/HER-2 i HER-
-2/HER-3 indeksy mitotyczne wynosily odpowiednio 5,0
10,5 (przyktadowo dla uktadu HER-1/HER-1 mial war-
to$¢ 3,2). Niewatpliwie jedna z istotnych przyczyn wyso-
kich wartosci indeksow dla uktadéw heterodimerycznych,
zawierajacych monomer HER-2, jest fakt, iz HER-2 praw-
dopodobnie nie wymaga do swojej aktywnoSci obecnosci
liganda. Niemniej w trakcie kolejnych badaf wykazano, ze
monomer HER-2 posiada jeszcze jedng wlasciwos¢, ktora
moze wplywaé na wysoko$¢ indeksu mitotycznego opisa-
nych komorek. Powszechnie wiadomo, ze komorka jest
tworem dynamicznym, stale odnawia szereg budujacych ja
struktur. Dotyczy to takze receptoréw. W procesie en-
docytozy pochtania dimery z powierzchni bfony komorko-
wej do wnetrza endosoméw, by ulegly w nich degradacji.
Sposrod mozliwych kompilacji monomeréw EGFR, di-
mery zlozone z przynajmniej jednego monomeru HER-2,
w panujacym wewnatrz endosomu pH, sa wyjatkowo nie-
stabilne i zanim ulegng strawieniu, wydostaja si¢ z po-
wrotem na powierzchni¢ komorki, by znéw tworzy¢ aktyw-
ne uktady [11, 16].

Jak wspomniano, receptory HER-1, 3 i 4 do tego,
aby staé si¢ aktywne, wymagaja obecnosci swoistego li-
ganda. W przypadku HER-1 s3 to gtéwnie EGF (naskor-
kowy czynnik wzrostu) oraz TGF-alfa, natomiast liganda-
mi dla HER-3 i HER-4 sg hereguliny (HRGs) [5]. HRGs
to rodzina polipeptydowych czynnikdéw wzrostu, ktorych
zewnatrzkomérkowa domena (zwana HEX) dziala promi-
totycznie, z kolei wewnatrzkomoérkowa proapoptycznie.
Cze¢s¢ srédbtonowa odpowiada za wiazanie z receptorem
HER-3 i jego aktywacje. Wykazano, ze w guzach, w kto-



rych stwierdzono obecno$¢ zmutowanych heregulin (z na-
dekspresja domen HEX) monomery HER-3 charaktery-
zuja si¢ wyjatkowa tendencja do tworzenia aktywnych he-
terodimeréw z HER-2 [17-19]. To wyjasnia, dlaczego m.in.
w komorkach raka piersi wykazano wzrost autokrynne;j
produkcji heregulin [20]. Opisany mechanizm jest, jak
si¢ wydaje, jedna z metod uniezaleznienia si¢ komdrek
nowotworu od ogdlnoustrojowych mechanizméw, kon-
trolujacych wzrost i réznicowanie komdrek [21]. Warto
w tym miejscu dodad, ze hereguliny odpowiadaja takze za
regulacje ekspresji czynnikow odpowiedzialnych za trawie-
nie podscieliska komoérkowego, tj. aktywatora plazmino-
genu (uPA) i jego receptora. Aktywator plazmionogenu
jest proteaza serynowa, ktéra poprzez degradacje macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej utatwia komérkom nowotwo-
rowym migracje, a zatem odpowiada za ich inwazyjno$¢
i przerzutowanie [22, 23]. W niektérych nowotworach
(rak piersi, jelita grubego) wykazano niekorzystne rokow-
nicze znaczenie zwigkszonego st¢zenia uPA w obrgbie
guza [22, 24-27].

W miare poszerzania si¢ wiedzy na temat receptorow
EGFR, ich znaczenia w procesie karcinogenezy i wplywu
nadekspresji w komoérkach roznych typéw nowotworéw na

gorsze rokowanie, podjeto dziatania w kierunku produk-
cji czynnikoéw blokujacych ich aktywnosc¢.

Leki wykazujace takie wlaSciwosci dzielimy na dwie
podstawowe grupy (Tab. 1.). Pierwsza z nich to przeciwcia-
fa, ktére wiaza si¢ z zewnatrzkomdérkowymi do-
menami receptoréw i uniemozliwiaja ich aktywacje po-
przez zablokowanie miejsc wigzacych swoiste ligandy, lub
jako przeszkoda przestrzenna, utrudniaja powstawanie
aktywnych dimeréw. Druga grupe stanowia leki, ktore
dzialaja na domen¢e wewnatrzkomorkowa recep-
tora, hamujac aktywno$¢ zwiazanych z nig kinaz tyrozyno-
wych, poprzez blokowanie miejsc wigzacych ATP (TKIs —
tyrosin kinase inhibitors). Wtasciwa aktywno$¢ kinaz tyro-
zynowych, zwigzanych z receptorem, jest niezb¢dna do
jego prawidlowego funkcjonowania, w tym do aktywacji
biatek uczestniczacych w transdukcji (przekazaniu) sy-
gnatu (np. o pobudzeniu receptora) do wnetrza komorki.
Zablokowanie miejsc wigzacych ATP uniemozliwia jego
rozpad do ADP i Pi, przez co fosforylacja i aktywacja bia-
fek transdukcji, a zatem przekazanie sygnalu stajg si¢ nie-
mozliwe [34].

Do najszerzej badanych i najbardziej znanych przed-
stawicieli pierwszej grupy lekdéw naleza: trastuzumab

Tab. I. Leki blokujace aktywno§¢ rodziny receptorow EGFR [17, 21, 28-33]
Table I. Drugs blocking the activity of the EGFR receptor family

Leki dziatajace na receptory Nazwa leku Charakterystyka Faza badan Lokalizacja/rodzaj
klinicznych nowotworu
Leki dziatajace na Przeciwciata Cetuximab chimeryczne, monoklonalne IL, 11 NDRP, jelito grube,
zewnatrzkomérkowa  przeciwko (Erbitux®) gtowa i szyja, trzustka, nerka
domeng receptorow receptorowi
(przeciwciala) EGFR (HER-1)  Panitumumab/ ludzkie, monoklonalne L II, III NDREP, nerka, jelito grube,
ABX-EGF przelyk, trzustka, prostata
EMD 72000 humanizowane, I glowa i szyja, przelyk,
monoklonalne jelito grube, szyjka macicy
h-R3 humanizowane, LII glowa i szyja
monoklonalne
Przeciwciata Trastuzumab humanizowane, IL III, IV  NDREP, piers, jajnik, trzustka,
przeciwko (Herceptin®) monoklonalne pecherz moczowy
receptorowi
HER-2
Leki dziatajace na Specyficzne Erlotinib/OSI-774 odwracalny inhibitor kinazy IL, III NDREP, jajnik, trzustka,
wewnatrzkomérkowa (Tarceva®) receptora EGFR, p.o. glowa i szyja,
domeng receptoréw
(inhibitory kinaz Gefitinib/ZD1839 odwracalny inhibitor kinazy IL, III, IV NDRP, prostata, zotadek,
tyrozynowych, TKIs) (Iressa®) receptora EGFR, p.o. pier§
Niespecyficzne PKI 166 odwracalny inhibitor kinazy LI
receptora EGFR i HER-2
GW 2016 odwracalny inhibitor kinazy I
receptora EGFR i HER-2
EKI-569 nieodwracalny inhibitor kinazy I
receptora EGFR i HER-2
CI-1033 nieodwracalny inhibitor LII skora

wszystkich receptoréw rodziny
EGFR (HER-1,2,314)
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Figure 2. Transduction signal proteins: cascade of the main proteins activated by the HER-2/HER-3
heterodimer and assorted drugs blocking their activity

(Herceptin®) i cetuximab (Erbitux®). Trastuzumab, po-
przez wzrost stezenia biatka P27 w komoérce (Ryc. 2) po-
woduje zahamowanie podziatéw [21, 35]. Aktualnie jest
on zarejestrowany w kilkudziesigciu krajach §wiata (takze
w Polsce) do leczenia przerzutowego raka piersi u kobiet
z wysokim poziomem nadekspresji receptora HER-2. Ce-
tuximab pierwotnie uzyskat oficjalng rejestracj¢ w Szwaj-
carii w terapii przerzutowego raka jelita grubego po nie-
powodzeniu leczenia irinotekanem. W polowie 2004 roku
zakonczono centralng procedure rejestracyjna na kraje
Unii Europejskie;.

Gefitinib (Iressa®) i erlotinib (Tarceva®) to najwaz-
niejsi przedstawiciele inhibitoréw kinazy tyrozynowe;j.
Pierwszy z nich juz w 2003 roku uzyskat rejestracje w le-
czeniu opornego na chemioterapi¢ niedrobnokomorkow-
ego raka ptuc w Japonii, Australii i USA. Aktualne zalece-
nia ASCO, dotyczace zasad postgpowania w niedrobnoko-
moérkowym raku pluca w stadium nieoperacyjnosci,
proponuja gefitinib jak terapie III rzutu po niepowodze-
niu pochodnych platyny i docetakselu [36].

W tym miejscu warto wspomnie¢ o leku, ktory stano-
wi modelowy przyklad zastosowania molekularne;j terapii
celowanej w praktyce klinicznej. Jego dostepnos¢ stata
sie podstawa nowej jakoSci leczenia w onkologii i hemato-
logii. Podobnie jak gefitinib czy erlotinib, blokuje aktyw-
nos$¢ kinazy, tyle, ze zwigzanej z innym typem receptora.

U 95% chorych na przewlekla biataczke szpikowa
obserwuje si¢ obecno$¢ anomalii chromosomowej, polega-
jacej na wystepowaniu tzw. chromosomu Philadelfia. Po-
wstaje on poprzez wzajemna translokacje, przemieszcze-

nie si¢ koncowych odcinkéw dtugich ramion chromoso-
méw 9 i 22. W wyniku tego procesu dochodzi do przenie-
sienia genu ABL, znajdujacego si¢ na chromosomie 9, na
chromosom 22, w §ci§le okreslone miejsce jego ztamania
zwane BCR. Tak powstaje hybryda BCR-ABL, ktora kodu-
je nieprawidlowe biatko o aktywnosci kinazy tyrozyno-
wej, zwane kinaza BCR-ABL. Nadmierna aktywno$¢ tej
kinazy prowadzi do aktywacji biatek istotnych dla proce-
sow wzrostu i podzialu komoérek. W wyniku tego obserwu-
jemy nadmierng ich proliferacje, co w rezultacie moze
doprowadzi¢ do rozwoju przewleklej biataczki szpikowe;j
[37, 38].

Aktualnie dostgpny jest lek, ktory hamuje aktyw-
no$¢ kinazy ber-abl, odpowiedzialnej w wigkszosci przy-
padkoéw za powstanie tej choroby. Imatinib, znany bar-
dziej pod nazwa Glivec®, jest inhibitorem wspomnianej ki-
nazy i stanowi jeden z najbardziej spektakularnych
przyktadéw postepow biologii molekularnej i rozwoju on-
kohematologii [39].

Dalsze eksperymenty z imanitibem przyniosty nowe
informacje, ktore szybko znalazly zastosowanie w klinice.
W toku kolejnych badan okazalo si¢, iz zwiazek ten hamu-
je aktywno$¢ takze dwoch innych kinaz: C-KIT oraz
PDGFR. Protoonkogen C-KIT koduje przezbtonowy re-
ceptor, ktorego wewnatrzkomdrkowa cze$¢ wykazuje ak-
tywno$¢ kinazy tyrozynowej. W normalnych warunkach
biatko KIT odgrywa istotna role w prawidiowym prze-
biegu hematopoezy oraz melano- i gametogenezy. Ligan-
dem dla tego receptora jest cytokina SCF (stem-cell factor)
wytwarzana przez komorki podscieliska szpiku kostnego.



Mutacja genu dla biatka KIT obserwowana jest w okoto
85% guzdéw stromalnych przewodu pokarmowego (ga-
strointestinal stromal tumors, GISTs). Dlatego zastosowa-
nie imanitibu w leczeniu wspomnianych guzéw stato si¢
przedmiotem zaawansowanych badan klinicznych. Anali-
zy uzyskanych wynikdéw pozwolily uzna¢ leczenie imatini-
bem w wielu krajach za standard postepowania w pierwot-
nie lub wtornie nieoperacyjnych guzach stromalnych prze-
wodu pokarmowego. Prowadzone s3 badania nad jego
znaczeniem w leczeniu uzupelniajacym. Dotychczasowe
wyniki nie pozwalaja na takie zastosowanie w praktyce
kliniczne;j.

Probe terapii z uzyciem tego leku podjeto takze
w wielu innych nowotworach ztosliwych, w ktorych wy-
kazano mutacje receptora KIT (wldkniakomigsak skory
guzowaty, migsak Ewinga, miesak naczyniowy, czerniak,
rak gruczotowo-torbielowaty, nasieniak, a takze rak pier-
si, jajnika, drobnokomoérkowy rak ptuca, niektore typy
chtoniakow) [40-43].

Kolejnym biatkiem hamowanym przez imatinib jest
kinaza PDGFR (plateled-derived growth factors) typu
A i B. Nadmierng jej aktywno$¢ obserwujemy w niekto-
rych wariantach przewleklej biataczki mielomonocytowe;j
[40]. Wg najnowszych badan, kinaza ta (zwlaszcza typu A)
moze by¢ odpowiedzialna za rozwoj tych typdéw GISTS,
w ktorych nie obserwujemy mutacji w obrgbie genu C-
-KIT [42].

2.2. Transdukcja sygnatow

Kolejnym ogniwem taicucha reakcji kierujacych czynno-
Sciami komorki jest transdukcja sygnatu. W pewnym
uproszczeniu to kaskada kolejno aktywujacych si¢ i wza-
jemnie regulujacych bialek, ktore przenosza sygnat z po-
budzonego, obecnego na powierzchni komorki receptora
do jej wnetrza, w tym do jadra komorkowego. Na Ryc. 2
przedstawiono schemat kaskady wybranych biatek pobu-
dzanych przez heterodimer HER-2/HER-3. Zainteresowa-
nie ta grupa bialek, jako potencjalnymi punktami ude-
rzenia dla terapii celowanej, wzrosto, gdy okazalo sie, ze
leki blokujace receptory sa niewystarczajace do tego, by
skutecznie zatrzymaé podzialy komérkowe. I cho¢ trudno
umniejszy¢ znaczenie przeciwcial czy inhibitoréw kinazy
tyrozynowej w onkohematologii, to warto doda¢, ze np.
wsrod kobiet z rozpoznanym rakiem piersi w stadium
uogélnienia i nadekspresja HER-2, tylko 35% osiaga kli-
nicznie istotng odpowiedzZ na leczenie trastuzumabem
[44]. Moze to by¢ spowodowane nadekspresja biatka
mTOR (Ryc. 2), ktore niwelowatoby wzrost ilosci biatka
P27 (inhibitora cyklu komérkowego), wywolana dziata-
niem trastuzumabu i w sposob bezposredni aktywowato
cykliny D, i E, pobudzajac podzialy komdrkowe. Jesli
dalsze badania to potwierdza, by¢ moze skuteczno$¢ lecze-
nia trastuzumabem uda si¢ zwigkszy¢ poprzez dodatkowe
podawanie pochodnych rapamycyny — inhibitora biatka
mTOR. Inng przyczyna wspomnianej ,,opornosci” na tra-
stuzumab moze by¢ przejecie zadan aktywacji bialek prze-
kazu sygnatu przez inny typ receptora. Dlatego wysunigto
hipotezg, by oprocz lekdw blokujacych receptory zastoso-

wac Srodki hamujace aktywno§¢ bialek transdukcji, po-
przez ktore receptory przekazuja sygnat do wnetrza ko-
morki.

Szczegllnie interesujace wydaja si¢ by¢ skladowe
dwoch szlakow przekaznikowych: RAS-RAF-MAPK oraz
PI3K-PDK1-PKB/AKT [45, 46]. Pierwszy z tych szlakow
poprzez kaskade enzymatyczna pobudza biatka jadrowe
(m.in. cykliny D), wplywajac tym samym na cykl komor-
kowy (proliferacje). Aktywacja biatek RAS zalezy od mo-
dyfikacji potranslacyjnych, zwtaszcza tzw. prenylacji. Re-
akcja ta prowadzona jest przez enzym transferaze farnezy-
lowa (FTaza) i pozwala bialku RAS na wiaczenie si¢ do
struktur btonowych, by tam funkcjonowac jako aktywny
element taficucha transdukcji [47, 48]. Zablokowanie
FTazy inhibitorem moze by¢ skutecznym punktem uchwy-
tu dla terapii celowanej. Takim blokerem jest zwiazek
R115777 (Zarnestra), bedacy obecnie w trakcie III fazy
badan klinicznych.

Kolejnym celem w tym szlaku jest kinaza serynowo-
-treoninowa RAF, aktywujgca kinazg¢ MAP (mitogen acti-
vated protein). Inhibitorem tego enzymu jest preparat —
BAY 43-9006 (aktualnie w trakcie badan I/II fazy) [31].

Drugi ze szlakoéw (PI3K-PDK1-AKT) ma silne dzia-
fanie antyapoptotyczne. Kinaza PI3 aktywuje biatko AKT,
co prowadzi z jednej strony do obnizenia poziomu biatka
P27 (czynnika hamujacego proliferacj¢), a z drugie;j stro-
ny do zahamowania apoptozy, poprzez blokade¢ biatka
BAD. Dalsze badania wykazaly, iz nie tylko nadekspresja
receptora HER-3 prowadzi do zahamowania procesu
apoptozy, ale i mutacja lub delecja inhibitora kinaz PI3
i AKT - biatka PTEN. W zwiazku z tym rozpoczeto bada-
nia nad zastosowaniem analogéw biatka PTEN jako le-
kéw przeciwnowotworowych. Obecnie najszerzej zakrojo-
ne badania dotycza RADO001 [31, 49]. Pomimo, ze wyniki
dotychczasowych badan nad inhibitorami proceséw prze-
kazywania sygnalu s3 zachecajace, to juz w pierwszych
badaniach klinicznych zauwazono, ze to wciaz za malo, by
uzyska¢ znamienna poprawe wynikow leczenia nowo-
tworow.

23. Terapia antysensowa

Blokowanie aktywnoSci okreSlonych bialek powoduje
wzrost ich produkcji w komorce, co stanowi skuteczny
mechanizm opornosci na taki rodzaj leczenia. Dlatego,
w poszukiwaniu skutecznych metod terapii celowanej,
podjeto proby zablokowania niektdérych biatek uczestni-
czacych w transformacji nowotworowej, na ,,najwyzszym”
poziomie ich powstawania. Rozumiemy przez to etap syn-
tezy matrycowej nici RNA (mRNA), zawierajacego in-
formacj¢ o budowie ,,niebezpiecznych” biatek (produktéow
onkogendw, czy biatek szlaku transdukcji).

Metoda ta polega na zablokowaniu nici mRNA, nio-
sacej informacje o interesujacym nas biatku, zsyntetyzowa-
nym in vitro, a nastepnie podanym dozylnie — komple-
mentarnym do sekwencji tego RNA — oligonukleotydem
antysensowym [50, 51]. Tak powstaly podwdjny faficuch
(mRNA + oligonekleotyd antysensowy) ulega nastepnie
degradacji enzymatycznej przez obecna w komorce
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RNAze¢ H. Proby z tym rodzajem terapii prowadzone sa
na oligonukleotydach komplementarnych do mRNA ko-
dujacego bialka takie jak: BCL-2 (inhibitor apoptozy),
RAS czy RAF (biatka transdukc;ji sygnatu). G3139 to oli-
gonukleotydy blokujace produkcje BCL-2. Preparaty ISIS
2503 1 ISIS 5132 zapobiegaja produkcji odpowiednio RAS
i RAF [50, 52, 53]. Podj¢to juz zaawansowane proby kli-
niczne III fazy kojarzenia tej metody leczenia ze standar-
dowa chemioterapia (docetaksel, mitoksantron, irinote-
kan, dakarbazyna) [51-57]. W badaniach nad zastosowa-
niem tego typu terapii uczestnicza takze polscy naukowcy
[58, 59].

2.4. Biatka kontrolne cyklu komoérkowego

Cykl komorkowy sktada si¢ ze stosunkowo krotkiej fazy
podzialu komorki (mitoza, faza M) oraz dluzszego okre-
su miedzypodzialowego (Ryc. 3). Okres ten dzieli si¢ na
trzy fazy: G1 (przygotowanie do syntezy DNA), S (repli-
kacja materiatu genetycznego) oraz G2 (przygotowanie do
mitozy). Klasyczna chemioterapia moze dziata¢ na kazdy
etap podzialu komorki, poszczeg6lne grupy lekdéw na ogol
wykazuja najskuteczniejsze dziatanie wobec komorek
znajdujacych si¢ w okreslonej fazie cyklu podziatu. Stoso-
wane zwiazki wykazuja aktywno$¢ poprzez oddziatywa-
nie z istotnymi dla prawidtowego funkcjonowania i po-
dziatéw komorki elementami (DNA, enzymy replikacyjne,
wrzeciono podzialowe), w sposdb niespecyficzny, dopro-
wadzajac do ich uszkodzenia lub zablokowania. Leki che-
miczne moga by¢ aktywne wobec komdrek znajdujacych
siec w okreslonej fazie cyklu komorkowego (fazowo specy-
ficzne), lub blokowa¢ proliferacj¢ niezaleznie od tego,
w ktorej fazie znajduja si¢ komorki guza (fazowo niespe-
cyficzne) [60].

Na strazy prawidlowoSci przebiegu poszczeg6lnych
faz podzialu komérki stoja tzw. biatka cyklu komoérko-
wego. Na granicy poszczeg6lnych faz (Iub w ich trakcie)

Cdk-1
Cyklina B

cdk-2 |
Cyklina A/B

Cdk-2
Cyklina A

T

sprawdzaja, czy komorka prawidlowo przeprowadzita
okreslony etap i wlaSciwie przygotowala si¢ do kolejnego.
W kazdym z tak zwanych punktéw kontrolnych (G1/S,
S/G2 czy G2/M) naste¢puje sprawdzenie poprawnosci
i spojnosci DNA. W przypadku stwierdzenia jego niecig-
glodci lub innych zaburzefi syntezy materiatu genetycz-
nego, w ogromnej wickszoSci przypadkéw przejscie do
nastepnej fazy zostaje zablokowane. Kluczowa role odgry-
waja tu biatka — cykliny oraz cyklinozalezne kinazy CDK
(cycline dependent kinases). Cykliny aktywuja CDK po-
przez fosforylacje. Jej brak oznacza zwykle tzw. areszt
komorkowy (zahamowanie cyklu).

Nowa strategia leczenia nowotworéw wiaze si¢ z in-
aktywacja CDK. Wiadomo na przyktad, ze bialka z ro-
dziny KIP i INK s3 naturalnymi inhibitorami kinaz akty-
wowanych przez cykliny [61]. Brak lub niedostateczna
ilo§¢ w komorce niektdrych bialek z tych rodzin moze
powodowacé zaburzenia cyklu komorkowego. Wykazano,
iz podanie adenowirusa produkujacego bialko z rodziny
INK do komoérek niedrobnokomoérkowego raka ptuca
i prostaty, ktore nie wykazywaly ekspresji tego biatka, po-
wodowalo zatrzymanie cyklu komdrkowego w fazie G1
oraz regresj¢ guza [62, 63].

Stosuje si¢ takze syntetyczne inhibitory CDK. Leki
pierwszej generacji to pochodne zwiazkéw wystepujacych
w roSlinach i bakteriach. Dziatanie ich polega na bezpo-
Srednim blokowaniu CDK poprzez niekompetycyjne po-
faczenie z miejscem wigzacym ATP. W badaniach klinicz-
nych (rak piersi, niedrobnokomorkowy rak ptuc, biatacz-
ki) znajduje si¢ obecnie UCN-01 oraz flawopirydol
(inhibitory CDK 1 i 2) [62]. Nowa grupa zwigzkéw w le-
czeniu nowotwordw sg paulony. Zwiazki te nalezg do gru-
py benzazepinonéw. To silne kompetycyjne w stosunku
do ATP inhibitory cyklu komérkowego, wykazujace dzia-
fanie hamujace w stosunku do r6znych CDK [64].

Cdk-4/6
Cyklina D,

Cdk-2
l_{ Cyklina E

(20— ()

Ryc. 3. Biatka kontrolne cyklu komérkowego
(— - aktywacja, L —hamowanie)

Figure 3. Proteins controlling the cellular cycle
(— - activation, L — inhibition)



2.5. Biatka szoku termicznego (HSP)

Biatka szoku cieplnego (heat shock proteins, HSP) to du-
za grupa zréznicowanych protein. Ich ekspresja wzrasta
po poddaniu komorki stresowi: cieplnemu, oksydacyjne-
mu, czy tez pod wplywem niewystarczajacej iloSci sub-
stancji odzywczych w jej Srodowisku. Rola HSP jest:
wigzanie i ochrona innych biatek komdrkowych w czasie
stresu komorkowego (zapobieganie degradacji), we-
wnatrzkomoérkowy transport biatek, reperowanie poli-
peptyddw uszkodzonych badz Zle uformowanych po trans-
lacji (tzw. folding), wreszcie kierowanie do degradacji bia-
tek zbyt uszkodzonych by poddaé je naprawie [65, 66].

Biatka HSP czesto zapobiegaja degradacji okreSlo-
nych czynnikéw promitotycznych. Z tego wtasnie wzgledu
staly sie celem terapii antynowotworowej. Jednym
z przedstawicieli tej rodziny jest HSP90. Chroni ono i od-
powiada za naprawe wielu waznych bialek w komorce:
kinaz (RAF-1, CDK-4, AKT), receptoréw (progestero-
nowych, estrogenowych, EGFR/HER-1, HER-2) czy bia-
tek protoonkogennych (P53, P210BCR-ABL). HSP90 wigze
si¢ takze z biatkami szkieletowymi, zaangazowanymi
W procesie mitozy: aktyna, tubulina, biatkami centromero-
wymi. Terapia skierowana przeciwko HSP90 powinna
zmienia¢ badz hamowac¢ jego funkcje, a przez to zabu-
rza¢ aktywno$¢ zaleznych od niego elementéw (Ryc. 2).
Efekt taki uzyskujemy po zastosowaniu geldanamycyny
i jej analogu 17-AAG (17-allyloamino-17- demetoksygel-
danamycyna). Skutkiem potaczenia 17-AAG do HSP90
jest rozpad bialek wchodzacych w sktad kompleksu biatka
szoku cieplnego. Nalezy zaznaczy¢, ze zaburzenie dzia-
tania bialek z rodziny HSP zwigksza prawdopodobiefi-
stwo ubikwitynacji (faczenia z biatkami odpowiedzialnymi
za kierowanie do wewnatrzkomoérkowych kompleksow
degradujacych), a nastgpnie degradacji wielu naraz czyn-
nikoéw zwigzanych z przekazaniem w komorce sygnatu do
podziatu [67]. Wykazano, ze geldanamycyna zmniejsza
powinowactwo HSP90 do wiazanych przez niego bialek
oraz nasila ich degradacje [68, 69]. Jednak badania na
zwierzetach ujawnily znaczng toksycznoS¢ zwiazku, szcze-
gblnie wobec watroby [70]. Synteza analogu geldanamycy-
ny pozwolila znacznie zmniejszy¢ toksycznos¢ tego leku
przy niezmienionym mechanizmie dziatania na HSP90.
Badania kliniczne z wykorzystaniem 17-AAG prowadzo-
ne sa obecnie w USA i w Wielkiej Brytanii. Wczesne wy-
niki wykazaly aktywne dziatanie 17-AAG na skupiska ko-
morek raka piersi, jajnika czy zotadka. W toku kolejnych
prob okazato sie, ze 17-AAG moze by¢ takze skuteczny
w leczeniu raka okreznicy — dane przedkliniczne sugeruja
jego zdolnoé¢ do indukcji w komérkach tego nowotworu
apoptozy [71]. Wykazano takze zmniejszenie ilosci bia-
tek RAS i AKT po zastosowaniu 17-AAG. Udalo si¢ tez
wykazaé, ze badany zwiazek moze wywolac areszt komor-
kowy w fazie G2/M [72].

2.6. Blokery aktywnoSci proteosomow

Komorki prawidtowe produkujg wiele réznych biatek.
Teoretycznie komorki nowotworowe, z uwagi na liczne

zaburzenia budowy i regulacji ekspresji materialu gene-
tycznego, wytwarzaja ich wigcej, czgsto nieprawidiowych
(produkty onkogendéw). W badaniach przedklinicznych
zauwazono, ze zablokowanie aktywnosci organelli odpo-
wiadajacyh za degradacj¢ produktéw biatkowych dopro-
wadza do tzw. stanu ,,choking cell”, czyli dtawienia, dusze-
nia si¢ komorki wyprodukowanymi przez nia biatkami,
co w efekcie doprowadza do jej Smierci w mechanizmie
apoptozy. Najszerzej badanym w onkologii inhibitorem
aktywnoSci proteosomow jest zwiazek PS-341 (bortezo-
mib, Velcade™); obecnie w trakcie badan klinicznych II
i III fazy (czerniak, rak piersi, rak prostaty, rak jajnika, wy-
brane typy chtoniakow) [73, 74].

3. Podsumowanie

Obecnie znanych jest ponad 300 biologicznych celéw mo-
lekularnych. Jedne z nich juz sg, inne by¢ moze stang si¢
w przysziosSci punktem uchwytu dla nowoczesnego lecze-
nia przeciwnowotworowego. Z oczywistych wzgledow
omoéwiliSmy tylko niektore. Nasza intencja bylo przed-
stawienie w sposob uporzadkowany i mozliwie przejrzysty
podstaw teoretycznych i zastosowania praktycznego wy-
branych elementow terapii celowanej w onkologii. Mamy
nadziej¢, iz przynajmniej cze¢Sciowo udato nam si¢ zre-
alizowa¢ zamierzone cele. Zdajemy sobie sprawe, iz nie
wyczerpaliSmy wszystkich zagadniefi zwigzanych z mole-
kularng terapia celowana. OgraniczyliSmy si¢ do wybra-
nych zagadnien zwigzanych wylacznie z przedstawionym
na Rycinie 1 ogélnym schematem kierowania szeroko ro-
zumianymi procesami metabolicznymi w komorce.

Aktualnie za najwigksze osiagnigcie w zakresie tera-
pii celowanej nowotworéw nalezy uzna¢ imatinib. Wiaze
sie to z faktem, ze zaréwno przewlekla biataczka szpikowa
jak i guzy stromalne przewodu pokarmowego w ogromne;j
wiekszosci sa najprawdopodobniej nastgpstwem pojedyn-
czej mutacji gendw (odpowiednio BCR-ABL i C-KIT).
W przypadku innych nowotwor6w istotnych jest co naj-
mniej kilka mutacji.

Z1ozono$¢ mutacji nowotwordw litych jest proble-
mem, ktérego aktualnie nie potrafimy rozwiaza¢. Mimo,
ze nowotwory ztodliwe moga poczatkowo powstawac na
podiozu pojedynczej mutacji, uwaza si¢, ze ze wzrostem
guza pojawiaja si¢ liczne zmiany molekularne odpowie-
dzialne za ich proliferacje. Nie wystarczy zatem lek dzia-
fajacy na jedna mutacj¢. Musza zostaé opracowane dzie-
sigtki lekOw o swoistym dzialaniu na poszczegolne cele
w komorce nowotworowej. Najpierw jednak nalezy dobrze
poznac te cele, a nastgpnie wyprodukowac leki zlozone,
dopasowane swoim sktadem do charakterystyki genomu
komorki nowotworowej [75]. Droga do osiagnigcia wy-
miernych sukceséw molekularnej terapii celowanej no-
wotwordow jest jeszcze daleka.
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