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Szlak sygnatowy receptora
naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR)
i potencjalne zastosowanie kliniczne
jego blokowania w raku nerki

Inhibition of molecular signaling of epidermal growth factor receptor (EGFR)
and its clinical potential for treating renal cell cancer

Adres do korespondencji: STRESZCZENIE

Gabriel Weisto, Cezary Szczylik Rak nerki stanowi okoto 3% wszystkich rozpoznawanych nowotworow ziosliwych. W okresie ostatnich 10
Klinika Onkologii, lat stale obserwuje sie postep w zakresie leczenia zaawansowanego i przerzutowego raka nerki. Nowe
Wojskowy Instytut Medyczny, CSK-MON formy terapii pojawily sie w wyniku prowadzonych prac z zakresu poznania patofizjologii raka nerki na
ul. Szaserow 128, 04-141 Warszawa poziomie molekularnym. Wsrod potencijalnych celow molekularnych, ktére moga mie¢ znacznie kliniczne
e-mail: gabrielwcislo@yahoo.pl w postaci pojawienia sie nowego sposobu leczenia, jest receptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR).
e-mail: cszezylik@wp.pl Szlak sygnatowy EGFR jest istotnym elementem w powstawaniu i progresji wielu choréb nowotworowych.

W przypadku raka nerki wiedza w zakresie znaczenia tego szlaku molekularnego jest niewielka i czesciowo
ma zwigzek z niepowodzeniem leczenia chorych na te chorobe nowotworowg z zastosowaniem substancji
blokujgcych EGFR, a ktére juz stosuje sie w codziennej praktyce lekarskiej, np. podczas leczenia raka
jelita grubego, nowotwordow gltowy i szyi czy tez raka piersi. W tym artykule autorzy omoéwili role szlaku
sygnalowego EGFR w odniesieniu do komorek raka nerki oraz opisali wyniki prob klinicznych blokowania
szlaku EGFR u chorych na raka nerki.

Stowa kluczowe: rak nerki, EGFR, leczenie celowane

ABSTRACT

Renal cell cancer affects circa 3% of cancer patients diagnosed with malignant disease. We have seen
achievements in the treatment of renal cell cancer patients in advanced or metastatic stage for more
than ten years. New therapies appeared to be a result of many experimental investigations that let us
know pathophysiology of renal cell cancer at the molecular levels. Among well-defined molecular targets,
EGFR (epidermal growth factor receptor) seems to have a role when its blocking could provide clinical
benefits to renal cell cancer patients. Molecular signaling of EGFR is a crucial factor during development
and progression in many malignant diseases. Renal cell cancer is not unveiled at the molecular levels of
EGFR functions, and the same limited knowledge is the indirect result of clinical trials some EGFR inhibiting
agents, already useful in medical practice of patients with colorectal cancer, head and neck malignancies
or breast cancer. This paper presents a role of EGFR signaling in a renal cell cancer cell, and moreover,
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Wstep

Rak nerki stanowi okoto 3% wszystkich rozpozna-
wanych nowotworéw ztosliwych. Ta choroba najczesciej
wystepuje u Amerykanéw i Skandynawéw. Wysoki
odsetek (80-85%) rozpoznawanych guzéw nerek to
rak wywodzacy si¢ z kory i czgsciej — okoto 2-krotnie
— rozpoznaje si¢ go u me¢zezyzn niz u kobiet [1]. Historia
klasyfikacji guzéw nerek sigga 1883 1., kiedy Grawitz [2]
wykazat nablonkowy charakter guzéw nerek pochodza-
cych z gruczotu nadnerczowego i ten fakt utrwalono,
nadajac im nazwe hypernephroma. Jednak dopiero w ba-
daniach przeprowadzonych z wykorzystaniem mikrosko-
pu elektronowego Oberling i wsp. [3] wykazali, ze guzy
nerek sa pochodzenia cewkowego i maja réznorodny
charakter. Autorzy nie zaproponowali jednak wstepne;j
klasyfikacji: przedstawili ja o dopieroThoense i wsp. [4]
w 1986 r., wykorzystujac kryteria morfologiczne i wy-
rozniajac gruczolaki nerek i raki nerkowokomoérkowe.

Postgp badan w zakresie poznania patologii i pa-
tofizjologii klinicznej guzow nerek wymagat ponad stu
lat. W przypadku nowych sposobdw leczenia ten okres
oczekiwania skrdcit si¢ do okoto 1/3, czyli wynosit okoto
30 lat. Przez ten czas, liczac od konca lat 60. i na po-
czatku lat 70. do pierwszej dekady XXI w., osiagni¢to
zasadniczy postep w zakresie réznych sposobdow lecze-
nia guzéw nerek, a szczegdlnie raka nerki. Wazna role
w powstaniu nowych form terapii raka nerki odegraty
badania do§wiadczane wskazujace na istotne pod wzgle-
dem klinicznym szlaki molekularne, ktérych czynnosé
jest blokowana za pomoca nowych sposob6éw leczenia
systemowego. Jednym z takich celéw terapeutycznych
jest szlak receptora naskdérkowego czynnika wzrostu
(EGE, epidermal growth factor).

Zmiany genetyczne w zakresie genéw VHL, MET,
VEGFR oraz EGFR odgrywaja istotna role w patofizjo-
logii komorek raka nerki, co potwierdzono na poziomie
genowym oraz biatkowym [5]. W trakcie badan mole-
kularnych ustalono funkcjonalne zaleznoS$ci miedzy r6z-
nymi szlakami biochemicznymi, na przyktad pomigdzy
Met-HGF/SF (Met-hepatocyte growth factr/scatter factor),
PI3K (phosphoinositide 3-kinase), PTEN (phosphatase
and tensin homologue deleted from chromosome 10),
AKT, mTOR oraz EGFR [6-9].

Ekspresja i funkcje EGFR w raku nerki

Receptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR,
epidermal growth factor receptor) jest biatkiem zlokali-
zowanym na powierzchni komorek, podlegajacym akty-
wacji w wyniku przytaczania si¢ specyficznych ligandow,
ktoérymi sa EGF oraz czynnik wzrostu guza alfa (TGF-«,
tumor growth factorl alpha). W wyniku aktywacji pod
wplywem ligandéw forma monomeryczna EGFR tworzy

homodimery lub moze tworzy¢ heterodimery z innymi
biatkami tej rodziny receptoréw, na przyktad z HER2,
co powoduje aktywacje szlaku sygnatowego EGFR bez
potrzeby przytaczania si¢ ligandow. W wyniku dimery-
zacji dochodzi do autofosforylacji kinazy tyrozynowej
konca karboksylowego EGFR, co w efekcie prowadzi
do aktywacji ,,w dot” innych biatek charakteryzujacych
si¢ domena SH. Natomiast kaskada przekazywania
sygnatlu obejmuje aktywacje MAPK, AKT, czy tez INK,
ktére sa odpowiedzialne za syntez¢ DNA i proliferacje
komoérek [10, 11].

Oryginalne badania kliniczno-patologiczne przepro-
wadzone u chorych na raka nerki wykazaly prognostycz-
na role ekspresji EGFR. W jednym z pierwszych badan
tego rodzaju, Uhlman i wsp. [12] przebadali ekspresj¢
EGFR oraz TGF-a¢ metoda immunohistochemiczna
u 19 chorych na raka nerki brodawczakowatego (papil-
lary), 149 chorych na raka nerki typu nonpapillary oraz
7 chorych z mieszang postacig guza nerki. Rak nerki
typu brodawczakowatego wiazat si¢ z istotnie mniejszym
odsetkiem ekspresji EGFR niz rak nerki typu nonpapil-
lary (21% vs. 73%, p < 0,001). Stwierdzenie ekspresji
EGFR w guzie pierwotnym wiazalo si¢ z pojawieniem
si¢ przerzutéw odleglych w ptucach i w mniejszym stop-
niu w koSciach. Moch i wsp. [13] w grupie 50 chorych
wykazali, ze ekspresja EGFR ma istotnie statystyczny
(p < 0,05) zwiazek z aktywnoscia proliferacyjna komo-
rek raka nerki, wyrazona odsetkiem ekspresji markera
Ki-67 (MIB-1). Autorzy wykazali trend wskazujacy na
krétszy czas przezycia u chorych na raka nerki z ekspre-
sja EGFR (p = 0,08). Badacze japonscy wykazali zwick-
szone (19-krotnie) stezenie mRNA kodujacego EGFR
w poréwnaniu z ekspresja tego mRNA wyizolowanego
z otaczajacych zdrowych tkanek, i nie stwierdzili mutacji
w genie kodujacym ten receptor [14].

Z powodu braku jednoznacznych wynikéw badan
wskazujacych na rolg ekspresji EGFR w guzach raka
nerki Kallio i wsp. z Finlandii [15] przeprowadzili
badanie kliniczno-patologiczne, ktérego celem bylo
okreslenie roli prognostycznej ekspresji badanego
markera z uwzglednieniem lokalizacji ekspresji, czyli
w cytoplazmie lub na blonach komérkowych komérek
raka nerki. Cze$¢ badan wskazuje na negatywny wptyw
prognostyczny ekspresji EGFR u chorych na raka nerki,
natomiast pojawily si¢ takze wyniki badan wskazujace na
pozytywny wplyw prognostyczny ekspresji tego markera
[16]. W badaniu fifiskim wzigto udzial 134 chorych na
raka nerki, u ktérych oznaczono ekspresj¢ EGFR metoda
immunohistochemiczna, dodatkowo oceniajac lokalizacje
ekspresji w btonach komdérkowych, w cytoplazmie lub
brak ekspresji. Chorzy, u ktérych stwierdzono ekspresje
btonowa EGFR, statystycznie znamiennie zyli dtuzej
niz pacjenci z ekspresja cytoplazmatyczna tego markera
lub bez [wspodtczynnik ryzyka (HR, hazard ratio): 8,0;
95-procentowy przedziat utnosci (CI, confidence interval):
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2,0-33,2; p = 0,004; analiza jednoczynnikowa]. Autorzy
nie stwierdzili zalezno$ci miedzy ekspresja EGFR ijego
lokalizacja w odniesieniu do stopnia zaawansowania raka
nerki, natomiast wykazali taka istotna zaleznos¢ z klasy-
fikacja ztoSliwosci biologicznej wedtug Fuhrmana (75%
w stopniu I vs. 14,3% w stopniu 4. o lokalizacji btonowe;j
EGFR; p = 0,001). Natomiast w badaniu przeprowadzo-
nym przez Merseburger i wsp. [17] w grupie 149 chorych
zakwalifikowanych do wykonania nefrektomii nadmierna
ekspresje blonowego EGFR stwierdzono u47% badanych
(70 chorych), u ktérych rozpoznano raka nerki, podaczas
gdy u chorych ze zmianami fagodnymi odsetek ten wynosit
9% (12 pacjentéw) (p < 0,0001). Intensywnos$¢ ekspresji
blonowego EGFR miala istotny wplyw na czas przezy-
cia calkowitego. Rokowanie w grupie chorych na raka
nerki z intensywna ekspresja btonowego EGFR byto zte
(p < 0,03). Wyniki badan grupy niemieckiej potwierdzili
autorzy chinscy, ktorzy wykazali nadmierna ekspresje
btonowego EGFR w komoérkach raka nerki w poréwnaniu
z komoérkami zdrowych tkanek (p < 0,001), natomiast
ekspresje cytoplazmatyczna EGFR stwierdzano gtéwnie
w komorkach prawidtowych (p < 0,001) [18].

Z badan klinicznych przeprowadzonych u chorych
na raka jelita grubego wiadomo, ze skuteczno$¢ terapii
skierowanej przeciwko EGFR zalezy od statusu eks-
presji typu dzikiego KRAS i BRAF. Mutacje aktywujace
wymienione czynniki molekularne sa odpowiedzialne
za zmniejszenie odsetka odpowiedzi na zastosowane
leczenia panitumumabem do okoto 10%. Dlatego Gat-
tenlohner i wsp. [19] przeprowadzili badanie w grupie
121 chorych na raka nerki w zakresie zaawansowania od
stopnia pT1 do pT3, u ktérych oceniono ekspresj¢ KRAS
i BRAF. W badanej grupie chorych na raka nerki typu
nonpapillary i paplillary nie stwierdzono mutacji aktywu-
jacych czynniki molekularne KRAS i BRAF. Natomiast
stwierdzono mutacje tych czynnikéw molekularnych
u pojedynczych chorych na guzy drég moczowych wy-
wodzace si¢ z nabtonka przejSciowego. Latif i wsp. [20]
w grupie 27 chorych na raka nerki ocenili ekspresje
HER?2, markera molekularnego istotnego pod wzgle-
dem klinicznym dla chorych na raka piersi oraz raka
zoladka. Badanie przeprowadzono metoda immuno-
histochemiczna i fluoroscencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH, fluoroscence in situ hybridisation). Amplifikacji
genu HER? nie stwierdzono ani w jednym przypadku
chorych na guza fagodnego nerki, natomiast nadmierna
ekspresje tego markera odnotowano u 7 (26%) chorych
na raka nerki. Zgromadzone dane dotyczace ekspresji
HER? s przeciwstawne, poniewaz w czeéci badan wyka-
zano ekspresje tego markera — na poziomie biatkowym
— u40% chorych na raka nerki, natomiast na poziomie
amplifikacji genu — u 17%. Jednak w czgsci badan nie
potwierdzono tych wynikéw [20].

Wazna grupa zagadnien jest poszukiwanie innych,
dodatkowych czynnikéw molekularnych, jakie moga

istotnie wplywac¢ na funkcje EGFR w komérkach raka
nerki. Taka zalezno$¢ zaobserwowano migdzy funkcja
EGFR a TEFs (trefoil peptides). Te ostatnie uwaza si¢
za czynniki rozpraszania istotnie wptywajace na inwazje
komérek w otaczajace podscielisko za posrednictwem
cyklooksygenazy 2 oraz receptora trombokasanu
A2. Wplywaja one na zwigkszenie inwazyjnosci komo-
rek raka nerki, raka jelita grubego poprzez aktywnos¢
proangiogenna oraz indukujaca procesy zapalne.
Zablokowanie funkcji EGFR za pomoca gefitynibu
przyczynito si¢ do zahamowania inwazji badanych ko-
morek indukowanych TEFs [21-22]. Kinaza tyrozynowa
ACK-1 (activated Cdc42-associated kinase) jest kinaza
niezwiazana z receptorem, ktéra wspoétdziata z Cdc
42 oraz EGFR. Mutacja tego czynnika molekularnego
jest istotnym zjawiskiem obserwowanym w patofizjologii
raka ptuca, gruczotu krokowego, jajnika, zotadka. Zmu-
towana posta¢ ACK-1 wplywa na proliferacje komorek,
migracje oraz ich wzrost. Kodowane przez zmutowany
gen zmienione biatko ACK-1 nie wiaze si¢ z ubikwityna
i wykazuje oporno$¢ na dziatanie proteasomu, stad ta
postac stale aktywnego biatka ACK-1 wplywa na stabi-
lizacje EGFR po przylaczeniu si¢ ligandu EGF [23].
Sposréd dodatkowych czynnikéw molekularnych nalezy
zwréci¢ uwage na metaloproteinazy. Sa to enzymy po-
zwalajace na inwazje komorek w otaczajace podscielisko,
co istotnie wplywa na dostepnos$¢ czynnikdw wzrostu
do odpowiednich receptoréw zlokalizowanych na ko-
moérkach rakowych. Jednocze$nie metaloproteinazy
wplywaja na uwalnianie wielu cytokin zwiazanych z blona
komoérkowa. Przyktadem takiego enzymu jest ADAM17,
ktérego zablokowanie wptywa na zahamowanie postgpu
takich chordb zapalnych jak reumatoidalne zapalenie
stawdw czy tez udar niedokrwienny. W badaniu ekspe-
rymentalnym in vitro oraz in vivo wykazano, ze zabloko-
wanie ADAM17 za pomoca RNAi zahamowato wzrost
guzdéw raka nerki poprzez zablokowanie funkcji EGFR
w wyniku zahamowania zrzucania zwigzanego z btona
komoérkowa TGF-a [24].

Rola NF-2 (merlin) w regulacji
ekspresji EGFR w komérkach raka
nerki

Merlin jest biatkiem kodowanym przez gen NF-2 zlo-
kalizowany na chromosomie 22. Biatko to nalezy do ro-
dziny ERM, a nazwa jest skrétem ,noesin-ezrin-radix-like
protein”. U kregowcdw merlin ma mase 70 kDa i wyste-
puje w 10 izoformach. Koniec aminowy ma strukture
zawierajaca domene FERM (jest to sktadnik wiekszoSci
biatek taczacych cytoplazme z btonami komoérkowymi).
Merlin podlega dimeryzacji, w tym tworzy heterodi-
mery z innymi biatkami rodziny ERM. Zadania tego
biatka w komoérce polegaja na tworzeniu stabilnego
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rusztowania poprzez taczenie si¢ z filamentami aktyny
oraz glikoproteinami zlokalizowanymi w btonach ko-
moérkowych. Najwickszg zawartos¢ biatka merlin maja
tkanka nerwowa i tkanki plodowe. Fosforylacja tego
biatka prowadzi do jego aktywacji, co przyczynia si¢ do
przekazywania sygnatu wewnatrz komorki za pomoca
takich czynnikow jak: CD44, kinaza proteinowa A oraz
aktywowane kinazy p21 [25-28].

Niedobdr funkcjonalny genu NF-2 prowadzi do
powstawania guzow nowotworowych u ludzi i myszy.
W prawidlowych komdrkach biatko merlin, kodowane
przez gen NF-2, odgrywa wazna role w przyleganiu mig-
dzykomoérkowym. Brak funkcji biatka merlin przyczynia
sie¢ do braku mozliwosci zahamowania wzrostu sasiadu-
jacych komérek w wyniku przylegania kontaktowego.
Omawiane biatko spetnia wazne funkcje strukturalne
w przyleganiu kontaktowym poprzez tworzenie stabilnego
rusztowania z kadheryna [29]. Stabilizacja ztacza kontak-
towego wiaze si¢ takze z negatywnym wplywem biatka
merlin na EGFR zlokalizowanym w btonie komérkowej,
z ktérej wwarunkach prawidtowych ostabione jest przeka-
zywanie sygnalu do wnetrza komorki oraz internalizacja
receptora. W komoérkach pozbawionych ekspresji genu
NF-2 obserwuje si¢ stala aktywno$¢ EGFR stymulujaca
proliferacje komoérek. Zablokowanie EGFR prowadzi do
zahamowania proliferacji komérkowe;j [30, 31].

Mutacje homozygotyczne prowadzace do wypadnig-
cia funkcji antyonkogenu NF-2 u chorych na raka nerki
wystepuja u okoto 2% chorych na raka nerki. Role EGFR
w powstawaniu guza nerki ustalono u myszy, u ktérych
doprowadzono do delecji genu NF-2 —/— w komoérkach
kretych kanalikéw proksymalnych. W ciagu 3 miesiecy
u wszystkich myszy tego typu dochodzito do rozwoju
guzéw nerek, ktére w ciagu nastepnych 6-10 miesiecy
ulegaly progresji przejawiajacej si¢ wzrostem guza
pierwotnego bedacego juz rakiem. Juz w pierwszym
okresie wzrostu licznych guzow wypetniajacych Swiatto
proksymalnych kanalikéw kretych istotna role odgrywat
EGFR. Powstale guzy rakowe po wszczepieniu zwierze-
tom doswiadczalnym, bez pasazowania in vitro, tworzyly
guzy nowotworowe, ktére okazaly si¢ by¢ wrazliwe na
dziatanie inhibitora EGFR — erlotynibu. Badane guzy
rakowe takze przestaly wzrasta¢ po zastosowaniu terapii
genowej przywracajacej ekspresje genu NF-2 [32]. Role
antyonkogenna NF-2 w postaci regulowania wielkosci
watroby oraz mozliwo$ci powstawania guzéw rakowych
watroby przedstawil zespot badaczy z Kalifornii i Mas-
sachusetts [33, 34].

Zaleznos$é regulacyjna miedzy VHL
a EGFR w raku nerki

Koncepcje¢ istnienia gendw odpowiedzialnych za
zahamowanie wzrostu guzéw nowotworowych popieraja

wyniki badan dotyczacych fuzji komoérek prawidtowych
i nowotworowych. Po tym zabiegu komérki nowotworo-
we nie wykazywaly aktywnoSci inicjujacej powstawanie
guzoéw nowotworowych [35, 36]. Badania statystyczne
dotyczace zachorowania na guza Wilmsa oraz retino-
blastoma wykazaly réwniez istnienie genéw hamujacych
powstawanie guzéw nowotworowych. Badania te prze-
prowadzit Knudson [37, 38], ktéry wykazat potrzebe
mutacji drugiego z antyokogenéw, pochodzacego od
matki, wobec juz istniejacej uprzednio mutacji allelu
tego antyonkogenu pochodzacego od ojca.

Choroba von Hippel-Lindau jest schorzeniem
dziedziczonym autosomalnie dominujaco, a gléwnym
mechanizmem sprawczym jest mutacja germinalna an-
tyonkogenu VHL (von Hippel-Lindau). Mutacja tego ro-
dzaju jest przyczyna pojawienia si¢ wielu schorzen o cha-
rakterze biologicznie tagodnym, ale takze i zto§liwym.
Czestos$¢ wystgpowania choroby von Hippel-Lindau
szacuje si¢ na 1 przypadek pojawiajacy si¢ na 36 tysiecy
zywych porodéw z 90-procentowa penetracja trwajaca
do 65. roku zycia. Diagnostyka tej choroby opiera si¢
na spetnieniu okreslonych kryteriéw. Rodzinna historia
zachorowania na chorobe von Hippel-Lindau dotyczy
wystepowania naczyniaka krwionosnego zarodkowego
(hemangioblastoma) zlokalizowanej w o§rodkowym
uktadzie nerwowym, guza chromochtonnego (pheochro-
mocytoma) lub raka jasnokomdrkowego nerki. U 0s6b
bez rodzinnego wystepowania tych schorzen kryteria
rozpoznania choroby von-Hippel-Lindau wymagaja
stwierdzenia dwoch lub wigkszej liczby naczyniakow
krwiono$nych zarodkowych osrodkowego uktadu
nerwowego oraz guza w jamie brzusznej (z wyjatkiem
torbieli nerek i najadrza — czesto wystepujace w ogdlnej
populacji) [39, 40].

Patofizjologia choroby von Hippel-Lindau i innych
opisanych jednostek chorobowych wiaze si¢ z uszko-
dzeniem antyonkogenu VHL. Jest on zlokalizowany na
chromosomie 3. (3p25-26). Zgodnie z hipoteza Knudso-
na dziedziczna posta¢ choroby von Hippel-Lindau wiaze
si¢ zwystgpowaniem germinalnej mutacji jednego allela
VHL, a mutacja drugiego allea tego antyonkogenu ma
charakter somatyczny i stad réznice w klinicznym obrazie
przebiegu tej ztozonej choroby. Antyonkogen VHL jest
sktadowa kompleksu biatkowego zawierajacego elongi-
n¢ B, elongine C oraz CUL 2. Wazna sktadowa cze¢scia
tego kompleksu jest czynnik indukowany hipoksja
(HIFE, hypoxia-inducible factor). W przypadku mutacji
VHL nie istnieje mozliwos$¢ degradacji tego kompleksu
stworzonego razem z HIF, ktory zwigksza produkcje
czynnika wzrostu §rédbtonka naczyniowego (VEGE
vascular endothelial growth factor) i innych biologicznie
aktywnych substancji odpowiedzialnych za powstawanie
guza nowotworowego [41].

Badania doswiadczalne przeprowadzone na liniach
komoérkowych raka jasnokomérkowego nerki wykazaly
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istotna role biologiczna antyonkogenu VHL. Przywréce-
nie jego funkcji w badanych komorkach o profilu ekspre-
sji VHL —/- prowadzito do zahamowania wzrostu guzow
w organizmach zaszczepionych badanych myszy. W ko-
morkach raka jasnokomérkowego nerki o charakterze
sporadycznym stwierdzono inaktywacje VHL u okoto
55% chorych, co wykazano w trakcie badan kliniczno-pa-
tologicznych [42, 43]. Doktadne badania doswiadczalne
potwierdzily istotna rol¢ utraty funkcji antyonkogenu
VHL w powstawaniu guzow nerek charakteryzujacych
si¢ znacznym stopniem unaczynienia. Badania tego
typu wykazuja takze mechanizmy molekularne, ktore
sa odpowiedzialne za powstawanie raka nerki.

Utrata funkcji antyonkogenu VHL w wyniku mutacji
prowadzi do statej stymulacji powstawania HIF oraz
VEGE. To wiasnie te czynniki molekularne sa odpo-
wiedzialne za wystgpowanie bogatej siatki naczyniowej
w guzach raka nerki. Kolejnym czynnikiem regulowanym
przez HIF jest TGF-a. Indukcja powstawania tej cytokiny
pozwolita wykazaé, ze TGF-« jest czynnikiem autokrynnie
pobudzajacym proliferacj¢ komorek raka nerki o profilu
VHL —/- oraz komorek, u ktérych przywrdcono funkcje
tego antyonkogenu. Takiej zaleznoSci nie obserwowa-
no w przypadku VEGF oraz TGF-f1 [44]. Powstajacy
w opisanym mechanizmie TGF-a potrafi uniezaleznic¢
badana lini¢ komérkowa raka nerki od surowicy, czego
nie obserwowano w przypadku innych cytokin [45].
Kodowane przez antyonkogen VHL biatko taczy si¢
z podjednostka alfa czasteczki HIF, co funkcjonalnie
prowadzi do przytaczania si¢ ubikwityny i w ten sposéb
HIF ulega degradacji przez proteasom. W przypadku
stwierdzenia mutacji VHL ten mechanizm nie dziata
istale funkcjonujacy czynnik HIF aktywuje docelowe geny
odpowiedzialne za progresje raka nerki, miedzy innymi
poprzez syntez¢ TGF-a i VEGE Zablokowanie EGFR
(receptor dla TGF-a) za pomoca RNAi hamuje prolife-
racj¢ badanych komorek i uniezaleznia je od aktywnosci
HIF [46]. Jednoczes$nie istnieja dowody eksperymentalne
wskazujace na istotna role hipoksji oraz czynnika HIF-2«
w indukowaniu nadmiernej ekspresji EGFR bez mutacji,
cowykazano na poziomie mRNA i bialka [47]. Natomiast
indukowanie do$wiadczalnego raka nerki za pomoca
streptozocyny jest niezalezne od opisanych molekular-
nych mechanizmoéw [48].

Modulowanie ekspresji EGFR
za pomoc3 interferonu-alfa
i bortezomibu

Interferon-c jest biatkiem powstajacym, w warun-
kach naturalnych, w leukocytach w odpowiedzi ze strony
uktadu odpornos$ciowego na infekcje wirusowa. Ponadto
cytokina ta ma wlasciwosci pirogenne poprzez dziatanie
osrodkowe na neurony podwzgérza. Mechanizm dziatania

interferonu-a polega na przytaczaniu si¢ do receptora IF-
NAR sktadajacego si¢ z dwoch tanicuchéw INFAR1 oraz
INFAR?2 [49]. Interferon-c dziata, hamujac proliferacje
zaréwno na komorki prawidtowe, jak i transformowane
nowotworowo. Antyproliferacyjne dziatanie interfero-
nu-¢ pojawia si¢ w okresie 24-48 godzin. Poznano kilka
mechanizmdéw prowadzacych do zahamowania prolife-
racji, wsrod ktérych znajduje si¢ zmniejszenie ekspresji
receptoréw dla insuliny, transferyny i EGE. Interferon
- zmniejsza ekspresj¢ EGFR jedynie w komodrkach raka
nerki, ktére wykazuja wrazliwos¢ na antyproliferacyjne
dziatanie tej cytokiny [50].

Bortezomib (Velcade) jest pierwszym lekiem blo-
kujacym funkcje proteasomu, ktéry jest duzym kom-
pleksem biatkowym sktadajacym si¢ z czesci korowej,
wygladajacej jak wydrazony piefi drzewa oraz dwdch
przykrywek. Cze$¢ korowa [20 S (jednostek Svedber-
ga)] zbudowana jest z dwoch pierScieni zawierajacych
podjednostki a (zewnetrzna czg$¢ o charakterze
strukturalnym) oraz podjednostki 5, znajdujace sie
wewnatrz i charakteryzujace si¢ aktywnoscia katali-
tyczna. Przykrywki (19S) odgrywaja wazna role podczas
detekcji naznaczonych ubikwityng biatek docelowych,
ktoére maja by¢ degradowane do mniejszych peptydéw,
ktore z kolei sa juz degradowane do aminokwaséw pod
wplywem peptydaz [51]. Bortezomib jest lekiem pepty-
dowym (Pyz,-Phe-boro-Leu), ktéry zawiera atom boru
spetniajacy wazna funkcj¢ podczas blokowania miejsc
katalitycznych podjednostek 3 proteasomu. Od 2008 r.
lek ten zarejestrowano do leczenia szpiczaka mnogie-
go oraz chtoniakdéw z komérek ptaszcza. Toksycznosé
gléwnie obejmuje neuropati¢ wystgpujaca u okoto
30% chorych, neutropeni¢ i matoptytkowos$¢, chorzy
stosunkowo czesto zapadaja takze na podlpasiec [52,
53]. Badania modelowe przeprowadzone na komdrkach
raka nerki wykazaly, ze skuteczno$¢ bortezomibu zalezy
od skutecznosci blokowania czynnika transkrypcyjnego
NF-«f. Natomiast ten czynnik transkrypcyjny jest jed-
nym z celéw szlaku sygnalowego zapoczatkowanego
przez aktywacje EGFR poprzez kinaze¢ fosfatydyloino-
zytolowa-3/AKT. Skojarzenie inhibitora kinazy EGFR
(PD153035) z bortezomibem pozwala uzyskac synergizm
dziatania cytotoksycznego wymienionych substancji,
natomiast antagonizm dzialania stwierdzono w sytuacji
wczeSniejszego dziatania bortezomibu z nastepowym
stosowaniem PD153035. Oméwione badanie miato cha-
rakter eksperymentalny i przeprowadzono je na liniach
komoérkowych raka nerki [54].

Zastosowanie gefitynibu w leczeniu
chorych na raka nerki

Gefitynib jest mala czasteczka selektywnie blokujaca
kinaze¢ tyrozynowa domeny EGFR. W 2009 r. gefitynib
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zarejestrowano do leczenia niedrobnokomérkowego
raka ptuca u chorych z wystepujaca mutacja w zakresie
genu kodujacego EGFR. Decyzja o nowej rejestracji
gefitynibu zapadta po przeprowadzeniu badania IPASS,
w ktérym wzigto udziat 1217 chorych na niedrobnoko-
moérkowego raka phuca, ktérzy nigdy lub od dawna juz
nie uzywali tytoniu. U chorych na niedrobnokomérko-
wego raka ptuca z mutacja EGFR stwierdzono istotnie
statystycznie wydtuzenia czasu do progresji (HR: 0,48;
95% CI: 0,36-0,64; p < 0,0001) po zastosowaniu gefity-
nibu niz po chemioterapii sktadajacej si¢ z paklitakselu
i karboplatyny [55]. Wrazliwo$¢ raka nerki na dziatanie
gefitynibu w odniesieniu do wystepowania mutacji w ge-
nie kodujacym EGFR stwierdzono w jednym przypadku
— chorego intensywnie przeleczonego interferonem,
interleukina-2 i tamoksyfenem. W badaniu reakcji tan-
cuchowej polimerazy (PCR, polymerase chain reaction)
stwierdzono delecje 15 par zasad, co przyczynito si¢ do
utraty okoto 750 aminokwaséw w biatku EGFR. Gefi-
tynib zastosowano w dawce 500 mg doustnie dziennie,
anastepnie w dawce 250 mg doustnie dziennie z powodu
toksycznosci skornej. W ciggu 4 miesigcy stwierdzono
zmniejszenie si¢ guzéw przerzutowych w ptucach do
30% i te odpowiedz okreslono jako stabilizacje. W ciagu
nastepnych 3 miesigcy stwierdzono progresje w ptucach
i pojawienie si¢ ognisk przerzutowych w mézgu, ktoére
przyczynily si¢ do zgonu [56].

Badania eksperymentalne przeprowadzone in
vitro na komorkach raka nerki wykazaly, ze w 70%
linii komo6rkowych raka nerki wystepuje nadmierna
ekspresja EGFR, a pod wplywem dzialania gefitynibu
istotnie (p < 0,001) zmniejszyla si¢ produkcja VEGF
i interleukiny-8 do nadsaczu [57]. W badaniach ekspe-
rymentalnych in vivo wykazano, ze komorki raka nerki
mysiej linii komdérkowej RENCA przestaly proliferowac,
aw guzach rakowych stwierdzono zmniejszenie gestosci
siatki naczyniowej pod wplywem dziatania gefitynibu
[58]. Dodatkowo badania in vitro wykazaly synergizm
w dziataniu przeciwnowotworowym miedzy paklitakse-
lem a gefitynibem. Ten ostatni potegowat zmniejszenie
ekspresji biatka hamujacego apoptoz¢ — bcl-2 — pod
wplywem paklitakselu, co prowadzito do nasilonej apop-
tozy [59]. W badaniu eksperymentalnym przeprowadzo-
nym na liniach komdérkowych raka nerki Gemmill i wsp.
[60] wykazali synergizm dziatania mi¢dzy gefitynibem
arapamycyna (inhibitor mMTOR), szczeg6lnie w stosunku
do komoérek raka nerki z ekspresja genu typu dzikiego
VHL. W badaniach do§wiadczalnych zwrécono uwage
na ufosforylowanag posta¢ AKT, ktéra potencjalnie
moze sta¢ si¢ markerem wskazujacym na wytworzenie
si¢ opornosci na dziatanie gefitynibu wzgledem raka
nerki [61].

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badan klinicznych
nad zastosowaniem gefitynibu u chorych na raka nerki.
Najczesciej badania konstruowano zgodnie z definicja

fazy II badania klinicznego, w ktérych brato udziat po
kilkudziesieciu chorych, stad bardzo trudno dokonaé
uogodlnienia w stosunku do rzeczywistej skutecznosci
gefitynibu u chorych na raka nerki. Natomiast profil
toksycznosci we wszystkich badaniach pokrywa si¢
iwskazuje na reakcje skorne, biegunke oraz ostabienie.

Wykorzystanie erlotynibu do leczenia
raka nerki

Erlotynib jest mata czasteczka (429,9 Da) stoso-
wana doustnie hamujacg aktywno$¢ kinazy tyrozyno-
wej EGFR poprzez wspolzawodniczenie o miejsce
wigzania z czasteczkami ATP. Blokowanie funkcji
kinazy tyrozynowej ma charakter odwracalny. Erlo-
tynib jest metabolizowany pod wplywem cytochro-
mu P450 (CYP3A4) i wydalany w 86% ze stolcem.
Obecnie erlotynib jest zarejestrowany do stosowania
w leczeniu raka niedrobnokomérkowego ptuca drugiej
linii oraz do terapii zaawansowanego lub przerzu-
towego raka trzustki w skojarzeniu z gemcytabing
[67, 68]. W przypadku raka niedrobnokomoérkowego
ptuca leczenie podtrzymujace erlotynibem wydtluza
istotnie czas przezycia catkowitego i czas do progre-
sji, co wykazano w badaniu SATURN [69]. Badania
eksperymentalne dotyczace stosowania erlotynibu
wzgledem komoérek nabtonka nerki (Madin-Darby
canine kidney IT) wykazaly istotna rol¢ biatek trans-
portujacych ksenobiotyki z rodziny ABC, do ktérej
zaliczaja sig: MDR-1 (multidrug resistance 1; koduje
P-glycoprotein; ABCB1), BCRP (breast cancer resistan-
ce protein; ABCG2), MRP-2 (multidrug resistance-2;
ABCC2). W badanich in vitro wykazano, ze erlotynib
jest aktywnie transportowany za pomoca MDR-1 oraz
BCRP. Natomiast w trakcie badan in vivo wykazano,
ze u myszy o profilu BCRP1/MDR-1 —/- biodostep-
nos$¢ erlotynibu byla istotnie wigksza (60,4% vs. 40%;
p = 0,02) niz u myszy z grupy kontrolnej [70].

W tabeli 2 przedstawiono wyniki badan dotyczacych
zastosowania erlotynibu w monoterapii lub w skojarze-
niu z innymi lekami u chorych na zaawansowanego lub
przerzutowego raka nerki, gldwnie jasnokomérkowego,
ale z uwzglednieniem raka brodawczakowatego w jed-
nym badaniu klinicznym [76]. W wigkszosci badan wzigto
udziat po kilkudziesigciu chorych, u ktérych stosowano
erlotynib w dawce 150 mg dziennie doustnie. Te bada-
nia definiowano jako faze II lub I/II. Mozna zauwazy¢,
ze w poréwnaniu z gefitynibem w wigkszoSci badan
erlotynib stosowano razem z bewacyzumabem, co jest
kliniczna préba blokowania dwoch waznych dla rozwoju
raka nerki mechanizméw, takich jak angiogeneza (be-
wacyzumab) oraz blokowanie aktywno$ci EGFR (er-
lotynib). Zgromadzone dane sa zbyt skape, aby mozna
bylo sformutowac istotne wnioski klinicznie. Podobnie
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jak w przypadku gefitynibu we wszystkich badaniach
pokrywa si¢ profil toksycznosci.

Badania nad klinicznym
wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych (cetuksymab,
panitumumab) blokujagcych EGFR
u chorych na raka nerki

Blokowanie funkcjonalne zewnatrzkomoérkowe;j
domeny EGFR za pomocg przeciwcial monoklonalnych
w skojarzeniu z chemioterapia okazato si¢ skuteczng
forma terapii u chorych na przerzutowego raka jelita
grubego oraz rakow glowy i szyi. Cetuksymab jest chime-
rycznym mysio/ludzkim przeciwciatem monoklonalnym
klasy IgG1 skierowanym przeciwko EGFR stosowanym
w postaci wlew6éw dozylnych. Mechanizm dziatania tego
przeciwciata obejmuje hamowanie proliferacji komor-
kowej i indukowanie apoptozy. Dodatkowo wykazano
takze modulowanie czynnoSci cytotoksycznej zaleznej
od aktywnosci komérek immunokompetentnych ADCC
(antibody dependent cellular cytotoxicity) [77, 78]. Pani-
tumumab jest ludzkim przeciwciatem monoklonalnym
klasy IgG2 skierowanym przeciwko domenie zewnatrz-
komérkowej EGFR. W przypadku tego przeciwciata po
raz pierwszy wykazano role predykcyjna statusu onko-
genu KRAS (obecnos¢ postaci dzikiej lub zmutowanej)
u chorych na raka jelita grubego. Obecnos$¢ KRAS typu
dzikiego zaréwno w przypadku panitumumabu oraz ce-
tuksymabu ma istotne klinicznie znaczenie w kontekscie
skutecznosci terapeutycznej [79-81].

Badania eksperymantalne przedkliniczne wska-
zywaly na potencjalne mozliwosci terapeutyczne ce-
tuksymabu (C225) u myszy, ktérym wszczepiono linie
komorkowe raka nerki, w ktorych stwierdzono ekspresje
EGFR. Cetuksymab hamowat proliferacje komérkowa
oraz wzrost odsetka komorek podlegajacych apoptozie,
co wyrazalo si¢ zmniejszaniem si¢ wielkosci guzéw raka
nerki [82]. Motzer i wsp. [83] przeprowadzili badanie
kliniczne fazy I, w ktérym chorzy (n = 55) na przerzuto-
wego raka nerki otrzymali cetuksymab (400-500 mg/m?,
a nastepnie dawka podtrzymujaca 250 mg/m?), ktdry
nie byl skuteczny klinicznie, poniewaz nie odnotowano
odpowiedzi obiektywnych, a mediana czasu do progresji
wynosita 57 dni. Badacze stwierdzili typowy profil tok-
syczno$ci zwiazany z terapig tym przeciwciatem, czyli
skorne zmiany tradzikowe (17%) oraz sucho$¢ skory
(4%). W przypadku panitumumabu przeprowadzono
badanie fazy I/II, w ktérym wzigto udziat tacznie 88 cho-
rych na przerzutowego raka nerki uprzednio poddanych
immunoterapii z zastosowaniem cytokin. Chorzy otrzy-
mali cztery poziomy dawkowania panitumumabu, czyli
1,0 mg/kg/tydzien; 1,5 mg/kg/tydzien; 2,0 mg/kg/tydzien;
2,5 mg/kg/tydzien. Wigksza odpowiedz odnotowano

u 3 chorych, mniejsza — u 2 chorych, natomiast u 44 cho-
rych (50%) stwierdzono stabilizacje raka nerki. Mediana
czasu do progresji wynosita 100 dni. Ztymi czynnikami
predykcyjnym w zakresie krotszego czasu do progres;ji
okazaly si¢ niskie stgzenie hemoglobiny oraz wysoka ak-
tywnos¢ fosfatazy alkalicznej. Toksyczno$¢ obejmowata
gléwnie zmiany tradzikopodobne, ktére stwierdzono
u 68% leczonych panitumumabem z powodu przerzu-
towego raka nerki [84].

Podsumowanie

Ocena ekspresji EGFR u chorych na raka nerki nie
jest postepowaniem rutynowym, a jako problematyka
badawcza nie jest rowniez czgsto podejmowana. Dla-
tego zgromadzone dane maja charakter przygodny.
Wigkszos$¢ negatywnych wynikow badan klinicznych,
w ktorych stosowano inhibitory EGFR (mate czastecz-
ki lub przeciwciala monoklonalne), przyczynito si¢ do
zmniejszenia tempa badania tej problematyki szczegdl-
nie w zakresie badan klinicznych. Przeprowadzone do-
tychczas badania kliniczno-patologiczne takze wykazaly
zmienny odsetek ekspresji EGFR u chorych na raka
nerki. Jeszcze mniej danych jest w zakresie korelacji
ekspresji tego markera z okreSleniem potencjalnej sku-
tecznosci coraz czesciej stosowanych lekdéw blokujacych
funkcje molekularne EGFR. Niemniej nalezy pamigtac,
ze historia stosowania matych czasteczek w leczeniu
raka ptuca takze byla skomplikowana. Nie inaczej bylo
réwniez z pierwszymi probami stosowania cetuksymabu
w leczeniu przerzutowego raka jelita grubego. Nalezy
mie¢ nadzieje, ze doskonalenie technik dokladniejszej
charakterystyki molekularnej chorych wystepujacych
w codziennej praktyce lekarskiej bedzie pomocne
w podejmowaniu optymalnych decyzji terapeutycznych.
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