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Streszczenie

Rak jasnokomorkowy nerki jest najczgstszym typem raka nerki — stanowi 70-80% przypadkow
tego nowotworu. Terapie celowane zmienily paradygmat leczenia zaawansowanego raka
jasnokomorkowego nerki, ale mimo przelomu w leczeniu, oporno$¢ na terapie celowane jest
powszechna. Jest to nowotwoér wysoce lekooporny i stanowi potencjalny model do poznawania

mechanizméw lekoopornosci.

Ewerolimus to doustny inhibitor mTOR zatwierdzony do leczenia pacjentdw z zaawansowanym
rakiem nerki, ktorzy wykazali progresj¢ podczas leczenia inhibitorami kinaz tyrozynowych —
sunitinibem 1 sorafenibem. MTOR jest kinazg proteinowg zaangazowang w $ciezke sygnalizacyjng
PI3K/AKT z centralng rolg w kontroli wzrostu i przezycia komorek oraz angiogenezy. Sie¢ mTOR jest
bardzo zlozona i modulowana przez liczne S$ciezki przekazujace sygnal od wielu receptorow.
Wielokrotne 1 czgste dysregulacje $ciezki mTOR w ludzkich nowotworach, w tym w raku nerki,

czynig z niej czesty cel w projektowaniu nowych terapii przeciwnowotworowych.

Obiecujacym podejSciem do przetamywania lekoopornosci na ewerolimus jest polaczenie w
terapii kilku lekéw, ktore blokuja rézne etapy przekazywania sygnalu w tej samej lub w réznych
sciezkach molekularnych sieci mTOR. Zrozumienie lezacych podstaw mechanizméw lekoopornosci w
sciezkach mTOR moze pozwoli¢ przewidzie¢ skuteczno$¢ lub niepowodzenia danego skojarzenia
lekow. Wybor kandydatow zwiazkoéw do potaczenia w terapii z inhibitorem mTOR powinien by¢
zatem oparty na genetyce i biologii raka nerki, a w szczego6lno$ci na znajomosci ztozonych interkacji w
sciezkach sygnalizacyjnych. Dlatego tez w pracy skupiono si¢ na wytonieniu profilu ekspresji
genetycznej komorek raka nerki oraz analizowano interakcje w sieci mTOR. Gtownym celem pracy

byto rozwinigcie modelowego podejsécia dla racjonalnego wyboru tragetow do badan przedklinicznych



z nadzieja na znalezienie nowych zwiazkow do przetamania opornos$ci na inhibitory mTOR.

Analiza aktualnej wiedzy na temat sieci mTOR na tle zalozen koncepcji modulacji
terapeutycznej pozwala wstepnie wyselekcjonowac receptory do poszukiwania kandydatow nowych
lekéw. Koncepcja wykorzystania modulacji terapeutycznej $ciezki mTOR do projektowania terapii
skojarzonej raka nerki opiera si¢ na kilku prostych zatozeniach. Po pierwsze, pod wpltywem
inhibitorow mTOR moze si¢ zwicksza¢ ekspresja wybranych receptorow powierzchniowych i/lub
elementéw S$ciezek sygnalizacyjnych prowadzacych od tych receptorow w komodrkach raka nerki.
Elementy ulegajace zwigkszonej ekspresji na lub w komodrkach raka nerki mogg zatem stanowi¢ cel
terapeutyczny — molekularny punkt uchwytu do terapii skojarzonej z ewerolimusem. W celu
rozwinigcia strategii poszukiwania nowych kandydatow lekow do terapii skojarzonej z inhibitorami
mTOR zarysowano podstawy najbardziej obiecujacych hipotez modulacji terapeutycznej, w tym
modulacji hormonalnej: estrogenowej, insulinowej, androgenowej, melatoninowej i prolaktynowe;.

Badania ukierunkowano na komorki macierzyste raka nerki. Jedna z teorii wyjasniajacych
proces nowotworzenia zaklada, ze nowotworowe komorki macierzyste odgrywaja kluczowa rolg w
powstawaniu raka. Podejrzewa si¢, ze sg przyczyng wystepowania przerzutow i nawrotow choroby
nowotworowej. Ostatnie badania pokazaly, ze $ciezka sygnalizacyjna PI3K-AKT-mTOR odgrywa
istotng role w macierzystych komoérkach nowotworowych, w ich odnowie i1 opornos$ci, co uwaza si¢ za
podstawe niepowodzenia leczenia i nawrotow raka jak i tworzenia si¢ przerzutéw. Stad idea, aby badad
profil ekspresji genetycznej komorek macierzystych raka nerki i przewidzie¢ jak kombinacje lekow - w

tym inhibitoréw mTOR — moga na nie dziatac.

Przy opracowywaniu metody indukcji opornosci na ewerolimus w standardowych warunkach w
normoksji zaadaptowano skrocony protokot indukcji lekoopornosci z wykorzystaniem mniejszej ilosci
leku facznie. Przyjeto, ze w prowadzonych eksperymentach zmiana w dawce IC50 dla ewerolimusu
bedzie miarg zmiany potencjalu nabywania lekoopornosci przez badane komoérki. W toku
eksperymentéw prowadzonych z testem Alamar Blue stwierdzono zréznicowang warto$¢ dawki IC50
w poszczegdlnych liniach komorkowych raka nerki, w tym linii z guza pierwotnego, z przerzutow do
ptuc, linii z guza catkowitego oraz komdrek macierzystych. Hamowanie podzialéw populacji komorek
okazalo si¢ zalezne od dawki w zakresie st¢zen 1-9 uM. Najbardziej oporne okazaly si¢ komorki o
fenotypie komorek macierzystych raka jasnokomoérkowego nerki — dawka IC50 przekroczyta badany

zakres stgzen lekow.

Do ustalenia dawki leku do wykonania eksperymentow mikromacierzowych jako punkt

odniesienia wybrano 3 dzien hodowli z ewerolimusem. Wybrano dwie linie komorkowe: ccRCC-PCSC



-lini¢ z guza calkowitego, zawierajacag komorki macierzyste oraz ccRCC-CSC — komorki macierzyste
raka nerki. Do przeprowadzenia eksperymentoéw z mikromacierzami komorki inkubowano z dawka 4

uM dla linii ccRCC-PCSC 1 5 uM dla linii ccRCC- CSC.

Ustanowiono kryteria do analizy danych z mikromacierzy - analizowano targety w $ciezkach
powigzanych z sieciag mTOR, ktére pogrupowano na $ciezki hormonalne, angiogenne, metaboliczne 1
immunologiczne. Kolejnym kryerium byto dodanie do analizy genow, ktorych regulacja powigzna jest
ze $ciezka genu MYC. Wiadomo, Ze sama inaktywacja tego pojedynczego genu w guzach, w ktorych
gen ulega nadekspresji moze przyczyni¢ si¢ do regresji guza. Wybor targetow regulowanych przez
MYC, moze wigc by¢ bardzo istotnym etapem pozwalajacym uprosci¢ analiz¢ funkcjonalng $ciezek w

sieci mMTOR.

Réznice w profilach ekspresji genow zostaly zaobserwowane pomiedzy komodrkami
traktowanymi ewerolimusem i kontrolg bez leku w liniach ccRCC-CSC 1 ¢cRCC-PCSC. Leczenie
ewerolimusem ujawnilo zmiany w ekspresji genetycznej elementow kompleksu mTORC1 (RPTOR,
DEPTOR) oraz elementdéw znajdujacych si¢ w sieci mTOR ponizej i powyzej komplekséw (RPS6KBI,
EIF4EBP1, PDKI1, AKTI1, AKT2, TSC2, VHL) w obu liniach komodrkowych. Jednakze nie
zaobserwowano zadnych zmian ekspresji elementow kompleksu mTORC2 (mSIN1, Rictor, Protor).
Dlatego wnioskiem jest, ze badane dawki ewerolimusu nie byly relatywnie wysokie. W przypadku
elementow ponizej kompleksu mTOR — zarowno biatko 4EBP1 jak i S6K1, ulegaja zmniejszonej
ekspresji pod wptywem ewerolimusu w komoérkach macierzystych — zatem lek dziala skutecznie w
komorkach macierzystych raka nerki.

Analiza wynikéw z mikromacierzy nie wykazata istotnie statystycznych zmian w ekspresji genu
MYC pod wptywem ewerolimusu. Natomiast analiza zestawdéw genow powigzanych ze $ciezka MYC
przeprowadzona przy pomocy oprogramowania GSEA — narzedzia bioinformatycznego do analizy
reprezentacji poszczegdlnych grup genow, dostarczyta listy genow powigzanych z regulacjg Sciezki
MYC. Integrujac dane ekspresyjne z danymi dotyczacymi sieci (Human Interactome) przy pomocy
oprogramowania Cytoscape, zwizualizowano elementy S$ciezek sygnalizacyjnych znajdujace si¢

powyzej genu MYC, ktore moga ulega¢ zmianie ekspresji pod wptywem ewerolimusu.

Wazne, aby zauwazy¢, ze ekspresja elementow powigzanych ze $ciezka insulinowa (IGFBP3,
IGF1R, ISR1, ISR2) i androgenowa (ADTRP, AIG1, PMEPAL) byta zmieniona w obu badanych liniach
komorkowych. Nie byto zmiany w ekspresji §ciezki melatonionowej, ale mozna zauwazy¢ zmiang w

elementach $ciezki estrogenowej (ESR1) i prolaktynowej (PRLH,PRLHR, PREB). Ekspresja genow



powigzana z metabolizmem kos$ci i wapnia (VDR, TRPV5, SPARC, CNRIP1) ulegta zmianie w obu
badanych liniach. Ekspresja genow zwigzanych ze $ciezkami angiogennymi (HIFlalfa, VEGFB,
VEGFC) bylta zmieniona w obu badanych liniach komérkowych.

Uktad eksperymentalny poréwnujacy heterogeniczng populacje komorek guza zawierajacych
komoérki macierzyste z linig komoérek macierzystych dostarcza wgladu w biologie komoérek
macierzystych raka nerki. Ewerolimus hamuje obie linie komorkowe, ale co wazne w komorkach
macierzystych raka nerki lek moze spowodowaé zmiejszenie ekspresji wigkszosci genéw juz na
wczesnym etapie leczenia umiarkowanymi dawkami. Jednakze trudno stwierdzi¢ jednoznacznie na
podstawie przeprowadzonych badan czy profil genetyczny jest charakterystyczny dla komorek
macierzystych raka nerki. W czasie selekcji lekiem, komorki mogg si¢ rdéznicowaé i moga nie
wykazywa¢ charakterystycznego dla siebie profilu metabolicznego. Pokazano w poprzednich
badaniach, ze komodrki macierzyste wykazuja metaboliczne przesunigcie profilu i tracg unikalny
fenotyp metaboliczny po procesie réznicowania. Bardzo trudno wyloni¢ chrakterystyczne profile
genetyczne komorek w czasie selekcji lekiem, poniewaz moga one réznicowac si¢ niezaleznie od leku
jak 1 pod wptywem leku. Dalsza praca nad profilowaniem ekspresji jest potrzebna, aby uzyskac¢ solidny

wglad w mechanike wplywu ewerolimusu na komorki raka nerki.

W wyniku badania profilu ekspresji genetycznej wskazano potencjalng liste kandydatow do
terapii skojarzonej z ewerolimusem celem przetamania lekoorno$ci. W pierwszej kolejnosci sg to
nastgpujace targety: SPARC, AIG, VDR. Receptory MT1-R i AR, VDR zostaly uznane za najbardziej
obiecujace targety na podstawie potencjatu do utworzenia skojarzonej terapii antyangiogennej. Okazato
si¢ jednak, ze elementy $ciezki melatoninowej nie ulegja zmianie pod wplywem ewerolimusu. W
przypadku raka nerki koncepcja modulacji $ciezki mTOR poprzez elementy $ciezki androgenowej
wydaje si¢ interesujaca opcja do projektowania terapii skojarzonej, dlatego tez w tworzeniu modelu

teoretycznego przelamywania oprnosci na ewerolimus skupiono si¢ na $ciezce androgenowe;.

Przewidywanie odpowiedzi na lek w modelu komputerowym jest bardzo trudnym wyzwaniem
ze wzgledu na ztozonos$¢ systemow biologicznych, na ktore dziatajg leki. Tym trudniejsze okazuje si¢
przewidywanie odpowiedzi komorek nowtworowych na terapi¢ kombinatoryczng. Konieczne jest
uwzglednianie w modelowaniu wielu skali — w tym zaré6wno na poziomie komorkowym jak 1
molekularnym. Sie¢ mTOR stanowi wyzwanie w modelowaniu ze wzgledu na liczne interkacje
powyzej kompleksu mTORu i polaczenia z wieloma $ciezkami, w tym $ciezkami hormonalnymi, ktore

modulujg przekazywanie sygnatu w S$ciezce mTOR. Analizujgc Sciezke: infiltrujace neutrofile —



receptor androgenowy — c-MYC moze wyltoni¢ potencjalng strategi¢ terapeutyczng raka nerki.
Zaproponowano posrednie wilaczenie wnioskoOw z analizy sieci sygnalizacyjnej mTOR z
mikromacierzy w model opornos$ci na ewerolimus, z wykorzystaniem teorii automatow komorkowych,

ktore stanowig narz¢dzia do modelowania uktadéw dynamicznych.

W badanym uktadzie eksperymentalnym pokazano, ze ewerolimus dziata na komorki raka nerki
juz na wezesnym etapie indukeji opornosci zarowno w linii ccRCC-CSC jak 1 ccRCC-PCSC. Mozliwe
jest, ze istniejg charakterystyczne profile ekspresji ewerolimusu, w tym dotyczace sieci mTOR.
Jednakze potwierdzenie hipotezy i1 poznanie mechanistycznych podstaw dziatania ewerolimusu w
komorkach macierzystyh raka nerki wymaga przetestowania zmiany ekspresji genetycznej w czasie.
Budowa modelu predykcyjnego przy pomocy oprogramownia GeneNetWeaver — wygenerowanie
sztucznych danych syntetycznych mikromacierzy przy stosowaniu r6znych dawek leku w czasie moze
pomodc stworzy¢ narzgdzie komputerowe do badania dzialania leku, jak rowniez wylonienia
mechanizmu jego dziatania na sie¢ mTOR oraz powigzane S$ciezki sygnalizacyjne. Moze takze
umozliwi¢ lepsze poznanie mechanizméw lekoopornosci 1 wylonienie kandydatow nowych lekow do

terapii skojarzonej na podstawie analizy sztucznie wygenerownych sieci.



