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WYKAZ SKRÓTÓW  

3D Trójwymiarowy Three-dimensional  

AGO - Argonaute 

AKT / 

PKB 
Kinaza białkowa B  Protein kinase B 

ANG Angiopoetyna  Angiopoietin 

BAD - 
Bcl-2 associated agonist of cell 

death 

Bcl-2 - B-cell leukemia/lymphoma 2  

BRAF - 
V-Raf murine sarcoma viral 

oncogene homolog B1 

CCL - C-C motif chemokine ligand 

COSMIC 
Katalog mutacji somatycznych w 

nowotworach 

Catalogue of somatic mutations in 

cancer  

CSCs 
Nowotworowe komórki 

macierzyste 
Cancer stem cells 

DALY 
Lata życia skorygowane 

niesprawnością 
Disability adjusted life-years 

DGCR8 - 
DiGeorge syndrome critical  

region 8 

ECs Komórki śródbłonka Endothelial cells 

ECM Macierz zewnątrzkomórkowa  Extracellular matrix  

EMT 

Przejście epitelialno-

mezenchymalne / Przejście 

nabłonkowo-mezenchymalne 

Epithelial-mesenchymal transition 

EPCs Progenitory komórek śródbłonka  Endothelial progenitor cells 

EVs Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe  Extracellular vesicles 

FAK Ogniskowa kinaza adhezyjna Focal adhesion kinase  

FDA Agencja Żywności i Leków Food and Drug Administration 

FGF Czynnik wzrostu fibroblastów  Fibroblast growth factor 

HIFs 
Czynniki indukowane 

niedotlenieniem  
Hypoxia inducible factors 

HRE 
Element odpowiedzi na 

niedotlenienie 
Hypoxia response element 

IL Interleukina Interleukin 

ITPP Trispirofosforan mio-inozytolu Myo-inositol trispyrophosphate 

MDM2 - Murine double minute 2  

MMP Metaloproteinaza macierzy  Matrix metalloproteinase 

MREs Miejsca odpowiedzi na miRNA  MiRNA response elements 

mTOR Ssaczy cel rapamycyny   Mammalian target of rapamycin  
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mRNA Informacyjny RNA Messenger RNA  

miRNA 

miR 
MikroRNA  MicroRNA 

NF-κB -  
Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells 

NK 
Komórki naturalnej 

cytotoksyczności 
Natural killer cells 

NH2 Grupa aminowa  Amino group 

NSCLC Niedrobnokomórkowy rak płuca Non-small-cell lung cancer 

PAI-1 Inhibitor aktywatora plazminogenu  Plasminogen activator inhibitor 

PBD Domena wiążąca PIP2 PIP2 binding domain 

PD Domena fosfatazy Phosphatase domain 

PDGF Płytkowy czynnik wzrostu  Platelet derived growth factor 

PDGFR 
Receptor płytkowego czynnika 

wzrostu  

Platelet derived growth factor 

receptor 

PD-L1 
Ligand receptora programowej 

śmierci 1 
Programmed death ligand 1 

PDCD4 
Gen programowanej śmierci 

komórki 4  
Programmed cell death 4  

PHD2 
Białko zawierające domenę 

hydroksylazy prolilowej 2 

Prolyl hydroxylase domain-

containing protein 2 

PHTS 
Zespół guzów hamartomatycznych 

związanych z mutacjami PTEN 

PTEN hamartoma tumor 

syndromes 

PIP2 - 
Phosphatidylinositol-3, 4, 5-

triphosphate 

PIP3 - 
Phosphatidylinositol 4, 5-

triphosphate 

PlGF Łożyskowy czynnik wzrostu Placenta growth factor 

PTEN  Phosphatase and tensin homolog 

Pre-

miRNA 
Pekursorowe miRNA Precursor miRNA 

Pri-

miRNA  
Pierwotne miRNA  Primary miRNA 

RISC - RNA-induced silencing complex 

SDF-1 
Czynnik 1 pochodzący z komórek 

zrębu 
Stromal cell-derived factor 1 

TKI Inhibitory kinaz tyrozynowych  Tyrosine kinase inhibitors 

TME Mikrośrodowisko guza Tumor microenvironment 

TNF-α 
Czynnik martwicy nowotworów 

alfa 
Tumor necrosis factor alpha 

VEGF 
Czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego 
Vascular endothelial growth factor 

VEGFR 
Receptor czynnika wzrostu 

śródbłonka naczyniowego 

Vascular endothelial growth factor 

receptor 

VHL - von Hippel-Lindau 
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STRESZCZENIE  

Zrozumienie mechanizmów molekularnych, związanych z progresją nowotworów 

i kompleksowe podejście do całości mikrośrodowiska guza (TME, ang. tumor 

microenvironment), ma kluczowe znaczenie w poszukiwaniu skutecznych terapii 

przeciwnowotworowych. Jedną z krytycznych cech TME guzów litych jest niedotlenienie 

– niski, niefizjologiczny poziom tlenu (hipoksja). Hipoksja jest głównym czynnikiem 

powodującym patologiczne unaczynienie w guzach, a nieprawidłowości naczyń mają 

istotny wpływ na progresję choroby i determinują skuteczność leczenia. Normalizacja 

naczyń, za pośrednictwem allosterycznego efektora hemoglobiny – ITPP (ang. myo-

inositol trispyrophosphate), wydaje się obiecującym podejściem terapeutycznym, 

co wykazano m.in. w modelu czerniaka. Oprócz kompensacji niedotlenienia ITPP może 

również aktywować supresor nowotworu PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog). 

PTEN pełni istotne funkcje w wielu procesach biologicznych m.in. proliferacji czy 

metabolizmie komórek. Mutacje PTEN lub utrata jego funkcji są obserwowane w wielu 

typach nowotworów. Celem niniejszej pracy było sprawdzenie skuteczności działania 

ITPP w mysim modelu raka nerki i określenie roli PTEN w hipoksyjnym 

mikrośrodowisku guzów.  

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem mysich modeli nowotworów: raka 

nerki (Renca) i czerniaka (B16 F10). In vivo zbadano skuteczność stosowania ITPP 

w raku nerki – jednak nie wykazano pozytywnych efektów terapii, obserwowanych 

wcześniej w modelu czerniaka. Wykonano zatem szereg doświadczeń mających na celu 

określenie roli PTEN w obu modelach cechujących się odmienną odpowiedzią 

na leczenie ITPP. Eksperymenty miały na celu zbadanie aktywności i funkcji PTEN 

w komórkach nowotworowych w warunkach niedotlenienia z uwzględnieniem jego 

wpływu na proces angiogenezy (in vitro). Dodatkowo z zastosowaniem edycji genomu 

metodą CRISPR/Cas9 uzyskano mysie linie komórkowe czerniaka i raka nerki 

z nokautem Pten, co pozwoliło bezpośrednio określić rolę PTEN zarówno w progresji 

guzów (in vivo, in vitro), jak i w odpowiedzi na standardowe leki przeciwnowotworowe 

(in vitro). Ponadto w modelu raka nerki, z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej 

generacji (NGS, ang. next generation sequencing), określono wpływ hipoksji i mutacji 

Pten na zmiany ekspresji miRNA (in vivo, in vitro).  
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Zarówno w czerniaku jak i raku nerki wykazano zależny od hipoksji spadek 

poziomu PTEN i dominację forsforylowanej formy (pPTEN). Tylko w komórkach Renca 

w niedotlenieniu obserwowano równocześnie zmiany aktywności ścieżki p53/MDM2 

przy braku akumulacji pAKT. Z kolei w modelu czerniaka spadek poziomu PTEN 

skutkował klasyczną aktywacją PI3K/AKT. Jednocześnie, hipoksja silnie stymulowała 

wydzielanie czynników pro-angiogennych w modelu raka nerki, co skutkowało zmianami 

aktywności i funkcji komórek śródbłonka. Badania prowadzone z wykorzystaniem 

ustalonych linii komórkowych z nokautem Pten nie wykazały istotnego wpływu 

dysfunkcji PTEN na wzrost guzów (in vivo) i proliferację komórek (in vitro). Badane 

modele różniły się jednak opornością na cisplatynę. Komórki Renca z nokautem Pten 

(Pten/KO) cechowała większa oporność na leczenie niż komórki Pten/WT. Z kolei 

w modelu czerniaka komórki B16 F10 Pten/KO były bardziej wrażliwe na leczenie 

cisplatyną niż komórki Pten/WT. Obserwowane różnice mogą wynikać z odmiennych 

efektów nokaut Pten m. in. na ekspresję p53 i wydzielanie PAI-1 (ang. plasminogen 

activator inhibitor 1) w obu testowanych modelach. Co więcej, w komórkach Renca 

nokaut Pten powodował zmiany poziomu markerów charakterystycznych dla przejścia 

nabłonkowo-mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial to mesenchymal transition). 

W modelu raka nerki obserwowano również istotny wpływ hipoksji i nokautu Pten na 

zmiany ekspresji miRNA. Głównym miRNA ulegającym zwiększonej ekspresji 

w hipoksji był miR-210, natomiast wzrost ekspresji miR-221 może być związany 

ze spadkiem poziomu PTEN w hipoksji. Wśród miRNA ulegających destabilizacji 

w modelach mutacji Pten wyróżnia się onkomir miR-155 oraz miR-100.  

Podsumowując niedotlenienie jest istotnym czynnikiem regulującym aktywność 

PTEN w czerniaku i raku nerki, jednak funkcja PTEN istotnie różni w obu badanych 

modelach. Różnice te mogą odgrywać kluczową rolę w odpowiedzi komórek na 

standardowe terapie przeciwnowotworowe, a wraz z różnicami potencjału 

proangiogennego mogą determinować odpowiedź związaną z normalizacją naczyń za 

pośrednictwem ITPP. Deregulacja PTEN może również istotnie modyfikować 

mikrośrodowisko guza poprzez zmiany ekspresji miRNA. 
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ABSTRACT 

The role of PTEN in the hypoxic microenvironment of kidney cancer  

and melanoma 

Understanding the molecular mechanisms involved in cancer progression and 

a comprehensive approach taking into account the entire tumor microenvironment (TME) 

is crucial for the search of effective anticancer treatment. One of the critical features of 

the TME of solid tumors is hypoxia - low, non-physiological oxygen tension. Hypoxia is 

the main factor causing pathological angiogenesis in tumors. Vessels abnormalities have 

a significant impact on cancer progression and determine the effectiveness of treatment. 

Normalization of vessels via the allosteric effector of hemoglobin – ITPP (myo-inositol 

trispyrophosphate), seems to be a promising therapeutic approach, as demonstrated, 

among others, in a melanoma model. In addition to compensation of tumor hypoxia, ITPP 

can also activate the tumor suppressor PTEN (phosphatase and tensin homolog). PTEN 

plays an important role in different cellular processes, including cell proliferation and 

metabolism. PTEN mutations or loss of PTEN function are observed in many types of 

cancer. The aim of this study was to verify the effectiveness of ITPP treatment in a murine 

model of kidney cancer and to determine the role of PTEN in the hypoxic tumor 

microenvironment.  

Experiments were performed using murine models of kidney cancer (Renca) and 

melanoma (B16 F10). The effectiveness of ITPP in kidney cancer was tested in vivo – 

however, the positive effects of therapy, previously observed in melanoma, were not 

demonstrated. Therefore, research was conducted to determine the role of PTEN in both 

models characterized by a different response to ITPP treatment. The experiments aimed 

to assess the activity and function of PTEN in cancer cells in hypoxia, taking into account 

their effect on angiogenesis (in vitro). Additionally, using CRISPR/Cas9 mediated 

genome editing, murine melanoma and kidney cancer cell lines with Pten knockout were 

established, which allowed direct determination of the role of PTEN in tumor progression 

(in vivo, in vitro), as well as in response to standard anticancer treatment (in vitro). 

Moreover, in a kidney cancer model, the impact of hypoxia and Pten mutations 

on changes in miRNA expression were determined (by next-generation sequencing, 

NGS), in vivo and in vitro. 
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Both in melanoma and kidney cancer cells we observed hypoxia-dependent 

decrease in PTEN levels and a domination of the phosphorylated form (pPTEN). 

However, only in Renca hypoxia caused changes in p53/MDM2 pathway in the absence 

of pAKT accumulation, while in melanoma, a decrease in PTEN levels resulted in classic 

PI3K/AKT activation. Hypoxia also strongly stimulated the secretion of pro-angiogenic 

factors in the kidney cancer model, which resulted in changes in the activity and function 

of endothelial cells. Experiments performed  using established Pten knockout cell lines 

showed no significant impact of PTEN dysfunction on tumor growth (in vivo) and cell 

proliferation (in vitro). However, both tested models showed different resistance 

to cisplatin treatment. Renca cells with Pten knockout (Pten/KO) were more resistant 

to treatment than Pten/WT cells. In turn, B16 F10 Pten/KO cells were more sensitive 

to cisplatin than Pten/WT cells. The observed differences may be related to the different 

effects of Pten knockdown on p53 expression and PAI-1 secretion in both tested models. 

Moreover, in Renca cells, Pten knockdown caused changes in the levels of markers 

characteristic for epithelial to mesenchymal transition (EMT). In kidney cancer model, 

a significant effect of hypoxia and Pten knockout on changes in miRNA expression were 

also observed. The main miRNA upregulated by hypoxia was miR-210, while 

the increase in miR-221 expression may be associated with hypoxia-dependent decrease 

of PTEN level. Among the miRNAs destabilized in Pten mutant cells, the oncomir                 

miR-155 and miR-100 were upregulated. 

To conclude, hypoxia is an important factor regulating PTEN activity in melanoma 

and renal cell carcinoma, but the outcome of PTEN modulation differs significantly 

in  both tested models. These differences may play a key role in the response of cancer 

cells to standard anticancer treatment, and together with differences in pro-angiogenic 

potential, they may determine the ITPP-dependent vessels normalization. Deregulation 

of PTEN may also significantly modify the tumor microenvironment through changes 

in  miRNA expression. 
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1 WSTĘP  

Nowotwory stanowią poważny problem zdrowotny społeczeństwa na całym 

świecie. W 2019 roku na świecie odnotowano 23,6 mln nowych przypadków oraz 10 mln 

zgonów spowodowanych nowotworami [1]. W tej samej analizie wykazano, że wskaźnik 

DALY („lata życia skorygowane niesprawnością”, ang. disability adjusted life-years) 

wyrażający łącznie lata życia utracone wskutek przedwczesnej śmierci bądź uszczerbku 

na zdrowiu; dla nowotworów wynosi 250 milionów lat [1], co również stanowi istotny 

problem społeczny. Prezentowane dane wskazują tendencję wzrostową w porównaniu 

z rokiem 2010, a prognozy zakładają, że ten trend utrzyma się przez kolejne 20 lat [2]. W 

świetle tych perspektyw niezbędne są intensywne badania mające na celu rozwój 

profilaktyki, diagnostyki i terapii przeciwnowotworowej. 

1.1 MIKROŚRODOWISKO GUZA  

Zrozumienie mechanizmów molekularnych związanych z progresją nowotworów 

jest kluczowe dla poszukiwania nowych celów terapii przeciwnowotworowej. 

Kompleksowe badania patofizjologii nowotworów skupiają się nie tylko na komórkach 

nowotworowych, ale również całym mikrośrodowisku guza (TME, ang. tumor 

microenvironment). Wśród komponentów komórkowych, oprócz komórek 

nowotworowych w TME wyróżnia się głównie: komórki śródbłonka (ECs, ang. 

endothelial cells), komórki układu odpornościowego oraz fibroblasty [3]. W TME 

znajduje się macierz zewnątrzkomórkowa (ECM, ang. extracellular matrix) czyli sieć 

makrocząsteczek, które zapewniają wsparcie strukturalne i biochemiczne otaczającym 

ją komórkom. W ECM obecne są m.in.: kolageny, lamininy, elastyny i włókna 

elastyczne, glikoproteiny i proteoglikany; jednak zarówno skład, jak i funkcja ECM 

w nowotworach istotnie różni się od macierzy w prawidłowych tkankach [4, 5]. 

Komunikację między składnikami mikrośrodowiska guza zapewniają cząsteczki 

sygnałowe (cytokiny, chemokiny, czynniki wzrostu) oraz pęcherzyki 

zewnątrzkomórkowe [6]. Do krytycznych cech TME zalicza się również 

fizykochemiczne właściwości: niskie pH, wysokie ciśnienie śródmiąższowe oraz 

niedotlenienie [7]. Interakcje pomiędzy wszystkimi elementami i cechami fizyko-

chemicznymi TME wpływają na progresję choroby, a także determinują skuteczność 

leczenia. Kluczowe szlaki sygnałowe w TME mogą stanowić cel terapeutyczny, co daje 

duże nadzieje na skuteczne, celowane terapie przeciwnowotworowe. 
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1.1.1 Hipoksja 

Niedotlenienie (hipoksja) – niskie, niefizjologiczne ciśnienie parcjalne tlenu jest 

charakterystycznym zjawiskiem występującym w wielu guzach litych. Intensywnie 

proliferujące komórki nowotworowe powodują rozrost guza i zwiększają odległość 

od istniejących naczyń krwionośnych, co ogranicza dyfuzję tlenu i prowadzi do hipoksji. 

Przyjmuje się, że poziom tlenu w niedotlenionych tkankach nowotworu wynosi 

ok. 1  %  pO2, jednak może różnić się pomiędzy heterogennymi obszarami guza [8]. 

Warto podkreślić, że fizjologiczne (występujące w zdrowych tkankach) ciśnienie 

parcjalne tlenu (fizjoksja) różni się między tkankami czy narządami [9, 10] i jest 

przeważnie niższe niż wykorzystywany standardowo w badaniach in vitro, 

atmosferyczny poziom tlenu (21% pO2), co zobrazowano na Rycinie 1. 

 

 

Rycina 1. Poziom tlenu w doświadczeniach in vitro, prawidłowych tkankach i w mikrośrodowisku guza. 

Niedotlenienie indukuje liczne zmiany w mikrośrodowisku guza [11] – 

najważniejsze z nich przedstawiono na Rycinie 2. Pokrótce: hipoksja promuje 

unaczynienie guzów, które jest jednak nieprawidłowe (patologiczne) i umożliwia 

przerzutowanie i jednocześnie obniża skuteczność radio i chemioterapii. Powstawanie 

przerzutów jest również związane z dynamicznymi zmianami – przejściem z fenotypu 
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nabłonkowego do mezenchymalnego, co określa się również terminem przejścia 

eptelialno-mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition). Zmiany te 

zwiększają plastyczność, mobilność i agresywność komórek nowotworowych. 

Regulowane przez niedotlenienie zaburzenia cyklu komórkowego czy indukcja komórek 

o fenotypie nowotworowych komórek macierzystych (CSCs, ang. Cancer stem cells) 

mogą przyczynić się do zmniejszenia efektywności leczenia. Wszystkie te aspekty 

omówiono szczegółowo w kolejnych rozdziałach tej pracy.  

 

Rycina 2. Rola niedotlenienia w progresji nowotworów, angiogenezie, przerzutach i oporności na leczenie. 
Na  podstawie [11], zmienione. 

Odpowiedź komórki na hipoksję jest głównie kontrolowana przez rodzinę 

czynników indukowanych niedotlenieniem (HIFs, ang. hypoxia inducible factors). 

W fizjologicznych warunkach tlenowych podjednostki HIF-α są enzymatycznie 

hydroksylowane, a następnie kierowane do ubikwitynacji za pośrednictwem białka von 

Hippel-Lindau (VHL). W warunkach niedotlenienia, hydroksylacja podjednostek HIF-α 

zostaje zatrzymana, białko ulega stabilizacji, wiąże się z podjednostką HIF-β i jest 

transportowane do jądra komórkowego. Powstały dimer przyłącza się do sekwencji DNA 
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w miejscu odpowiedzi na niedotlenienie (HRE, ang. hypoxia response element) 

i rozpoczyna proces transkrypcji genów związanych z hipoksją [12]. Do tej pory odkryto 

trzy izoformy HIF-α: HIF-1α, HIF-2α oraz HIF-3α [13]. Poziom HIF-1α wzrasta podczas 

ostrej odpowiedzi na niedotlenienie, osiągając szczyt po 4-8 godzinach, podczas gdy 

HIF- 2α gromadzi się w celu regulacji odpowiedzi komórkowej w długotrwałym 

niedotlenieniu (24-72 h) [14]. Z kolei HIF-3α jest negatywnym regulatorem podjednostki 

HIF-1α i hamuje wiązanie HIF-1 z DNA [13]. HIF-1α może być stabilizowany także 

niezależnie od poziomu tlenu; poprzez mutacje genu VHL, których efektem jest 

zaburzenie degradacji HIF-α i wywołanie stanu „pseudohipoksji” [15]. Mutacje VHL są 

często spotykane w nowotworach nerki, gdzie stanowią, według różnych źródeł, do 60 % 

przypadków [16, 17]. 

Niezależnie czy stabilizacja HIF-α odbywa się w sposób zależny czy niezależny 

od niedotlenienia, to powoduje aktywację transkrypcji wielu genów. Do tej pory 

potwierdzono ponad 100 genów docelowych dla HIFs, w tym głownie regulujących 

angiogenezę, ale też istotnych dla przemian metabolicznych, proliferacji i apoptozy, 

migracji czy przerzutowania [18]. Zatem szlaki sygnałowe indukowane 

za pośrednictwem HIFs mają istotne znaczenie w progresji nowotworów i regulacji wielu 

komponentów mikrośrodowiska guza. 

1.1.2 Unaczynienie w nowotworach  

Rozwój naczyń krwionośnych w TME umożliwia dostarczanie składników 

odżywczych i tlenu, a także usuwanie metabolitów – co jest niezbędne do wzrostu guzów. 

Wyróżnia się kilka sposobów rozwoju układu naczyniowego w nowotworach, 

najważniejsze to: angiogeneza, waskulogeneza i mimikra naczyniowa.  

Angiogeneza, czyli wzrost nowych naczyń z wcześniej istniejących, występuje 

najczęściej i jest ściśle związana z odpowiedzią na niedotlenienie. Krytycznym 

czynnikiem angiogenezy jest regulowana m.in. przez HIFs rodzina czynników wzrostu 

śródbłonka naczyniowego VEGF (ang. vascular endothelial growth factor), w której 

wyróżniamy: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i łożyskowy czynnik wzrostu 

(PlGF, ang. placenta growth factor). Kluczowym czynnikiem stymulującym 

unaczynienie w nowotworach jest VEGF-A, który działa poprzez receptory VEGFR1 

i VEGFR2 (ang. vascular endothelial growth factor receptor) obecne głównie na 

komórkach śródbłonka. Sygnalizacja VEGF-VEGFR zwiększa aktywność i migrację EC, 
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a także promuje powstawanie tzw. komórek wierzchołkowych (ang. tip cells), które 

odgrywają istotną rolę w kiełkowaniu nowych naczyń krwionośnych. Wśród innych 

ważnych czynników proangiogennych można wyróżnić również: czynnik wzrostu 

fibroblastów-2 (FGF2, ang. fibroblast growth factor-2), płytkopochodny czynnik wzrostu 

(PDGF, ang. platelet derived growth factor) czy angiopoetyny: ANG-1 ANG-2 (ang. 

angiopoietin) [19].  

Unaczynienie guza może powstawać w procesie waskulogenezy, czyli tworzenia 

naczyń de novo, w którym uczestniczą progenitory komórek śródbłonka (EPCs, ang. 

endothelial progenitor cells). Proces ten wymaga mobilizacji i rekrutacji EPCs ze szpiku 

kostnego do guza, co jest regulowane m.in. przez: VEGF, SDF-1 (czynnik 1 pochodzący 

z komórek zrębu, ang. stromal cell-derived factor 1), czy chemokiny CCL2 i CCL5  (ang. 

C-C motif chemokine ligand) [20]. EPCs tworzą nowe naczynia krwionośne i różnicują 

się w dojrzałe ECs. Wzmożoną migrację EPCs, a także możliwość wbudowywania się 

w struktury naczyniopodobne tworzone przez dojrzałe ECs, obserwowano w modelu 3D 

czerniaka in vitro [21]. Co ciekawe, EPCs zapewniają nie tylko wsparcie strukturalne 

powstającym naczyniom, ale także wydzielają szereg czynników regulujących 

angiogenezę [22]. Istotna rola EPCs w tworzeniu naczyń, może być również 

wykorzystana jako cel terapeutyczny – prowadzone są liczne badania mające na celu 

wykorzystanie EPCs w terapii chorób związanych z niedotlenieniem, w tym 

w nowotworach [23], ale również w chorobach kardiologicznych [24], chorobach płuc 

[25] czy w chorobach neurodegeneracyjnych – co wykazał nasz zespół również w modelu 

Alzheimera [26]. 

Rozwój unaczynienia guza może być związany także z procesem zwanym 

mimikrą naczyniową. Jest to zdolność komórek nowotworowych do tworzenia struktur 

przypominających naczynia, bez udziału komórek śródbłonka. Struktury te stanowią 

alternatywną drogę dostarczania krwi i składników odżywczych do guza, jednocześnie 

promując przerzuty [27]. Mimikrę naczyniową zaobserwowano w wielu typach 

nowotworów, w tym: czerniaku [28], glejaku [29] czy nowotworach płuc [30].  

W prawidłowych tkankach proces tworzenia naczyń jest regulowany poprzez 

homeostazę czynników pro i antyangiogennych (Rycina 3A). W nowotworach balans 

pomiędzy czynnikami stymulującymi i hamującymi tworzenie nowych naczyń zostaje 

zaburzony (Rycina 3B) [31]. Istotną rolę odgrywa również macierz zewnątrzkomórkowa, 
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stanowiąca rezerwuar czynników proangiogennych, które są uwalniane z macierzy m.in. 

przez plazminę czy metaloproteinazy (MMPs,  ang. matrix metalloproteinases) [32]. 

Tworzone w warunkach ciągłej stymulacji proangiogennej naczynia krwionośne 

są niefunkcjonalne. Patologiczne unaczynienie guzów charakteryzuje się brakiem 

hierarchicznej organizacji i pozbawione jest podziału na tętniczki, naczynia włosowate 

i żyłki [33]. Naczynia guza mają nieregularny kształt i wykazują wysoką heterogenność 

w obrębie TME, co powoduje nieprawidłowy przepływ krwi oraz wzrost ciśnienia płynu 

śródmiąższowego. Komórki śródbłonka w naczyniach krwionośnych guza nie tworzą 

ciasnych połączeń (ang. „tight junctions”), co wzmaga przepuszczalność naczyń [34]. 

Udowodniono, że ECs izolowane z nowotworu piersi istotnie różnią się fenotypowo 

i funkcjonalnie od ECs zdrowej tkanki tej samej pacjentki [35]. W TME obserwuje się 

również zaburzenia komórek okołonaczyniowych; perycytów czy komórek mięśni 

gładkich naczyń, a także defekty błony podstawnej [36, 37]. Z patologicznym 

unaczynieniem związane są również nieprawidłowości macierzy zewnątrzkomórkowej – 

zwiększenie sztywności ECM charakterystyczne dla nowotworów może zaburzać 

tworzenie regularnych naczyń i szczelność połączeń między ECs [38, 39]. Wadliwe 

funkcjonowanie naczyń w guzie promuje obszary hipoksyjne, utrudnia transport leków – 

co powoduje nieskuteczność terapii; zaburza także rekrutację komórek układu 

odpornościowego i umożliwia ucieczkę komórek nowotworowych do krwiobiegu, 

co prowadzi do powstawania przerzutów [19].   
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Rycina 3. Schematyczne porównanie unaczynienia. Prawidłowe tkanki z zachowaniem równowagi pomiędzy 
czynnikami pro i antyangiogennymi (A), nieprawidłowe unaczynienie w nowotworach – dominacja czynników 
proangiogennych (B) koncepcja normalizacji naczyń w nowatorach i przywrócenie balansu między czynnikami 

pro  i  antyangiogennymi (C) Na podstawie [31], zmienione. 

1.1.3 Terapie celujące w angiogenezę guza  

Badania skupiające się na angiogenezie jako potencjalnym celu terapii 

przeciwnowotworowej zostały zapoczątkowane w latach 70-tych XX wieku. Wtedy, 

Judah Folkman zaobserwował, że przy braku unaczynienia guzy nie mogą rosnąć więcej 

niż do 2-3 mm i zaproponował, że inhibicja tworzenia naczyń spowoduje zahamowanie 

wzrostu guzów [40]. Dało to początek terapii przeciwangiogennej zwanej również terapią 

antyangiogenną, prężnie rozwijającej się przez kolejne lata. Pierwszym, zatwierdzonym 

w 2004 roku przez Agencję Żywności i Leków (FDA, ang. Food and Drug 

Administration) antyangiogennym lekiem był bewacyzumab, humanizowane 

przeciwciało monoklonalne, które wiążąc krążący VEGF-A zapobiega jego interakcji 

z receptorem i hamuje szlak proangiogenny [41, 42]. Od tego czasu opracowano szereg 

inhibitorów angiogenezy, stosowanych w badaniach klinicznych i zatwierdzonych do 

stosowania w leczeniu wielu nowotworów. Leki te różnią się mechanizmem działania, 

jednak zdecydowana większość z nich skupia się na sygnalizacji przez VEGF [43]. 

Przykładowo aflibercept to rekombinowane białko fuzyjne, które blokuje interakcję 
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VEGF (VEGF-A i VEGF-B) oraz PlGF z ich receptorami, działając na zasadzie pułapki 

wiążącej białka [44]. Z kolei inhibitory kinaz tyrozynowych (TKIs, ang. tyrosine kinase 

inhibitors) hamują wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe poprzez blokowanie 

receptorów odgrywających istotną rolę w procesie angiogenezy. Wśród TKIs 

wyróżniamy m.in.: sorafenib, celujący w VEGFR2 i 3, PDGFR-b, Flt-3 i c-Kit, sunitynib 

ukierunkowany na VEGFR1 i 3, PDGFR, Flt-3 i c-Kit, a także aksytynib 

charakteryzujący się dużą selektywnością wobec VEGFR [45, 46]. Warto zaznaczyć, 

że wśród TKI są również leki skierowane na inne szlaki sygnałowe np. wemurafenib czyli 

wysoce selektywny inhibitor kinazy BRAF, stosowany z leczeniu czerniaka z  mutacją 

genu BRAF [47].   

Leki celujące w angiogenezę mogą być stosowane w monoterapii lub 

w połączeniu z radio i chemioterapią – w zależności od typu nowotworu czy mechanizmu 

działania leku. Przykładowo, bewacyzumab stosowany w raku okrężnicy daje pozytywne 

efekty z chemioterapeutykami, ale nie w monoterapii [42, 48]. Z kolei w nowotworach 

płuc wykazano, że kombinacja bewacyzumab z chemioterapią istotnie zmniejsza perfuzję 

leku do guza, co przekłada się na nieskuteczność terapii mieszanej [49]. Stosowanie TKIs 

w monoterapii wykazało pozytywny efekt u pacjentów z rakiem wątrobowo-

komórkowym (sorafenib [50]) czy rakiem nerki (sorafenib [51, 52], sunitynib [53]).   

Niestety skuteczność terapii antyangiogennej jest ograniczona. 

Do najważniejszych czynników decydujących o wytworzeniu oporności na leczenie 

zalicza się promowanie niedotlenienia, indukcję komórek o fenotypie CSCs oraz 

zwiększenie agresywności komórek i promowanie przerzutów [54]. Nowym podejściem 

w terapii celującej w unaczynienie jest kontrolowanie angiogenezy i przywrócenie 

równowagi między czynnikami pro i antyangiogennymi,  czego efektem jest normalizacja 

naczyń w guzie (Rycina 3C). Wykazano, że submaksymalne dawki leków 

antyangiogennych mogą normalizować naczynia krwionośne i zwiększać skuteczność 

terapii skojarzonej (z chemioterapią lub radioterapią) [55]. Wyzwaniem jest jednak 

określenie „okna terapeutycznego”, kiedy normalizacja następuje; i dostosowanie 

harmonogramu leczenia do konkretnych typów nowotworów i mechanizmu działania 

leku [56]. W związku z tym coraz częściej poszukuje się alternatywnych metod 

promujących normalizację naczyń. W modelu mysim wykazano, że białko Semaforyna 

3A może być skutecznym regulatorem angiogenezy, umożliwiając normalizację naczyń, 

także poprzez poprawę funkcji perycytów [57]. Z kolei wazohibina, będąca regulatorem 
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ujemnego sprzężenia zwrotnego angiogenezy [58], promuje dojrzewanie naczyń  

hamując kiełkowanie ECs w modelu czerniaka [59]. Normalizację naczyń w guzie 

osiągnięto również u myszy z niedoborem PHD2 (ang. prolyl hydroxylase domain-

containing protein 2), co skutkowało zmniejszeniem inwazyjności i przerzutów [60]. 

Jednak dalsze badania nad terapiami pozwalającymi osiągać stabilną, długotrwałą 

normalizację naczyń są wciąż konieczne i mogą istotnie przyczynić się do poprawy 

skuteczności leczenia nowotworów.   

1.1.4 Trispirofosforan mio-inozytolu ITPP 

Trispirofosforan mio-inozytolu (ITPP, ang. Myo-inositol trispyrophosphate) 

to  cząsteczka o obiecujących właściwościach pozwalających na kompensację 

niedotlenienia w guzie i uzyskanie stabilnej normalizacji naczyń. Działa jako 

allosteryczny efektor hemoglobiny, indukując przesunięcie krzywej równowagi tlen-

hemoglobina w czerwonych krwinkach [61], co może mieć kluczowe znaczenie 

w regulacji angiogenezy. In vitro w badaniu prowadzonym w dynamicznym modelu 

przepływów obecność erytrocytów traktowanych ITPP hamowała zdolność ECs 

do tworzenia naczyń w niedotlenieniu, przy jednoczesnym obniżeniu ekspresji HIF 

i VEGF [62]. ITPP wykazuje aktywność w niskim pH, czyli warunkach 

charakteryzujących TME [63]. Cząsteczka ta została z powodzeniem przetestowana 

w kilku zwierzęcych modelach nowotworów, a także chorób kardiologicznych [64]. 

Stosowanie ITPP spowodowało redukcję wielkości guzów i zmniejszenie rejonów 

nekrotycznych w modelu czerniaka, redukując także przerzuty do płuc i poprawiając 

przeżywalność zwierząt [65]. Podobne efekty obserwowano w modelu nowotworu 

wątroby – hamowanie wzrostu guza, zwiększone przeżycie zwierząt przy jednoczesnej 

zmniejszonej aktywności HIF i spadku poziomu VEGF [66]. W modelu nowotworu 

głowy i szyi nie odnotowano wpływu ITPP na wielkość guzów, jednak wykazano 

pozytywny efekt w terapii mieszanej: lepsze utlenowanie guza związane z działaniem 

ITPP zwiększyło skuteczność radioterapii [67]. Z kolei w glejakach nie obserwowano 

pozytywnych efektów stosowania ITPP, również w połączeniu z radioterapią [68, 69]. 

Pośrednio ITPP może regulować także inne elementy mikrośrodowiska guza –  

podniesienie poziomu tlenu na skutek stosowania ITPP moduluje fenotyp i właściwości 

odpowiedzi immunologicznej [70]. W modelu czerniaka wykazano, że ITPP może 

aktywować jeden z głównych supresorów nowotworu – PTEN (ang. phosphatase and 

tensin homolog) w komórkach śródbłonka, co ma kluczowe znaczenie w kontrolowaniu 
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wzrostu guza i regulacji angiogenezy. Specyficzność aktywacji PTEN przez ITPP 

potwierdzono również w badaniach in vitro z wykorzystaniem techniki 

powierzchniowego rezonansu plazmonowego [71]. Wszystkie powyższe właściwości 

ITPP są obiecujące w kontekście osiągania stabilnej normalizacji naczyń i terapeutycznej 

modyfikacji mikrośrodowiska guza, jednak niespójność wyników w różnych typach 

nowotworów wymaga dalszych badań, również w kontekście aktywacji PTEN.  

1.2 PTEN  

 PTEN, supresor nowotworu, został po raz pierwszy opisany w 1997 roku [72, 73]. 

Początkowo PTEN uważano za białko cytoplazmatyczne, jednak obecnie wiadomo, że 

jest obecne też w jądrze komórkowym, retikulum endoplazmatycznym, mitochondriach, 

a także przestrzeni międzykomórkowej, przez co wpływa na modulacje komponentów 

TME [74, 75]. Ze względu na różnorodność biologicznych funkcji (związanych ściśle z 

lokalizacją śródkomórkową) oraz wiele poziomów regulacji ekspresji i aktywności, 

potencjał diagnostyczny i terapeutyczny PTEN wciąż pozostaje niejednoznaczny.  

1.2.1 Struktura PTEN  

 Gen PTEN zlokalizowany jest na chromosomie 10q23 i koduje białko złożone 

z 403 aminokwasów, w którym wyróżnia się 5 domen funkcyjnych. Przy końcu NH2 

znajduje się domena wiążąca fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PBD ang. 

PIP2 binding domain) oraz domena fosfatazy (PD ang. phosphatase domain), która jest 

odpowiedzialna za aktywność enzymatyczną supresoru guza. Dalej wyróżnia się domenę 

wiążącą błonę lipidową, która uczestniczy w wiązaniu PTEN do błony plazmatycznej 

oraz C-końcowy ogon i domeny wiążące białka PDZ, regulujące aktywność i stabilność 

białka PTEN [76]. 

1.2.2 Regulacja ekspresji i aktywności PTEN 

 Utrata funkcji PTEN może być następstwem wielu zdarzeń molekularnych, 

zarówno genetycznych, jak i epigenetycznych. Szacuje się, że ok 13,5 % ludzkich 

nowotworów ma mutację lub zmienioną funkcję PTEN [77]. Co więcej, PTEN jest 

uważany za gen haploniewystarczalny – mutacja tylko w jednym allelu jest wystarczająca 

do promowania progresji guza, co udowodniono w mysim modelu raka prostaty [78]. 
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 Mutacje zarodkowe genu PTEN powodują występowanie zespołów guzów 

hamartomatycznych (PHTS, ang. PTEN hamartoma tumor syndromes), obejmujących 

szereg autosomalnych dominujących zespołów klinicznych, takich jak: zespół Cowdena, 

zespół Bannayana-Rileya-Ruvalcaby czy zespół Prometeusza [79]. PTHS wiąże się 

z dużą podatnością na występowanie nowotworów, w tym nowotworu: piersi, jelita 

grubego, tarczycy, endometrium, nerki czy czerniaka [80].   

W wielu typach nowotworów występują somatyczne mutacje PTEN, których, 

według katalogu mutacji COSMIC, wykryto ponad 1900, w tym: delecje, insercje czy 

mutacje zmiany sensu [81]. Mutacje te występują w miejscach kodujących wszystkie 

5 domen funkcyjnych, dlatego też efekt biologiczny poszczególnych mutacji może być 

różny. Ekspresja PTEN jest związana z regulacją transkrypcji, w tym zmian 

epigenetycznych lub zmian aktywności czynników transkrypcyjnych [76, 82]. Kluczową 

rolę w regulacji potranskrypcyjnej PTEN odgrywa również mikroRNA, co szerzej 

opisano w Rozdziale 1.3.4. Funkcjonalność PTEN zależy także od modyfikacji 

potranslacyjnych (w tym fosforylacji, ubikwitynacji czy acetylacji), które determinują 

aktywność PTEN, a także wpływają na jego subkomórkową lokalizację [76]. Co więcej, 

interakcje z innymi białkami również wpływają na funkcje PTEN [82]. Istotną rolę 

w regulacji ekspresji i aktywności PTEN może również odgrywać niedotlenienie – 

w modelu nowotworów płuc wykazano, że hipoksja zmniejsza poziom PTEN, promując 

jego mniej aktywną formę – fosforylowany PTEN (pPTEN) [83]. 

1.2.3 Molekularne funkcje PTEN  

  Główna rola PTEN w komórce jest związana z aktywnością fosfatazy lipidowej. 

PTEN jest negatywnym regulatorem ścieżki PI3K/AKT/mTOR – defosforylując PIP3 

do PIP2 hamuje aktywność serynowo-treoninowej kinazy białkowej AKT, zwanej także 

kinazą białkową B (PKB, ang. Protein kinase B) [84]. Kluczowym efektorem AKT jest 

ssaczy cel rapamycyny, mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase), pełniący 

istotne funkcje w procesach związanych z proliferacją, wzrostem i metabolizmem 

komórek [85].  Oprócz mTOR kinaza AKT reguluje również inne białka, w tym MDM2 

(ang. murine double minute 2) – inhibitor supresora nowotworu p53 [86], czy BAD (ang. 

Bcl-2 associated agonist of cell death) – białko regulujące apoptozę [87]. Sygnalizacja 

PI3K/AKT jest jedną z najczęściej aktywowanych ścieżek w wielu typach nowotworów 

i uczestniczy w regulacji wielu podstawowych procesów komórkowych, istotnych 
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w progresji guza, jak: wzrost, proliferacja, przeżycie, metabolizm, a także odpowiedź 

immunologiczna [88, 89]. Co więcej, nieprawidłowości sygnalizacji PI3K/AKT mają 

istotne znaczenie dla skuteczności stosowanych terapii przeciwnowotworowych [84]. 

Oprócz kanonicznej funkcji fosfatazy lipidowej, PTEN wykazuje także aktywność 

fosfatazy białkowej, np. defosforylując białko FAK (ang. focal adhesion kinase) i białko 

Shc może regulować migrację komórek [90, 91]. Funkcja PTEN w regulacji adhezji 

komórek jest związana z bezpośrednią defosforylacją białka β-catenin i pośrednią 

regulacją kompleksu adhezyjnego β-catenin/E-cadherin [92]. W modelu nowotworu płuc 

wykazano, że utrata PTEN powodowała spadek ekspresji β-catenin, a także indukowała 

zmiany charakterystyczne dla EMT: zmniejszenie poziomu E-cadherin przy 

jednoczesnym wzroście ekspresji białek Vimentin i MMP2, a także nagromadzenie 

w jądrze czynników transkrypcyjnych Snail i Slug [93]. Funkcje PTEN niezwiązane 

z aktywnością fosfatazy są szczególnie istotne w jądrze komórkowym. Wykazano, 

że PTEN odgrywa istotną rolę w utrzymaniu stabilności genomu poprzez interakcje 

z cząsteczkami zaangażowanymi w replikację DNA, a utrata jądrowego PTEN prowadzi 

do rozległych pęknięć centromeru i translokacji chromosomów [94]. PTEN jest również 

istotnym elementem mechanizmów naprawy DNA [95] i pełni kluczowe funkcje 

w regulacji cyklu komórkowego [96, 97]. PTEN uczestniczy również w utrzymaniu 

prawidłowej kondensacji chromatyny poprzez wiązanie histonu H1 [98]. 

Wiele funkcji PTEN jest ściśle związana z mikrośrodowiskiem guza. Wykazano, 

że może być wydzielany w postaci rozpuszczalnej (PTEN-long) i transportowany 

za pośrednictwem egzosomów, co przyczynia się do modulacji innych komponentów 

TME [99]. W badaniach na myszach wykazano, że dootrzewnowe podanie PTEN-long 

powodowało regresję guza w modelu nowotworu jelita grubego [100]. Co ciekawe, także 

mikrośrodowisko może regulować jego wydzielanie – obserwowano zmniejszenie 

wydzielania PTEN-long w hipoksji [101]. Z kolei rola PTEN w modulacji odpowiedzi 

immunologicznej jest dwojaka – zmiany PTEN w komórkach nowotworowych modulują 

sygnały wysyłane do TME, a z drugiej strony dysfunkcja PTEN w komórkach układu 

odpornościowego wpływa na ich aktywność [102]. Utrata PTEN zwiększa ekspresję 

ligandu programowanej śmierci komórki PD-L1 (ang. programmed death ligand 1), który 

jest negatywnym regulatorem odporności przeciwnowotworowej [103, 104]. Poziom 

PTEN wpływa również na potencjał wydzielniczy komórek nowotworowych; 

przykładowo w nowotworze prostaty wykazano korelację między utratą PTEN 
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a zwiększeniem poziomu wydzielanej interleukiny 8 (IL, ang. Interleukin) [105]. 

W modelach przedklinicznych czerniaka utrata PTEN w komórkach nowotworowych 

zwiększyła wydzielanie cytokin immunosupresyjnych, powodując zmniejszenie 

infiltracji limfocytów T w guzach [106]. Dodatkowo zmiany aktywności PTEN 

w komórkach odpornościowych: komórkach dendrytycznych, makrofagach czy 

limfocytach również skutkują zmniejszeniem skuteczności odpowiedzi 

przeciwnowotworowej [107]. PTEN pełni również istotne funkcje w angiogenezie [75]. 

Wyciszenie ekspresji PTEN w komórkach nowotworowych zwiększa wydzielanie 

VEGF, co w kokulturze z komórkami śródbłonka promuje ich proliferację, migrację, 

a także indukcję angiogenezy in vitro [108]. Dodatkowo delecja PTEN w komórkach 

śródbłonka, także powoduje rozrost naczyń związany z brakiem pośrednictwa 

w zatrzymaniu proliferacji wywołanym przez Notch [109]. 

1.2.4 Znaczenie kliniczne PTEN  

W wielu nowotworach wykazuje się korelację poziomu PTEN z obserwacjami 

klinicznymi. U pacjentów z rakiem prostaty obniżony poziom PTEN był związany 

z wyższym stopniem agresywności, a także zwiększonym występowaniem przerzutów 

i ryzykiem zgonu [110]. Zmniejszone przeżycie pacjentów, wzrost agresywności guzów 

i występowanie przerzutów korelowało ze zmniejszoną ekspresją PTEN również 

w innych typach nowotworów, w tym: w raku piersi, wątroby, jajnika czy w glejakach 

[111-113]. W przypadku czerniaka obniżony poziom PTEN korelował ze zmniejszonym 

czasem przeżycia pacjentów, a także krótszym czasem wystąpienia przerzutów do mózgu 

[114]. Niewiele jednak wiadomo na temat molekularnych aspektów utraty PTEN – 

w analizie 92 próbek pierwotnych czerniaków 33% charakteryzowało się obniżonym 

poziomem cytoplazmatycznego białka PTEN, natomiast w 91% próbek wykazano brak 

lub obniżony poziom ekspresji jądrowego PTEN [115]. Utrata jądrowego PTEN 

korelowała z anatomiczną lokalizacją przerzutów i indeksem mitotycznym w badanych 

próbkach, jednak utraty cytoplazmatycznego białka nie udało się połączyć 

z obserwacjami klinicznymi [115]. Szczegółowa analiza ekspresji PTEN w lokalizacjach 

subkomórkowych jest rzadkością w badaniach prowadzonych na dużej grupie pacjentów. 

Jednocześnie w wielu typach nowotworów wartość prognostyczna PTEN pozostaje 

kontrowersyjna i publikowane dane prowadzą do rozbieżnych wniosków. Przykładowo 

w raku nerki dwie niezależne metaanalizy wskazują jednocześnie na istotne znaczenie 
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poziomu PTEN w progresji choroby [116], jak i brak korelacji poziomu PTEN z cechami 

kliniczno-patologicznymi [117]. 

W wielu typach nowotworów wykazano zależność między poziomem PTEN 

a odpowiedzią na stosowane terapie przeciwnowotworowe. Kontrola wielu procesów 

biologicznych przez PTEN sprawia, że modulacja oporności na leczenie odbywa się za 

pośrednictwem wielu mechanizmów i dotyczy terapii o różnym mechanizmie działania. 

Mutacje PTEN indukują oporność na standardowe terapie (chemio i radioterapia) poprzez 

hiperaktywację szlaku AKT [118]. Zwiększoną oporność na radioterapię obserwowano 

w komórkach z mutacją PTEN (indukowaną za pośrednictwem edycji genomu z użyciem 

systemu CRISPR/Cas9) w modelu nowotworu płuc [119]. Poziom PTEN ma również 

istotne znaczenie w odpowiedzi na klasyczne chemioterapeutyki. W modelu nowotworu 

jajnika wyciszenie PTEN spowodowało wzrost oporności na cisplatynę – 

chemioterapeutyk zaburzający replikację DNA i podział komórek, a także indukujący 

apoptozę komórek [120]. Z kolei w raku endometrium mutacje PTEN powodują 

zwiększenie oporności na docetaksel – lek zakłócający podziały komórkowe poprzez 

wiązanie i stabilizację mikrotubul [121]. Ekspresja PTEN wpływa również na wrażliwość 

na doksorubicynę, której działanie opiera się na hamowaniu topoizomeraz i interkalację 

w DNA, czego skutkiem jest zahamowanie proliferacji komórek. W modelach ostrej 

białaczki limfoblastycznej niska ekspresja PTEN skutkowała mniejszą wrażliwością na 

leczenie doksorubicyną, a mechanizm tej oporności był związany z aktywacją 

mechanizmów antyapoptotycznych za pośrednictwem MDM2 [122]. Poziom PTEN 

odgrywa również istotną rolę w odpowiedzi na terapie celowane. W raku nerki wykazano, 

że zmniejsza skuteczność leczenia sunitynibem i sorafenibem – lekami o właściwościach 

antyangiogennych. Co istotne, zależność tę wykazano in vitro indukując mutacje PTEN 

metodą CRISPR/Cas9 w liniach komórkowych raka nerki, ale również potwierdziły 

to obserwacje kliniczne – w grupie pacjentów leczonych sorafenibem lub sunitynibem 

o niskim poziomie PTEN, czas przeżycia wolny od progresji był znacząco niższy, 

niż w  grupie o wysokim poziomie PTEN [123]. Z kolei w modelu czerniaka wykazano, 

że spadek poziomu PTEN indukuje oporność na inhibitory BRAF, poprzez hamowanie 

apoptozy [124]. Istotna rola PTEN w modulacji odpowiedzi immunologicznej w TME 

przekłada się także na niższą skuteczność immunoterapii nowotworów – co wykazano 

m.in. w modelu czerniaka czy raka prostaty [106, 125]. 
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Podsumowanie rozważań dotyczących mechanizmów regulacji i funkcji PTEN 

w nowotworach zaprezentowano na Rycinie 4. Pomimo niekwestionowanej roli PTEN 

w progresji nowotworów, modulacji ich mikrośrodowiska, a także odpowiedzi na terapie 

przeciwnowotworowe, zarówno wartość prognostyczna, jak i terapeutyczna tego 

supresora guza wymaga dalszych badań i zrozumienia aktywności PTEN unikalnej dla 

różnych typów nowotworów.  

 

Rycina 4. Schemat przedstawiający złożoność mechanizmów regulacji i lokalizacji PTEN w nowotworach 

wpływających na różnorodność funkcji i znaczenie kliniczne. 

1.3 MIKRORNA 

1.3.1 Definicja, biogeneza, funkcja   

MikroRNA (miRNA, miR, ang. Micro-RNA) to małe, jednoniciowe, niekodujące 

cząsteczki RNA uczestniczące w regulacji ekspresji genów. Po raz pierwszy miRNA 

opisano w 1993 roku u nicienia Caenorhabditis elegans [126]. Kanoniczna biogeneza 

miRNA rozpoczyna się w jądrze komórkowym, gdzie sekwencje kodujące miRNA 

ulegają transkrypcji przez polimerazę II tworząc długie pierwotne miRNA (pri-miRNA, 

ang. primary miRNA) [127]. Pri-miRNA następnie jest przetwarzany na krótsze (70-120 

nukleotydowe) prekursorowe miRNA (pre-miRNA, ang. Precursor miRNA) przez 

kompleks katalityczny (zwany mikroprocesorem) złożony z RNazy III Drosha i białek 

wiążących RNA, DGCR8 (ang. DiGeorge syndrome critical region 8) [128, 129]. 

Pre- miRNA jest transportowany do cytoplazmy, gdzie ulega rozdzieleniu na mniejsze 
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(19-24 nukleotydowe), dwuniciowe fragmenty przy udziale endonukleazy Dicer [130]. 

Dupleks miRNA jest następnie przekazywany do białek AGO (ang. Argonaute) – zostaje 

wytworzona dojrzała, jednoniciowa cząsteczka miRNA, i tworzony jest kompleks RISC 

(ang. RNA-induced silencing complex), który pośredniczy w rozpoznawaniu docelowych 

dla miRNA informacyjnych RNA (mRNA, ang. messenger RNA) [131]. Mechanizmy 

regulacji ekspresji miRNA obejmują zarówno zmiany transkrypcyjne (zmiany ekspresji 

genów i hipermetylacji promotora), potranskrypcyjne (zmiany w przetwarzaniu miRNA), 

jak i wpływ związków endogennych (np. hormony, cytokiny) i egzogennych (np. 

ksenobiotyki) [132]. Główny mechanizm działania miRNA polega na przyłączaniu się 

na zasadzie komplementarności do miejsc odpowiedzi na miRNA (MREs ang. miRNA 

response elements). MREs zlokalizowane są głównie obrębie regionu 3’UTR docelowego 

transkryptu, co prowadzi do degradacji mRNA lub zahamowania translacji [133]. Istnieją 

również dowody wykazujące, że miRNA może wpływać stymulująco na ekspresję 

niektórych genów [134].  Szacuje się, że ekspresja ok 30 % ludzkich genów może być 

regulowana przez miRNA – co czyni je ważnymi regulatorami wielu istotnych procesów 

biologicznych [134]. Jedna cząsteczka miRNA może regulować ekspresję wielu mRNA, 

a z drugiej strony każde mRNA może być regulowane przez wiele miRNA, dlatego sieć 

powiązań miRNA-mRNA jest bardzo rozbudowana. Liczne badania poświęcone 

ilościowej i jakościowej ocenie ekspresji miRNA wykazały znaczne zmiany w ich 

profilach ekspresji w różnych stanach patologicznych, w tym w nowotworach [135, 136]. 

1.3.2 Ekspresja miRNA w nowotworach  

 Nieprawidłowa ekspresja miRNA w nowotworach jest spowodowana zmianami 

genetycznymi i epigenetycznymi [137]. Zmniejszona ekspresja Dicer w raku płuc 

korelowała z gorszym rokowaniem, co może być związane z zaburzeniem syntezy 

miRNA [138]. Również deregulacje ekspresji białek AGO mogą odgrywać istotną rolę 

w progresji m.in.: raka jajnika, piersi czy okrężnicy [139]. Kluczową rolę w zaburzeniach 

ekspresji miRNA odgrywa również mikrośrodowisko guza (w tym niedotlenienie, 

co szerzej opisano w Rozdziale 1.3.3.) [139]. MiRNA są wydzielane do przestrzeni około 

komórkowej i odgrywają istotną rolę w komunikacji między komponentami TME [140]. 

Transport miRNA odbywa się za pośrednictwem zewnątrzkomórkowych pęcherzyków 

(EVs, ang. extracellular vesicles), które ze względu na rozmiar klasyfikuje się jako: 

egzosomy (<100 nm), mikropęcherzyki (<1000 nm), ciałka apoptotyczne: 1-4 μm [141]. 

MiRNA może przemieszczać się również w formie swobodnie pływających kompleksów 
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miRNA z białkami AGO [142]. Wiele miRNA jest ściśle zaangażowanych w patogenezę 

raka, w tym proliferację komórek, przeżycie czy inwazję komórek nowotworowych. 

MiRNA ulegają destabilizacji również w innych niż nowotworowe komórkach TME. 

Wykazaliśmy, że profil miRNA istotnie różni się w komórkach śródbłonka izolowanych 

z nowotworu piersi w porównaniu do ECs izolowanych ze zdrowej tkanki tej samej 

pacjentki [143]. Kontrolowanie zmienionych miRNA ma duży potencjał jako nowa 

strategia terapeutyczna w leczeniu nowotworów, jednak potrzebne są dalsze badania 

określające profil miRNA w konkretnych nowotworach i mechanizmy pośredniczące 

w zmianie ich ekspresji. 

 Wśród miRNA istotnych w progresji nowotworów można wyróżnić onkomiry, 

czyli miRNA których ekspresja jest silnie podwyższona w nowotworach. 

Do najważniejszych onkomirów zalicza się miR-21, którego nadekspresję wykazano 

w nowotworach piersi, płuc, okrężnicy, prostaty, trzustki czy nerki [144]. MiR-21 

bezpośrednio reguluje ekspresję genów związanych z przeżyciem komórek 

nowotworowych: programowana śmierć komórki 4 (PDCD4, ang. programmed cell 

death 4) genu Bcl-2 kodującego antyapoptotyczne białko o tej samej nazwie [145, 146], 

czy genu PTEN, (co opisano w Rozdziale 1.3.1).  Udowodniono, że zmniejszenie 

ekspresji tego miRNA wykazuje działanie przeciwnowotworowe hamując proliferację, 

migrację i wzrost guzów w mysim modelu raka piersi [147]. Innym istotnym onkomirem, 

o nieprawidłowej ekspresji w wielu typach nowotworów, jest miR-155, kontrolujący 

ekspresję genów związanych z odpowiedzią na uszkodzenia DNA, niedotlenienie czy 

reakcją układu odpornościowego. W kontekście angiogenezy wykazano, że miR-155 

może bezpośrednio regulować ekspresję VHL aktywując HIF-1α i stymulując 

angiogenezę, co potwierdzono w modelu mysim i in vitro z wykorzystaniem komórek 

HUVEC [148]. Wysoki poziom miR-155 moduluje odpowiedź immunologiczną i napływ 

komórek NK (ang. natural killer) poprzez hamowanie ekspresji negatywnych 

regulatorów odpornościowych, w tym inozytol-polifosforan-5-fosfatazy-1 (SHIP-1), 

a także zwiększa produkcję cytokin prozapalnych takich jak TNF-α (ang. tumor necrosis 

factor alpha) i IL-1β [149, 150]. Nadekspresja miR-155 jest również związana 

z opornością na chemio i radioterapię, a także na gefitinib, lek z grupy inhibitorów kinaz 

tyrozynowych [151].  

W przeciwieństwie do onkomirów grupę miRNA, których ekspresja jest obniżona 

w nowotworach określa się jako miRNA supresorowe guza. Przykładem może być 
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rodzina miRNA let-7, które fizjologicznie odpowiadają za różnicowanie komórek, a ich 

nieprawidłowa ekspresja jest związana z inicjacją i progresją nowotworów [151]. Niskie 

poziomy miRNA let-7, porównując do zdrowej tkanki, obserwowane są w wielu typach 

nowotworów m.in.: czerniaku, nowotworze płuc, prostaty czy jajnika [152]. Z kolei 

spadek ekspresji miR-15a i miR16 w modelu przewlekłej białaczki limfocytowa 

przyczynia się do wzrostu ekspresji Bcl-2 i zahamowaniu apoptozy [153]. Obniżoną 

ekspresję miR15b i miR-16 oraz zwiększenie poziomu Bcl-2 obserwowano 

w aktywowanych komórkach gwiaździstych trzustki (PSC, ang. pancreatic stellate 

cells), które odgrywają kluczową rolę w rozwoju nowotworu trzustki. W tym modelu 

przywrócenie prawidłowych poziomów miR-15b i miR-16 znacznie zmniejszyło 

poziomy białka Bcl-2, co zaindukowało apoptozę w aktywowanych PSC [154]. Innym 

przykładem miRNA supresorowego jest miR-146a, który reguluje aktywność ważnego 

czynnika transkrypcyjnego NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) – wykazano, że obniżony poziom tego miRNA jest skorelowany ze 

wzrostem guzów [155]. Obniżony poziom miR-340 obserwowano w wielu typach 

nowotworów. W niedrobnokomórkowym raku płuca (NSCLC, ang. non-small-cell lung 

cancer) wykazano, że spadek miR-340 koreluje z gorszym obrazem klinicznym 

pacjentów, za sprawą deregulacji szlaków związanych z p27 [156]. Z kolei w raku piersi 

obniżona ekspresja miR-340 przyczynia się do zwiększenia migracji i inwazji poprzez 

bezpośrednie celowanie w c-MET i pośrednią regulację metaloproteinaz MMP2 i MMP9 

[157]. Klinicznie obniżony poziom miR-340 zwiększa przerzuty do węzłów chłonnych, 

co przekłada się na krótszy czas przeżycia pacjentów [157].  

1.3.3 Sygnatura miRNA w hipoksji  

 Hipoksyjne mikrośrodowisko nowotworu ma kluczowe znaczenie dla regulacji 

poziomu wielu miRNA, a grupę miRNA o zmienionej ekspresji w odpowiedzi na niskie 

pO2  określa się hipoksymirami (ang. hypoxymirs). W wielu badaniach wykazano, 

że niedotlenienie odgrywa znaczącą rolę zarówno w regulacji transkrypcji miRNA, 

ale również w późniejszych etapach ich biogenezy. HIF-1α, główny czynnik 

transkrypcyjny indukowany przez niedotlenie, reguluje ekspresję miRNA poprzez 

bezpośrednie wiązanie się z HREs w ich promotorach. Przykładem może być miR-210, 

jeden z najważniejszych i najlepiej zbadanych hipoksyjnych miRNA; ale również  

miR- 103 czy miR-213, miR-382 [158-160]. Co ciekawe, miR-210 ulega również 

zwiększonej ekspresji w stanie pseudohipoksji, spowodowanym nieprawidłową funkcją 
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VHL – u  pacjentów z nowotworem nerki z mutacją VHL poziom miR-210 był wyższy 

niż u pacjentów z prawidłowym VHL [161]. Inne czynniki transkrypcyjne, których 

ekspresja jest regulowana przez hipoksję, również wpływają na zmiany ekspresji miRNA. 

Na przykład p53, którego poziom może być modyfikowany przez niedotlenienie, 

indukuje transkrypcję miR-34, zaangażowanego w regulację cyklu komórkowego [162]; 

a także kontroluje transkrypcję miRNA z rodziny miR-200, odpowiedzialnych 

za regulację EMT i powstawanie przerzutów [163]. Oprócz modulacji ekspresji miRNA 

na poziomie transkrypcji, hipoksja modyfikuje również aktywność innych białek 

związanych z biogenezą miRNA. Indukowane niedotlenieniem obniżenie poziomu 

Drosha i Dicer związane jest ze zmniejszonym poziomem miR-21, -22, -30c i let7f 

w modelu fibroblastów płucnych [164]. W raku jajnika wykazano, że hipoksja reguluj 

spadek poziomu Drosha i Dicer poprzez deregulację czynników transkrypcyjnych 

ETS1/ELK1 i metylację promotora, co przyczynia się do zmian poziomu miRNA [165]. 

Niedotlenienie może również modyfikować dojrzewanie miRNA w następstwie 

potranslacyjnych modyfikacji białka AGO [166]. Podsumowując, hipoksyjne 

mikrośrodowisko guzów może mieć istotne znaczenie w zmianach sygnatury miRNA 

obserwowanych w nowotworach.  

1.3.4 miRNA w regulacji ekspresji PTEN  

MiRNA odkrywają znaczącą rolę w regulacji ekspresji PTEN, zarówno 

bezpośrednio poprzez interakcję z jego mRNA, jak i pośrednio regulując ekspresję innych 

czynników istotnych w modulacji poziomu PTEN [82, 167]. W wielu typach 

nowotworów wykazano, że nadekspresja onkomiru miR-21 bezpośrednio wpływa 

na obniżenie ekspresji PTEN, powodując progresję guza czy determinując odpowiedź 

na leczenie [167]. Na przykład w modelu in vitro gruczolakoraka płuc zwiększenie 

poziomu miR-21 (za pomocą miR-21 mimic) spowodowało spadek poziomu PTEN, 

a odwrotną zależność obserwowano po zastosowaniu inhibitora tego miRNA [168]. 

Co więcej, wzrost ekspresji miR-21 i spadek poziomu PTEN powodowały zmniejszenie 

apoptozy i nekrozy po leczeniu 5-fluorouracylem, natomiast po zastosowaniu inhibitora 

miR-21 komórki były bardziej oporne na leczenie [168]. Podobną zależność pomiędzy 

miR-21 i poziomem PTEN obserwowano w raku jajnika [169], prostaty [170] czy 

wątroby [171]. Wśród innych miRNA powodujących spadek ekspresji PTEN wyróżnia 

się również miR-221/222 – w modelu raka piersi obserwowano, że ta regulacja sprzyja 

proliferacji, inwazji i migracji komórek, a także promuje fenotyp CSCs [171]. MiR-221 
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odgrywa również kluczową rolę w regulacji EMT poprzez celowanie w PTEN [172]. 

Rodzina miR-130 również uczestniczy w regulacji poziomu PTEN. W raku piersi 

nadekspresja miR-130 spowodowała spadek ekspresji PTEN, czego następstwem było 

zwiększenie proliferacji komórek i wzrost guzów [173]. W próbkach klinicznych raka 

pęcherza moczowego stwierdzono, że spadek poziomu PTEN jest ściśle skorelowany 

z poziomami ekspresji rodziny miR-130, a w modelu in vitro wykazano, że nadekspresja 

tych miRNA sprzyja migracji i inwazji komórek [174]. Odmienne obserwacje dotyczyły 

nowotworu płuc – obniżona ekspresja miR-130 wiązała się z agresywnymi cechami 

kliniczno-patologicznymi i złym rokowaniem pacjentów z NSCLC [175]. Doświadczenia 

in vitro, z wykorzystaniem linii komórkowych nowotworu płuc wykazały, 

że nadekspresja miR-130 powoduje zwiększenie poziomu PTEN, jednak nie wskazano 

potencjalnych mechanizmów takiej regulacji [175]. Podobnie zwiększona ekspresja miR-

451 powoduje wzrost poziomu PTEN indukując wrażliwość na radioterapię, co także 

obserwowano w nowotworze płuc [176]. Ekspresja miR-29, miR-101 czy miR195 jest 

również związana ze wzrostem poziomu PTEN poprzez indukcję hipometylacji 

promotora PTEN [177].  

Regulacja ekspresji PTEN za pośrednictwem miRNA jest wielokierunkowa 

i zależna od typu nowotworu, co powoduje, że określenie molekularnych i klinicznych 

skutków tych interakcji jest skomplikowane. Interesująca jest również odwrotna 

zależność – wpływ  mutacji PTEN na modyfikacje ekspresji miRNA. Do tej pory 

przeprowadzono nieliczne badania mające na celu identyfikacji tych zmian. W raku 

prostaty wykazano, że utrata PTEN powoduje m.in. wzrost ekspresji onkomiru miR-155 

[178], co stawia nowe wzywania w określeniu zależności miRNA-PTEN w progresji 

nowotworów. 

2 CEL I ZAŁOŻENIA PRACY 

Poszukiwanie skutecznych terapii przeciwnowotworowych jest wciąż wielkim 

wyzwaniem i wymaga kompleksowego podejścia uwzględniającego całość 

mikrośrodowiska guza, w tym  charakterystycznych dla TME warunków tlenowych – 

hipoksji. Strategia normalizacji naczyń w nowotworach za pośrednictwem ITPP, wydaje 

się obiecującym podejściem terapeutycznym, również z uwagi na wielokierunkowy 

mechanizm działania tej cząsteczki (kompensacja niedotlenienia i aktywacja PTEN). 

Jednak niejednoznaczność wyników stosowania ITPP w różnych typach nowotworów 
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wskazuje na konieczność pogłębienia wiedzy dotyczącej mechanizmów molekularnych 

odpowiedzialnych za te różnice. PTEN, jako supresor guza, pełni istotną funkcję 

w regulacji podstawowych procesów komórkowych, mimo to jego znaczenie 

prognostyczne oraz jako potencjalny cel terapeutyczny wymaga dalszych badań.  

  Punktem wyjścia do przedstawienia celów i hipotezy pracy było sprawdzenie 

skuteczności stosowania ITPP w mysim modelu nowotworu nerki (Renca) in vivo. 

W badaniach wstępnych obserwowano brak pozytywnych efektów leczenia w tym 

modelu; guzy z komórek Renca nie zmieniały się pod wpływem ITPP. Dlatego dalsze 

badania prowadzono z wykorzystaniem dwóch modeli: czerniaka B16 F10 (jako typ 

nowotworu, w którym leczenie ITPP spowodowało zmniejszenie guzów i redukcje 

obszaru nekrotycznego [65]) i nowotworu nerki Renca – jak przykład nowotworu nie 

reagującego na ITPP. Jako, że aktywacja PTEN jest jednym ze skutków działania ITPP, 

a poziom i aktywność PTEN odgrywa znaczącą rolę w progresji wielu typów 

nowotworów w niniejszej pracy skupiono się na określeniu funkcji PTEN w badanych 

modelach, również w kontekście hipoksyjnego mikrośrodowiska guza. 

Hipoteza pracy: aktywność PTEN istotnie różni się w modelu raka nerki i 

czerniaka, co może modyfikować mikrośrodowisko guza i wpływać na odpowiedź 

na terapie przeciwnowotworowe.  

W celu weryfikacji tej hipotezy zrealizowano następujące cele badawcze:  

1) określenie wpływu niedotlenienia na poziom i aktywność PTEN oraz 

potencjał proangiogenny testowanych modeli (in vitro), 

2) zbadanie roli PTEN w raku nerki i czerniaku, z wykorzystaniem edycji 

genomu metodą CRIPSR/Cas9 do wytworzenia linii z mutacją PTEN – 

charakterystyka komórek z nokautem PTEN, określenie ich wrażliwości 

na  leczenie in vitro oraz wpływ na progresję guzów in vivo, 

3) sprawdzenie wpływu mutacji PTEN i niedotlenienia na modyfikację  

mikrośrodowiska guza poprzez regulację ekspresji miRNA w modelu raka 

nerki (in vitro i in vivo).  
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4 PODSUMOWANIA I WNIOSKI 

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzają kontrowersje i rozbieżności 

dotyczące roli PTEN w różnych typach nowotworów. To zróżnicowanie może mieć 

kluczowe znaczenie w odpowiedzi na stosowane terapie przeciwnowotworowe. 

 Normalizacja naczyń za pośrednictwem ITPP wydaje się obiecującym podejściem 

terapeutycznym w modelu czerniaka (B16 F10) [65], jednak w modelu raka nerki (Renca) 

stosowanie ITPP nie przyniosło oczekiwanych korzyści (Publikacja 1). Pomimo 

podobnej odpowiedzi na niedotlenienie, związanej ze spadkiem poziomu PTEN 

i  dominacją formy pPTEN w obu testowanych modelach, wykazano różnice aktywności 

szlaków sygnałowych regulowanych przez PTEN. Tylko w raku nerki obserwowano 

zmiany aktywności ścieżki p53/MDM2 przy braku akumulacji pAKT, natomiast 

w  czerniaku spadek poziomu PTEN w hipoksji skutkował klasyczną aktywacją 

PI3K/AKT. Co więcej, komórki Renca wykazywały silny potencjał proangiogenny, 

szczególnie w niedotlenieniu, który istotnie wpływał na funkcje zarówno dojrzałych 

komórek śródbłonka, jak i progenitorów (Publikacja 1). Różnice w indukowanych 

niedotlenieniem zmianach aktywności PTEN i właściwościach proangiogennych obu 

testowanych modeli mogą przyczyniać się do odmiennej odpowiedzi na leczenie ITPP.  

 Z wykorzystaniem edycji genomu metodą CRISPR/Cas9 w obu modelach 

uzyskano linie komórkowe z nokautem Pten, co pozwoliło określić jego rolę, 

z  pominięciem innych indukowanych niedotlenieniem zmian. Zarówno w komórkach 

B16 F10, jak i Renca obserwowano akumulację pAKT, jednak nie odnotowano istotnych 

zmian w proliferacji komórek in vitro i wzroście guzów in vivo, co może wskazywać na 

aktywację mechanizmów kompensujących niedobór PTEN. Wzrost poziomu pAKT 

w  komórkach Renca z nokautem Pten jest szczególnie istotny z uwagi na brak takiej 

odpowiedzi w niedotlenieniu; zatem destabilizacja PTEN w niskim pO2 jest 

niewystarczająca do aktywacji ścieżki PI3K/AKT. Na odmienną rolę PTEN w obu typach 

nowotworów wskazały różnice w oporności na cisplatynę. W komórkach Renca nokaut 

PTEN indukował oporność na cisplatynę, a w B16 F10 powodował większą wrażliwość. 

Odmienna regulacja wydzielania inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1, ang. 

plasminogen activator inhibitor), po nokaucie PTEN w obu badanych modelach, a także 

różny wpływ na poziom supresora guza p53, mogą być zaangażowane w obserwowane 
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różnice w zmianie wrażliwości na leczenie. W raku nerki PTEN jest zaangażowany 

w  zmiany fenotypu komórek indukując EMT (Publikacja 2).  

 W modelu nowotworu nerki zarówno utrata PTEN, jak i niedotlenienie wywołały 

zmiany ekspresji miRNA. Wśród najbardziej zmienionych miRNA w odpowiedzi 

na  mutacje PTEN odnotowano wzrost ekspresji onkomiru miR-155. Najważniejsze 

miRNA indukowane niedotlenieniem to miR-210 i miR-221, które jednocześnie mogą 

być zaangażowane w zależny od hipoksji spadek poziomu PTEN (Publikacja 3). 

 Wyniki niniejszej pracy dostarczają nowych dowodów dotyczących roli 

i  aktywności PTEN w mikrośrodowisku mysich modeli raka nerki i czerniaka. 

Przedstawione różnice, zarówno w aktywności PTEN, jak i odpowiedzi na niedotlenienie, 

mogą odgrywać kluczową rolę w skuteczności terapii przeciwnowotworowych. 

Rozważania na temat odmiennej roli PTEN w różnych typach nowotworów skłaniają do 

promowania terapii personalizowanej, jednak wciąż brakuje wystarczająco szybkich 

i  kompleksowych testów określających rolę PTEN w konkretnych nowotworach. 
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5 OPINIA KOMISJI ETYCZNEJ  
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