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— (ang. adrenoceptor beta 2) adrenoreceptor beta 2
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— (ang. cyclin dependent kinase inhibitor 2A)
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PIGF
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— (ang. National Comprehensive Cancer Network) Narodowa Sie¢
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— (ang. National Cancer Institute) Narodowy Instytut Raka
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SETD2
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STAT3
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TGF-B
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— (ang. papillary renal cell cancer) brodawowaty rak nerki
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VEGF

VEGFR
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WHO

— (ang. tyrosine kinase inhibitors) inhibitory kinaz tyrozynowych

— (ang. vascular endothelial growth factor) naczyniopochodny czynnik

wZzZrostu

— (ang. vascular endothelial growth factor) receptor

naczyniopochodnego czynnika wzrostu
— (ang. von Hippel-Lindau tumor suppressor)

— (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia
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Streszczenie w jezyku polskim

Wstep: Rak brodawkowaty nerki (pRCC) to drugi najczestszy po raku jasnokomorkowym
(ccRCC) podtyp raka nerki (RCC). Cechuje si¢ on odmienng charakterystyka histologiczna
1 molekularng, niz najczesciej wystepujacy ccRCC. Mimo postepoéw w leczeniu ccRCC
rokowanie w pRCC, zwlaszcza w zaawansowanych stadiach choroby, pozostaje
niesatysfakcjonujagce. Coraz wigcej danych sugeruje udziat uktadu wspoétczulnego i1
przekaznictwa [-adrenergicznego w procesach prowadzacych do powstania i rozwoju
nowotworow. Postuluje si¢, ze istotng rol¢ w patofizjologii nowotworéw odgrywa podtyp
2 receptora [-adrenergicznego (.-AR). W wielu nowotworach udowodniono, ze
przekaznictwo przez [3,-AR moze wptywac na regulacje proliferacji, angiogenezy , migracji
1 inwazji komérek nowotworowych, a takze uczestniczy¢ w procesach zwigzanych z
fenotypem macierzystych komérek nowotworowych (CSCs) i wptywaé na uktad
odpornosciowy. Rola przekaznictwa [3-adrenergicznego w RCC, a szczegdlnie w pRCC,
pozostaje niejasna i malo poznana. Z uwagi na szerokie zastosowanie lekéw wptywajacych
na $-AR w terapii chordb uktadu sercowo-naczyniowego, zrozumienie ich potencjalnego

wptywu na RCC ma istotne znaczenie kliniczne.

Cele pracy: Pierwszym celem pracy byta ocena poziomu ekspresji genu kodujacego [3»-
AR (ADRB?2) pos$rdd najczestszych podtypow RCC i zbadanie wptywu ekspresji tego genu
na parametry kliniczno-patomorfologiczne oraz rokowanie pacjentéw z pRCC (CzgS¢ I).
Za drugi cel obrano analize wptywu agonisty i antagonisty ,-AR na zywotno$¢ komdrek
nowotworowych 1 ekspresje gendw zwigzanych z fenotypem CSCs 1 angiogeneza (CzgS¢

).

Material i metody: Analiza ekspresji genu ADRB2 zostata przeprowadzona na danych
transkryptomicznych i klinicznych pacjentow z pRCC, dostepnych w bazie The Cancer
Genome Atlas (TCGA). Czg$¢ doSwiadczalna obejmowata hodowle linii komérkowych
RCC: wywodzacych si¢ z pRCC (Caki-2 1 ACHN) i ccRCC (Caki-1, 786-0). Przy pomocy
gRT-PCR oceniono réznice w poziomie ekspresji genu ADRB2 miedzy komérkami pRCC
1 ccRCC. Komoérki wywodzace si¢ z pRCC poddawano dziataniu salbutamolu (selektywny
agonista [3,-AR) oraz ICI-118,551 (selektywny antagonista [3,-AR) w réznych stezeniach i
przeprowadzono oceng ich zywotnoSci. Nastgpnie w komérkach tych metoda qRT-PCR

oceniano poziom ekspresji gendw zwigzanych z fenotypem CSCs (POUSFI 1 NES) oraz
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angiogeneza (VEGFA i FLTI) w komodrkach poddanych dziataniu (,-agonisty i [3»-

antagonisty.

Wiyniki: Analiza danych TCGA wykazata, ze nizszy poziom ekspresji ADRB2 u pacjentéw
z pRCC korelowal z czgstszym wystgpowaniem przerzutow do weziéw chionnych,
wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego w momencie rozpoznania oraz krétszym
czasem przezycia catkowitego (OS) 1 wolnego od progresji (PFS). W badaniach in vitro
zastosowanie antagonisty [3-AR (ICI-118,551) w stezeniu 100 pM skutkowato istotnie
statystycznym zmniejszeniem zywotnoSci komorek obu linii komérkowych pRCC: Caki-2
1 ACHN. ICI-118,551 podany w stezeniach 0,1 uM, 1 puM, 10 uM powodowatl réwniez
zmniejszong zywotno$¢ komorek liniit ACHN. W komérkach poddanych dziataniu ICI-
118,551 zaobserwowano ztozony wpltyw na ekspresj¢ wykladnikow CSCs: wzrost
ekspresji POUSFI w obu liniach komérkowych i spadek ekspresji NES (istotno$¢
statystyczng wykazano w linii Caki-2). Podanie ICI-118,551 wywierato rowniez wplyw na
poziom ekspresji gendw zwigzanych z angiogeneza: spadek ekspresji VEGF-A w linii
wywodzacej si¢ z przerzutu pRCC oraz kompensacyjny wzrost ekspresji VEGFRI w obu
liniach komérkowych (Caki-2 i ACHN). Podanie agonisty [,-AR salbutamolu nie
wptywalo na zywotno§¢ komoérek pRCC oraz ekspresj¢ gendw zwigzanych z CSCs 1

angiogenezy.

Whioski: Wysoka ekspresja ADRB?2 jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w
pRCC, zwigzanym z wiekszym prawdopodobienstwem zajgecia wezidw chtonnych,
wystgpienia przerzutow odleglych oraz gorszym rokowaniem w zakresie PFS 1 OS.
Blokada f3,-ARs, poprzez ekspozycj¢ komérek na selektywnego antagoniste (ICI-118,551),
prowadzi do zmniejszenia zywotnoSci komérek pRCC, zmniejszonej ekspresji
wyktadnikow angiogenezy oraz moze potencjalnie prowadzi¢ do selekcji komorek o

fenotypie CSCs.

Podsumowanie: Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki sugeruja, ze 3,-AR moze odgrywaé
role w patogenezie pRCC. Uwzgledniajac powszechne stosowanie lekéw z grupy tzw. B-
blokeréw oraz czgstsze zachorowania na RCC u pacjentdw z rozpoznaniem nadci$nienia
tetniczego, u ktdrych leki z tej grupy sa wykorzystywane, doktadniejsze badania w tym
zakresie moga przetozy¢ si¢ na postgpowanie kliniczne u pacjentéw z RCC. W zwiazku z
zachegcajacymi wynikami przeprowadzonych badaf, zagadnienie przekaznictwa [3-
adrenergicznego u chorych z RCC wymaga dalszych badaf przedklinicznych, jak i1

klinicznych.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction: Papillary renal cell carcinoma (pRCC) is the second most common subtype
of renal cell carcinoma (RCC), after clear cell RCC (ccRCC). It presents distinct
histological and molecular characteristics compared to the more prevalent ccRCC. Despite
therapeutic advances in ccRCC, the prognosis for pRCC, particularly in advanced stages,
remains unsatisfactory. Growing evidence suggests that the sympathetic nervous system
and [-adrenergic signaling are involved in tumor development and progression. The [3,-
adrenergic receptor (3,-AR) subtype is thought to play a key role in cancer
pathophysiology. In various tumors, 3,-AR signaling has been shown to regulate
proliferation, angiogenesis, migration, and invasion of cancer cells, as well as to influence
cancer stem cell (CSC) phenotypes and modulate the immune system. However, the role
of B-adrenergic signaling in RCC, especially in pRCC, remains unclear. Given the
widespread use of [-AR-targeting drugs in cardiovascular diseases, understanding their

potential impact on RCC holds significant clinical relevance.

Aims: The first aim of this study was to assess ADRB2 gene expression across the main
RCC subtypes and investigate its relationship with clinicopathological features and
prognosis in pRCC patients (Part I). The second aim was to evaluate the effects of 3,-AR
agonists and antagonists on cancer cell viability and the expression of genes associated with

the CSC phenotype and angiogenesis (Part II).

Materials and Methods: ADRB?2 gene expression was analyzed using transcriptomic and
clinical data of pRCC patients from The Cancer Genome Atlas (TCGA). The experimental
part involved RCC cell lines derived from pRCC (Caki-2 and ACHN) and ccRCC (Caki-
1,786-0). qRT-PCR was used to compare ADRB2 expression between pRCC and ccRCC
cell lines. pRCC-derived cells were treated with salbutamol (a selective 3,-AR agonist) and
ICI-118,551 (a selective [3,-AR antagonist) at varying concentrations, followed by viability
assessment. Gene expression of CSC markers (POUSFI and NES) and angiogenesis-
related genes (VEGF-A and FLT1) was also evaluated using qRT-PCR in cell lines treatet
with ICI-118,551 and salbutamol.

Results: TCGA data analysis revealed that lower ADRB2 expression levels in pRCC
patients were associated with more frequent lymph node metastases, higher clinical stage
at diagnosis, and shorter overall (OS) and progression-free survival (PFS). In vitro,

treatment with the ,-AR antagonist ICI-118,551 at 100 uM significantly reduced cell
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viability in both pRCC lines (Caki-2 and ACHN). Lower concentrations (0.1-10 uM) also
decreased ACHN cell viability. ICI-118,551 altered CSC gene expression, increasing
POUSFI and decreasing NES (significantly in Caki-2). It also led to reduced VEGF-A
expression (in the metastatic pRCC line) and compensatory upregulation of VEGFRI
(FLT1) in both cell lines. Salbutamol did not affect cell viability or gene expression related

to CSCs and angiogenesis.

Conclusions: High ADRB2 expression is an unfavorable prognostic factor in pRCC,
associated with lymph node involvement, distant metastases, and worse OS and PFS. [3,-
AR blockade via the selective antagonist ICI-118,551 reduces pRCC cell viability,

downregulates angiogenesis-related genes, and may induce selection of CSC-like cells.

Summary: This doctoral study demonstrates that [-AR plays a role in pRCC
pathogenesis. Considering the widespread use of [3-blockers and the higher incidence of
RCC in hypertensive patients treated with such drugs, further preclinical and clinical

research into -adrenergic signaling in RCC may have clinical implications.
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1 Wprowadzenie

1.1 Rak nerkowokomorkowy
1.1.1 Epidemiologia i czynniki ryzyka

Rak nerkowokomoérkowy (ang. renal cell carcinoma, RCC) obejmuje heterogenng grupe
nowotworéw, ktérych wspolng cechg jest pochodzenie z komérek nabtonka kanalikéw
nerkowych. Stanowi on okoto 3-5% wszystkich nowotworéw wystepujacych u cztowieka,
bedac szdéstym najczeSciej wystepujacym nowotworem u mezczyzn 1 dziesigtym u
kobiet(1). Wedtug szacunkéw Migdzynarodowe] Agencji Badanh nad Rakiem (ang.
International Agency for Research on Cancer, IARC) w 2022 r. na Swiecie zanotowano
okoto 434 419 nowych przypadkéw raka nerki (2,2% wszystkich rozpoznah nowotworéw
ztoSliwych) oraz 155702 zgondéw (1,6% wszystkich zgonéw z powodu nowotwordéw
ztoSliwych)(2). Obserwuje sie staly wzrost zachorowalnoSci na RCC, szczegdlnie w
krajach rozwinietych. Standaryzowany na wiek wspétczynnik zachorowan wynosi w
Europie Srodkowej i Wschodniej 9,7/100 tys. i jest ponad dwukrotnie wyzszy niz na
Swiecie (4,6/100 tys.)(3). Obszar Europy Srodkowo—Wschodniej jest regionem o
najwyzszym wspotczynniku SmiertelnoSci z powodu RCC (3,4/100 tys.), przekraczajacym
niemal dwukrotnie warto$¢ dla catego Swiata (1,8/100 tys.)(3). Wedtug ostatniego raportu
Krajowego Rejestru Nowotwordw z 2022 roku nowotwory ztoSliwe nerek stanowity 3,7%
wszystkich nowotworéw u mezczyzn 1 2,3% u kobiet (odpowiednio 3298 1 2 141
zachorowan), odpowiadajac za 2,6% zgondw u me¢zczyzn i 2% u kobiet (odpowiednio 1350

1 891 zgonoéw)(4).

Wiekszos$¢ przypadkow RCC wystepuje sporadycznie. Czynnikami ryzyka najsilniej
zwigzanymi z wystepowaniem RCC sg palenie tytoniu, otytoS¢ i nadciS$nienie tetnicze(3).
Zachorowalnos$¢ na RCC wzrasta réwniez istotnie u pacjentow z towarzyszaca przewlekla
chorobg nerek, nabyta torbielowatoScia nerek 1 cukrzyca(3). Czynniki genetyczne
odpowiedzialne s3 za okoto 3-5% zachorowan. Zidentyfikowano 11 zespoloéw
genetycznych zwigzanych za dziedzicznym wystepowaniem RCC, z ktérych najlepiej
poznanym jest zesp6t von Hippel-Lindau wywotany mutacja w genie VHL (ang. von
Hippel-Lindau tumor suppressor) predysponujacy do zachorowania na jasnokomorkowego
RCC (ang. clear cell RCC, ccRCC), oraz zesp6t Birt-Hogg-Dubé, zwigzany z mutacjami
w genie FLCN (ang. folliculin), zwigkszajacy ryzyko raka chromofobowego nerki

(chRCC)(5,6). Zespotami genetycznymi predysponujagcymi do zachorowania na raka
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brodawkowatego nerki (ang. papillary RCC, pRCC) sa: zesp6t dziedzicznego raka
brodawkowatego nerki spowodowany mutacja w onkogenie MET(7) oraz dziedziczna

leiomiomatoza z rakiem komérkowym nerki spowodowana mutacja w genie FH(8).
1.1.2 Klasyfikacja histologiczna

Wszystkie podtypy histologiczne RCC wywodza si¢ z komdrek nabtonka kanalikow
nerkowych. Najnowsza, pigta wersja klasyfikacji nowotworéw uktadu moczowo-
plciowego Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) z
2022 roku wyréznia ponad 30 podtypow histologicznych RCC(9). Najczgstszym typem
histologicznym raka nerki jest ccRCC, ktdry stanowi okoto 70-75% rozpoznan RCC(10).
Rak brodawkowaty jest drugim najczg¢Sciej stwierdzanym podtypem RCC, stanowigcym
10-16% przypadkow(10). Rzadsze typy RCC to rak chromofobowy czy onkocytarny. Wraz
ze wzrastajgcym wykorzystaniem sekwencjonowania nastepnej generacji, WHO
wprowadzita réwniez klasyfikacj¢ RCC oparta na zaburzeniach molekularnych,
obejmujaca 11 podtypéw RCC(11). Do nowotworéw zdefiniowanych wystepowaniem
okreSlonego zaburzenia molekularnego zaliczane sg m.in.: RCC zwiazany z translokacja
czynnikOw transkrypcyjnych z rodziny mikroftalmii, rdzeniasty RCC z deficytem
SMARCBI (ang. SWI/SNF related BAF chromatin remodeling complex subunit B1), RCC
z rearanzacja w genie ALK (ang. anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase) czy RCC
z mutacja TCEBI (ang. transcription elongation factor B SIII polypeptide 1). Nowotwory
zdefiniowane na podstawie zaburzen molekularnych wykazuja jednak bardzo duza
heterogenno$¢ pod wzgledem morfologii, co sprawia, ze klasyfikacja ta nie moze by¢

wylaczng metodg réznicowania podtypoéw RCC.

Raki jasnokomorkowe nerki zazwyczaj wystepuja jako guzy pojedyncze 1 jednostronne,
otoczone widknista pseudotorebka, na przekroju policykliczne, barwy zéttej z obecnymi
czesto torbielami 1 ogniskami krwotocznymi(9). Mikroskopowo guzy ccRCC ztozone sg z
komoérek o jasnej cytoplazmie, wynikajacej z akumulacji glikogenu 1 lipidow. Utkanie
guzéw ccRCC zazwyczaj jest lite, pecherzykowe lub zrazikowe(9). Komérki nowotworu
poprzecinane  sa  obfita  siecia  naczyh  krwionoSnych. = W  badaniach
immunohistochemicznych charakterystyczna dla ccRCC jest ekspresja wimentyny,
cytokeratyn niskoczasteczkowych (CK8, CK18, CK19, CK AEI1/AE3), biatka CD10,
EMA, MUCI1, MUC3 oraz brak ekspresji markeréw dystalnej czeSci nefronu (CK7,
CD117, AMACR)(12). Najbardziej charakterystycznym zaburzeniem genetycznym
wystepujacym w okoto 80% przypadkéw ccRCC jest inaktywacja genu VHL.
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Rak brodawkowaty podobnie jak ccRCC wywodzi si¢ z komorek kanalika proksymalnego
nefronu, jednak wyréznia si¢ od niego odrebnym profilem molekularnym 1
cytogenetycznym oraz odmiennym rokowaniem. NajczeSciej wystepuje u 0s6b
poddawanych przewlektej dializoterapii oraz z nabyta torbielowatoScig nerek. W
poréwnaniu do innych podtypéw histologicznych czg¢sciej rozpoznawany jest obustronnie
lub wieloogniskowo. Makroskopowo jest guzem odgraniczonym od pozostalej czesSci
migzszu nerki torebka, o barwie bialej lub bezowej, z ogniskami krwotocznymi,
martwiczymi i torbielami na przekroju. Powierzchnia guza jest krucha i ziarnista, z uwagi
na liczne brodawki. Mikroskopowo sktada si¢ z jasnych, kwaso- lub zasadochtonnych
komoérek osadzonych w delikatnym zrebie widknisto-naczyniowym. Podscielisko
brodawek zawiera nacieki makrofagéw 1 krysztaty cholesterolu. W klasyfikacji
histologicznej pRCC wyrdznia si¢ 2 podtypy: pRCC typu 11 2. Typ 1 reprezentuje okoto
2/3 przypadkéw pRCC, cechuje si¢ nizszym stopniem ztoSliwoSci histologicznej (G1-G2
wg Fuhrmana), czeSciej wystepuje wieloogniskowo 1 w rodzinnym zespole raka
brodawkowatego. pRCC typu 2 charakteryzuje si¢ wyzsza zloSliwoScig (G3-G4 wg
Fuhrmana) 1 wystepuje we wrodzonej leiomiomatozie. Immunohistochemicznie
charakterystyczna dla pRCC jest ekspresja cytokeratyn CK7 (pRCC typu 1) 1 CK20 (pRCC
typu 2), AMACR, EMA, RCC, CDI10 i brak ekspresji wimentyn(13).

1.1.2.1 Charakterystyka molekularna raka brodawkowatego nerki

Na podstawie analiz molekularnych wykazano udzial wielu zaburzefi genowych w
patogenezie pRCC. Germinalne i somatyczne mutacje w protoonkogenie c-MET s3 typowe
dla pRCC typu 1(14). Gen c-MET koduje przezblonowa kinaze tyrozynowg uczestniczaca
w regulacji proliferacji, dojrzewania komérkowego oraz procesu angiogenezy. Nadmierna
aktywacja MET prowadzi do karcynogenezy, migracji i inwazji komérek nowotworowych.
Mutacje lub hipermetylacja promotora genu CDKN2A (ang. cyclin dependent kinase
inhibitor 2A) sa silnie zwigzane z agresywnym przebiegiem pRCC(15). Zaburzenia w
genach SETD?2 (ang. SET domain containing 2, histone lysine methyltransferase), BAPI
(ang. BRCAI associated deubiquitinase 1), PBRM1 (ang. polybromo 1), FH (ang. fumarate
hydratase), NF2 (ang. neurofibromin 2), TFE3 (ang. transcription factor binding to IGHM
enhancer 3) 1 NFE2L2 (ang. NFE?2 like BZIP transcription factor 2) s3 typowe dla typu 2
pRCC(14,16) Obecne w pRCC mutacje genéw mTOR (ang. mechanistic target of
rapamycin kinase), PIK3CA (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha), PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog), FBXW7 (ang. F-
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box and WD repeat domain containing 7), RBI (ang. RB transcriptional corepressor 1), 1
TP53 (ang. tumor protein  P53) powoduja zaburzenia  przekaZnictwa
wewnatrzkomorkowego w szlakach takich jak Hippo, mTOR czy p53(17). Szlaki te
zwigzane s3 z regulacja podziatéw komorkowych, proliferacja, apoptoza — procesach
uczestniczacych w karcynogenezie. Mutacje w obrebie gendw NFE2L2, CUL3 (ang. cullin
3) i KEAPI (ang. Kelch like ECH associated protein 1) w pRCC prowadza do
konstytutywnej aktywacji Nrf2 — czynnika transkrypcyjnego odpowiedzialnego za

proliferacj¢ komoérek w warunkach stresu oksydacyjnego(17,18).
1.1.2.2 Leczenie raka brodawkowatego nerki

W przypadku choroby ograniczonej do nerki leczeniem z wyboru jest czeSciowa
nefrektomia lub nefrektomia radykalna(19). Na podstawie wynikow badania KEYNOTE-
564 u pacjentow posredniego i wysokiego ryzyka nawrotu choroby rozwazy¢ mozna
adjuwantowg immunoterapi¢ pembrolizumabem(20). U wybranych pacjentéw w starszym
wieku, z chorobami wspdtistniejagcymi i guzem mniejszym niz 4 cm mozna rozwazy¢
aktywny nadzor choroby, polegajacy na monitorowaniu choroby przy wykorzystaniu badan

obrazowych(19).

W ostatnich latach w leczeniu choroby w stadium uogdlnienia dokonat si¢ ogromny postep.
Dzigki odkryciu Sciezek sygnatowych uczestniczacych patofizjologii RCC, opracowano
terapie ukierunkowane na konkretne cele molekularne takie jak receptor
naczyniopochodnego czynnika wzrostu (ang. vascular endothelial growth factor receptor,
VEGFR) czy kinaz¢ mTOR. Do lekéw z tej grupy zaliczane sg tak zwane inhibitory kinaz
tyrozynowych (ang. tyrosine kinase inhibitors, TKIs) takie jak sunitinib, sorafenib,
pazopanib, aksytynib czy ewerolimus. Kolejnym przetomem w leczeniu RCC okazaly si¢
leki z grupy inhibitoréw punktéw kontrolnych (ang. immune checkpoint inhibitors, 1Cls)
takie jak przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko czasteczkom receptora
programowanej Smierci 1 (ang. programmed death receptor 1,PD-1), jego ligandowi PD-
L1, antygenowi-4 cytotoksycznych limfocytéw T (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4, CTLA-4) wywotujace efekt przeciwnowotworowy poprzez aktywacje

odpowiedzi immunologicznej przeciwko komérkom nowotworowym.

Niestety wiekszoS$¢ badan klinicznych oceniajacych bezpieczefistwo i skuteczno$¢ wyzej
wymienionych terapii byta przeprowadzona na pacjentach z rozpoznanym ccRCC, a nie

pRCC. Do nielicznych badan klinicznych przeprowadzonych wsrdd pacjentow z rakiem
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niejasnokomoérkowm wiaczano czgsto pacjentéw nie tylko z rakiem brodawkowatym, ale
tez z innymi rzadszymi podtypami histologicznymi RCC. Aktualne zalecenia dotyczace
leczenia pacjentéw z rozpoznanym pRCC opieraja si¢ gtéwnie na matych badaniach, czg¢sto
retrospektywnych oraz analizach podgrup. Przez dtugi czas wigkszo§¢ danych odnosnie
leczenia pRCC dotyczyta sunitinibu, sorafenibu oraz ewerolimusu, ktérych skuteczno§¢é
terapeutyczna byfa nizsza niz w przypadku ccRCC(21). Bioragc pod uwage istotng role
aktywacji protoonkogenu c-MET w onkogenezie pRCC, obiecujagcym kierunkiem badan
okazato si¢ wykorzystanie inhibitora kinazy MET, kabozantynibu. W badaniu II fazy
wykazano przewage kabozantynibu nad sunitinibem w zakresie wydluzenia czasu
przezycia wolnego od progresji (ang. progression-free survival, PFS) u chorych z
pRCC(22). Pembrolizumab — przeciwciato monoklonalne anty-PD-1 — wykazat obiecujaca
aktywnoS¢ w leczeniu pierwszej linii u pacjentéw z niejasnokomdrkowym rakiem nerki w
badaniu II fazy(23), przektadajaca si¢ na 28,8% obiektywnych odpowiedzi (ang. objectve
response rate, ORR). Kolejny lek z grupy przeciwciat skierowanych przeciwko czasteczce
PD-1 — niwolumab, wykazal umiarkowang skuteczno$¢ w badaniu fazy IIIb/IV w kohorcie
pacjentéw z niejasnokomoérkowym rakiem nerki (w tym pRCC) w leczeniu I lub kolejne;j
linii(24), wykazujac 13,6% ORR. Zastosowanie dwoch lekow z grupy ICIs — niwolumabu
1 przeciwciata kierowanego przeciwko czgsteczce CTLA-4, ipilimumabu — w grupie
pacjentdow z badania fazy IIIb/IV CheckMate 920 z rakiem brodawkowatym nerki,

przetozyto si¢ na zadowalajace efekty kliniczne(24).

Potaczenia lekow z dwodch grup: ICIs 1 TKIs takie jak kabozantynibu z niwolumabem,
pembrolizumabu z lenwatynibem przyniosty niepotykane jak dotad w leczeniu pRCC
wyniki w zakresie ORR(25,26) oraz PFS i OS. W przypadku kabozantynibu z
niwolumabem PFS wynosit az 12,5 miesigca a OS 28 miesigcy, co stanowi ponad

dwukrotnie lepszy wynik niz w przeprowadzonych dotychczas badaniach (Tabela 1.).

Zgodnie z aktualnymi zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Onkologii Klinicznej (ang.
European Society for Medical Oncology, ESMO) z 2024 roku preferowanym leczeniem
zaawansowanego pRCC I linii jest kabozantynib(27). Innymi lekami, ktére mozna
rozwazy¢ jako opcje terapeutyczne w I linii zgodnie z zaleceniami ESMO s3: sunitinib 1
pembrolizumab lub pofaczenia kabozantynibu z niwolumabem czy pembrolizumabu z
lenwatynibem. Leczenie II 1 dalszych linii zgodnie z wytycznymi ESMO powinno by¢
oparte o leki z grup, ktdre nie byty dotychczas wykorzystywane. Brak jest jednak danych

naukowych wskazujacych konkretne sekwencje leczenia. Wytyczne National
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Comprehensive Cancer Network (NCCN) jako preferowang opcje leczenia I linii

wymieniajg kabozantynib. Inne rekomendowane przez NCCN terapie I linii to niwolumab,

pembrolizumab, potaczenie kabozantynibu z niwolumabem, pembrolizumabu z

lenwatynibem. Zalecenia Polskiego Towarzystwa Onkologii Klinicznej wskazuja

kabozantynib lub pofaczenie kabozantynibu z niwolumabem jako preferowane leczenie I

linii(19).

Tabela 1. Zestawienie wynikow leczenia raka brodawkowatego nerki w najwazniejszych

badaniach klinicznych.

Nazwa badania Faza (Linia Badany lek Pacjenci z |ORR, |PFS, miesigce OS, miesigce
pRCC,n |% 95% CI) 95% CI)
(%)
AXIPAP II 1 aksytinib 44 (100) |28,6 * 16,6 (5,5-9,2) * 18,9 (12,8-NO) *
NCT02489695(28)
ASPEN II 1 ewerolimus 3 (65) 9 5,5 (4,4-56) NO
NCTO01108445(29)
SUPAP II 1 sunitinib 61 (100) |BD Typ 1 pRCC: Typ 1 pRCC:
NCTO00541008(30) Typ | 6,6 (2,8-14.8) 17..8 (5,7-26,1)
pRCC 15 Typ 2 pRCC: Typ 2 pRCC:
(25) 55@338-7,1)* 124 (8,2-143) *
Typ 2
pRCC 46
(75)
NCT02915783(31) |(II 1 ewerolimus + |20 (64) 26 9,2 (3,5-NO) 5,6 (9.2-NO)
lenwatynib
NCTO00726323(32) |(II 1-2  |foretinib 74 (100) (13,5% (93(69-129)* [NO
NCTO02761057(22) (1L 1-2  |kabozantynib, [147 (100) |23, 9; 20;
kryzotynib, 0, 2.8; 19,9;
sawolitynib, 3, 3; 11,7;
sunitynib 4% 5,6* 164 *
SAVOIR I 1-4  |sawolitynib 60 (100) |27* 7,0 (2.8-NO) * BD*
NCTO03091192
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KEYNOTE-427 II 1 pembrolizumab (118 (71,5) |28,8* |5,5(3,9-6,9) * 31,5 (25,5-NO) *
NCT02853344(23)

CheckMate 374 b/ |{1-4  |niwolumab 24.(54,5) (13,6 22(1,8-54) 16,3 (9,2-NO)
NCT02596035(24) IV

CheckMate 920 |TIIb/ |1 niwolumab + |18 (34,6) [19.6 |37 (2,7-4.6) 212 (16,6-NO)
NCT02982954(33) [TV ipilimumab

NCT03635892(26) |II 1-2  |kabozantynib + |32 (80) 48 12,5 (6.3-5.9) 28 (16,3-NO)

niwolumab
KEYNOTE-B61 11 1 pembrolizumab |93 (59) 54* BD BD
NCT04704219(25) + lenwatynib

* — znany ORR/PFS/OS dla pacjentéw z pRCC, w innym przypadku dane dla chorych z
niejasnokomérkowym rakiem nerki. BD — brak danych, NO — nie osiggniete, PFS — czas wolny od

progresji, OS — czas przezycia catkowitego, pRCC — rak brodawkowaty nerki.

1.1.2.3 Rokowanie u pacjentow z rozpoznaniem raka brodawkowatego nerki

W stadium ograniczonym do nerki pRCC charakteryzuje si¢ lepszym rokowaniem
pacjentéw w poréwnaniu do ccRCC. Niestety u okoto 20-30% pacjentéw z rozpoznaniem
pRCC juz przy postawieniu diagnozy stwierdza si¢ przerzuty odlegte, a u pozostatej czg¢Sci
chorych pomimo choroby wyjSciowo ograniczonej wytacznie do nerki, przerzuty odlegte
wystapia w przebiegu choroby u 20-40%(34). Pomimo lepszego rokowania pRCC
wzgledem ccRCC w stadium ograniczonym, w chorobie przerzutowej wyniki leczenia sg
gorsze u pacjentow z pRCC(21). W analizie danych ponad 112 tysigcy pacjentow z
rozpoznaniem RCC podtyp brodawkowaty wigzal si¢ z gorszym rokowaniem w
poréwnaniu do ccRCC w zakresie czasu przezycia zaleznego od nowotworu (ang. cancer-
specific survival, CSS) (HR = 1,28; 95% CI: 1,19-1,39; p <0,001) 1 przezycia catkowitego
(ang. overall survival, OS) (HR = 1,30; 95% CI: 1,21-1,40; p < 0,001)(35). Nawet przy
uzyciu kombinacji nowoczesnych terapii opartych na potaczeniu lekow ukierunkowanych
molekularnie z immunoterapig, wyniki leczenia pRCC pozostajg niezadowalajace: odsetek
pacjentéw z 12-miesiecznym OS w badaniach real-world wynosi 58% u pacjentéw z

pRCC, a u pacjentéw z ccRCC 75%(36).
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1.2 Receptory B-adrenergiczne

W ostatnim czasie w badaniach przedklinicznych oraz klinicznych wykazano istotny
wplyw przewleklego stresu na procesy zwigzane z karcynogeneza oraz patofizjologia
nowotworow(37). Metaanaliza 165 badan potwierdzita wpltyw  czynnikdéw
psychospotecznych zwigzanych ze stresem na zwieckszong czegstoS¢ wystepowania
nowotworow, nawet w wyjSciowo zdrowych populacjach(38). Ekspozycja na stres
powoduje aktywacje¢ dwoch kluczowych ukladow w organizmie czlowieka: osi
podwzgodrze-przysadka-nadnercza oraz uktadu wspétczulnego, a co za tym idzie
uwolnienie kortyzolu i katecholamin. Na podstawie dotychczasowych obserwacji, wydaje
sie¢ wysoce prawdopodobne, iz hormony uwalniane podczas stresu moga uczestniczy¢ w
powstawaniu i progresji nowotworéw za poSrednictwem receptoréw [3-adrenergicznych, a

w szczegblnosci receptoréw [3,-adrenergicznych(39).

Receptory [3-adrenergiczne (ang. [3-adrenergic receptors, -ARs) naleza do rodziny
receptorow sprzezonych z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptors, GPCRs).
Potaczenie ligandu z zewnatrzkomodrkowg czescig receptora powoduje jego interakcje z
odpowiednimi biatkami G i innymi biatkami sygnatowymi, wptywajacymi na kluczowe dla
komorki procesy komérkowe. W organizmie ludzkim zidentyfikowano 3 podtypy PARs:
Bi-AR, B2-AR and (3-AR. Naturalnymi ligandami dla -ARs sg dopamina i adrenalina,
ktore wigzg si¢ z jednakowym powinowactwem do wszystkich podtypéw [3-ARs.

Noradrenalina z kolei wykazuje wigksze powinowactwo do [31-ARs(40).

[31-ARs ulegaja ekspresji w kardiomiocytach, komérkach aparatu przyktebuszkowego nerki
1 adipocytach(40). Pobudzenie tych receptorow powoduje zwigkszenie czestoSci
wytadowaft w wezle zatokowo-przedsionkowym, wezZle przedsionkowo-komorowym oraz
w miesnidwce komor serca, co powoduje wzrost czestosci skurczéw i kurczliwosSci mig$nia
sercowego, przektadajac si¢ na wzrost objetoSci wyrzutowej 1 pojemnoSci minutowe;]
serca(40). W nerce zwigzanie [31-ARs w komdrkach przykigbuszkowych powoduje
uwolnienie reniny, prowadzace do wzrostu objetoSci krwi poprzez zwigkszone uwalnianie
angiotensyny II i aldosteronu(40). W adipocytach 3i-ARs odpowiadajg za pobudzenie
lipolizy.

Podtyp 2 [-ARs wykazuje najwicksza ekspresje w mie$niach gtadkich naczyn
krwiono$nych, oskrzeli, przewodu pokarmowego i macicy. Pobudzenie tych receptoréow

przektada si¢ wigc na bronchodylatacje, wazodylatacje, spowolnienie perystaltyki
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przewodu pokarmowego oraz rozkurcz mig¢$nia gtadkiego macicy. Podobnie jak [1-ARs,
jednak w mniejszym stopniu, receptory typu 2 ulegaja tez ekspresji w kardiomiocytach i
tkance ttuszczowej, gdzie odpowiadaja odpowiednio za zwigkszenie kurczliwoSci i1
czgstoéci skurczow kardiomiocytow oraz lipolizg. [>-ARs w migSniach poprzecznie
prazkowanych odpowiadaja za ich zwiekszong kurczliwoS¢. Komoérki uktadu
odpornosciowego takie jak limfocyty i makrofagi rowniez wykazuja ekspresje B2-ARs, co
sprawia, ze przekaznictwo [:-adrenergiczne wykazuje ztozony wptyw na modulacje

odpowiedzi immunologiczne;.

Receptory 33 wykazuja najwicksza ekspresje w brunatnej tkance ttuszczowej, gdzie
uczestniczag w lipolizie. Ulegaja réwniez ekspresji w migsSniach szkieletowych, gdzie

uczestniczg w termogenezie.

W zdrowej nerce 3-ARs, zaréwno [31-ARs, jak i f2-ARs wykazuja ekspresje w kanaliku
proksymalnym, dystalnym oraz ktgbuszkach nerkowych(41). P2-ARs petnig wiele funkcji
w fizjologii nerki: regulujg przepltyw krwi 1 filtracje kigbuszkowa, réwnowage

elektrolitowa, oraz wydzielanie reniny przez komorki przykigbuszkowe(42).
1.2.1 Leki wplywajace na receptory pf-adrenergiczne

Leki wptywajace na sygnalizacje przez [3-ARs sa szeroko stosowane w medycynie.
Antagonisty 3-ARs zwane potocznie [3-blokerami znajdujg zastosowanie w leczeniu
choréb ukfadu sercowo-naczyniowego takich jak nadciSnienie tetnicze, zaburzenia rytmu

czy niewydolnos¢ serca.

Pierwsze syntetyczne zwigzki z grupy [3-blokeréw o dziataniu nieselektywnym, pronetalol
1 dichloroizoprenalina, zostaty zsyntetyzowane pod koniec lat 50. XX wieku, jednak nie
zostaty wprowadzone do uzycia w praktyce klinicznej z powodu obserwowanego na
badanych zwierzetach dziatania karcynogennego(43). Leki te zostaly w zwigzku z tym
wyparte przez odkryty w 1962 roku propranolol, bedacy nieselektywnym f3-blokerem,
dziatajacym zaréwno na receptory 3, jak i [3,. Kolejne zsyntetyzowane B-blokery, takie jak
acebutolol, atenolol, bisoprolol i nebiwolol wykazywaty selektywne dziatanie na receptory
[31, ograniczajac tym samym dziatania niepozadane nieselektywnych [-antagonistow, takie
jak skurcz miesni gtadkich naczyn i oskrzeli (Tabela 2). Obecnie na rynku dostepnych jest
ponad 20 réznych lek6éw z grupy P-blokeréw. W analizie populacji Stanéw Zjednoczonych
[-blokery byty trzecia najczesciej uzywang grupg lekow wsrdd pacjentéw w przedziale

wiekowym miedzy 60 a 79 rokiem zycia, stosowang u ponad 20% chorych w tej grupie
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wiekowej(44). Biorac pod uwage rosnagca zapadalnoS¢ na choroby ukfadu sercowo-

naczyniowego, ktore s3 obecnie pierwsza przyczynag zgonéw w  krajach
wysokorozwinigetych, mozna podejrzewac, ze liczba pacjentow leczonych lekami z tej

grupy w Europie siega kilkudziesigciu miliondw(45).

Leki stymulujace przekaznictwo [3-adrenergiczne wykorzystywane sa w réznych

wskazaniach w zaleznoSci receptorow, na ktore wykazujg dzialanie.

podtypu
Nieselektywnym B-mimetykiem o powinowactwie do $-ARs kilkunastokrotnie wickszym
od adrenaliny czy noradrenaliny jest izoprenalina. Byta ona wykorzystywana w leczeniu
skurczu oskrzeli, bradykardii, blokach przewodnictwa przedsionkowo-komorowego,
jednak z uwagi na ryzyko wywotania groznych dla zycia zaburzen rytmu serca nie jest
obecnie dopuszczona do uzytku w wielu krajach, w tym w Polsce. Inne nieselektywne [3-
mimetyKki takie jak metoksyfenamina czy orcyprenalina byly w przesztoSci stosowane m.in.

w leczeniu skurczu oskrzeli, jednak z uwagi na istotne dzialania niepozadane podobne do

tych wywotywanych przez izoprenaling, nie sg obecnie stosowane w praktyce kliniczne;j.

Leki wykazujace dziatanie f3,adrenergiczne, takie jak niezarejestrowana w Polsce

denopamina, wykorzystywane s3 w intensywnej terapii w leczeniu wstrzasu
kardiogennego. Dostepna w Polsce dobutamina wykazuje dziatanie wobec [3;-ARs i
receptorow o; w mie$niu sercowym oraz stabsze dziatanie na obwodowo zlokalizowane f3,
-ARs. Poprzez dziatanie inotropowe dodatnie oraz stabsze dziatanie obowodowe wykazuje
rozny efekt dziatania na uktad sercowo-naczyniowy w zaleznosci od dawki. Z kolei leki
[,-adrenergiczne takie jak salbutamol czy salmeterol znajduja zastosowanie w leczeniu

choréb uktadu oddechowego takich jak astma 1 przewlekta obturacyjna choroba ptuc.

Tabela 2. Wybrane substancje wptywajace na podtypy receptoréw (3-adrenergicznych.

Receptory (i.-adrenergiczne Receptory (.-adrenergiczne Receptory - i f..adrenergiczne
agonista antagonista agonista antagonista agonista antagonista
denopamina acebutolol bitolterol butoksamina izoprenalina/ bucyndolol
dobutamina atenolol fenoterol ICI-118.,551 izoproterenol karwedilol
z(flli-sl?RS > - betaksolol formoterol metoksyfenamina karteolol
bisoprolol klenbuterol orcyprenalina labetalol
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betaksolol lewosalbutamol nadolol

celiprolol prokaterol pindolol

esmolol rytodryna propranolol

metoprolol salbutamol sotalol

nebiwolol salmeterol tymolol
terbutalina

1.2.2 Podtyp 2 receptora f3-adrenergicznego
1.2.2.1 Budowa i funkcja receptora f3;-adrenergicznego

Podtyp 2 B-AR kodowany jest przez gen ADRB2 (ang. adrenoceptor beta 2) zlokalizowany
na ramieniu dlugim chromosomu 5 (5q32)(46). Jako GPCR receptor ten oddziatuje z
kanatem wapniowym typu L, ktéry zwigzany jest z biatkiem G,. Biatko to ma forme
heterotrimeru sktadajacego si¢ z podjednostek a, 3 i Y(47). Agonisci wiazacy si¢ z f2-ARs
powoduja interakcje heterotrimeru G,0fy z GDP, co wywotuje dysocjacje biatka G, do
Ga-GTP i GPy. Tak powstate podjednostki Ga-GTP i Gy modulujg czynno$é wielu
Sciezek sygnalowych, kanatéw jonowych i1 enzyméw komoérkowych. Wewnetrzna
aktywno$¢ podjednostki Ga jako GTP-azy prowadzi nastepnie do hydrolizy GTP do GDP
i ponownego potaczenia podjednostek Ga-GDP i Gf3, co powoduje zahamowanie

przekaznictwa i1 powr6t kompleksu do stanu nieaktywnego (Rycina 1.)

Wiazanie agonisty Przytgczanie biatka G i Pobudzenie efektorow przez Hydroliza GTP i
wymiana nukleotydow aktywowane podjednoski biatka G inaktywacja biatka Ga.

Odtworzenie heterotrimeru biatka G

Rycina 1. Cykl aktywacji i dezaktywacji receptora [3,-adrenergicznego. Na podstawie:
Rasmussen SG ef al., Crystal structure of the B2 adrenergic receptor-Gs protein complex,
Nature, 2011. AC — cyklaza adenylanowa; ATP — Adenozyno-5'-trifosforan; Ca?* — jony

wapnia; cAMP — cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan; R— receptor.
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Aktywowana podjednostka Ga biatka G, pobudza cyklaz¢ adenylanowa uczestniczacg w
syntezie cyklicznego adenozyno-3',5-monofosforanu (ang. 3'.5'-cyclic adenosine
monophosphate, cAMP). Wzrost stezenia cAMP aktywuje kinaze biatkowa A (ang. protein
kinase A, PKA), ktéra wykazuje wplyw na procesy komodrkowe takie jak regulacja
metabolizmu, réznicowania, mobilnoSci, apoptozy 1 odpowiedzi immunologicznej. PKA
aktywuje tez [(3-adrenergiczng kinaze receptorowq (ang. S-adrenergic receptor kinase,
BARK), ktéra stymuluje P-arrestyng, powodujac desentytyzacje przekazZnictwa [3-
adrenergicznego, aktywacje szlaku sygnatowego kaskady kinaz aktywowanych
mitogenami (ang. mitogen activated protein kinases, MAPK) oraz kinazy Src,
fosforylujace;j czynniki  transkrypcyjne = takie  jak  przekaznik  sygnalu
1 aktywator transkrypcji 3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3,
STAT3). Kolejnym efektorem zaleznym od cAMP jest biatkowy czynnik wymiany
nukleotydéw guaninowych aktywowany przez cAMP (ang. exchange protein directly
activated by cAMP, EPAC). EPAC aktywuje GTP-azy z rodziny Ras: Rapl i Rap2, ktére
z kolei stymulujg aktywnoS$¢ kinazy biatkowej RAF, fosforylujacej i aktywujacej MEK
(MEK1 i MEK2) oraz kinazy regulowane sygnalem zewnatrzkomérkowym 1/2. (ang.
extracellular signal regulated kinase, ERK1/2). Kinaza ERK po fosforylacji przemieszcza
si¢ do jadra komorkowego, gdzie nastepnie fosforyluje i aktywuje czynniki transkrypcyjne
odpowiedzialne za procesy podziatu i wzrostu komoérek. Do czynnikéw transkrypcyjnych
aktywowanych przez kaskade sygnatowg Ras-Raf-MEK-ERK zaliczaja si¢: biatko wiazace
si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP (ang. cAMP response element binding protein,
CREB), STAT3, GATAI, aktywujacy czynnik transkrypcyjny (ang. activating
transcription factor, ATF) (Rycina 2.).
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Rycina 2. Sciezka przekaznictwa wewnatrzkomérkowego z receptorow [32-
adrenergicznych. Na podstawie: Cole SW, Sood AK. Molecular pathways: beta-
adrenergic signaling in cancer, Clin Cancer Res, 2012 Mar. AP1 — biatko aktywujace 1;
ATF — aktywujacy czynnik transkrypcyjny; ATP — Adenozyno-5'-trifosforan; BARK — f3-
adrenergiczna kinaza receptorowa, CA — cyklaza adenylanowa, cAMP — cykliczny
adenozyno-3',5"-monofosforan; CREB — biatko wigzace si¢ z elementem odpowiedzi na
cAMP; EPAC — czynnik wymiany nukleotydéw guaninowych aktywowany przez cAMP;
ERK 1/2 — kinazy regulowane sygnalem zewnatrzkomérkowym 1/2, P — fosforylacja,

PKA - fosfokinaza A; STAT3 — przekaznik sygnatu 1 aktywator transkrypcji 3.
1.2.2.2 Rola receptorow B:-adrenergicznych w patofizjologii nowotworow ztosliwych

Wysoka ekspresja B-ARs zostata wykazana w wielu typach nowotworéw takich jak
czerniak, rak przetyku, trzustki, nerki, pluca(48). Na podstawie dotychczasowych
doniesien wydaje si¢, ze podtypem [-ARs ulegajacym najczgSciej nadekspresji w

komérkach nowotworowych jest P2-AR(48).
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Nowotworami charakteryzujacymi si¢ szczeg6lnie wysokg ekspresja B.-ARs sg: czerniak,
rak trzustki, ptuca oraz RCC(48). Bioragc pod uwage stosunek ekspresji [3,-ARs w
nowotworze do poziomu ekspresji ,-ARs w tkance zdrowej, z ktérej wywodzi si¢
nowotwor, najwyzszy wynik osiagaja rak endometrium, rak surowiczy jajnika i rak

urotelialny(48).

Wplyw aktywacji receptoréw f3,-adrenergicznych na biologi¢ nowotworu jest niezwykle
ztozony. Nie dotyczy on jedynie komoérek nowotworowych, ale réwniez mikroSrodowiska
guza, w tym komodrek ukfadu immunologicznego. Wielokierunkowe efekty aktywacji
przekaznictwa [3,-AR udokumentowane zostaty na réznych etapach rozwoju nowotworu:
zarbwno na poziomie karcynogenezy, czyli powstawania nowych komdrek
nowotworowych, jak i na etapie przemian juz istniejagcych komoérek raka, prowadzacych

do postepu 1 rozwoju opornosci nowotworu(49) (Rycina 3).
1.2.2.2.1 Wptyw na proliferacj¢ komoérek nowotworowych

Jak wspomniano wcze$niej, stymulacja receptorow [3,-AR poprzez zwigkszenie poziomu
cAMP wplywa na pobudzenie szlakow przekaznictwa wewnatrzkomorkowego
regulujgcych metabolizm 1 proliferacje komoérek nowotworowych. cAMP ma zdolno$¢
aktywacji PKA, ktora fosforyluje kolejne biatka docelowe. Jednym z gtéwnych celow PKA
jest CREB - czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za regulacje ekspresji gendw
zwigzanych z podzialami i1 przezyciem komorek. Fosforylowany CREB wptywa na
transkrypcje genéw kodujacych biatka zaangazowane w kontrole cyklu komoérkowego
(m.in. c-JUN 1 cykling D1) 1 zahamowanie apoptozy (np. Bcl-2). Aktywacja szlaku cAMP-
CREB-PKA przyczynia si¢ do niekontrolowanych podzialéw i zmniejszonej apoptozy

komorek nowotworowych.

Wywotana pobudzeniem przekaZnictwa [3,-adrenergicznego aktywacja PKA w sposob
bezpoSredni 1 poSredni stymuluje réwniez Sciezke sygnatowa kinazy @3-
fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) 1 kinazy biatkowej
AKT(50). PI3K powoduje fosforylacje 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu (ang.
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP2) do 3.4 5-trifosforanu fosfatydyloinozytolu
(ang. phosphatidylinositol (3,4.,5)-trisphosphate, PIP3), ktory z kolei fosforyluje kinaze
biatkowg AKT. Szlak PI3K/AKT odpowiedzialny jest za regulacje cyklu komérkowego, a
jego nieprawidtowa aktywacja jest jednym z kluczowych mechanizméw prowadzacych do

powstawania i rozwoju wielu typow nowotworéw, w tym pRCC(51). Aktywna kinaza
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AKT fosforyluje biatka zaangazowane w zahamowanie apoptozy 1 pobudzenie proliferacji
komorek, takie jak MDM2, mTOR, GSK3f3, INK czy kaspaza 9. Wykazano réwniez, ze
nieprawidlowa aktywacja tego szlaku zwigzana jest z opornoScia pRCC na leczenie

TKI(52).

Stymulacja 3,-ARs jak wspomniano w podrozdziale 1.2.2.1 opisujacym dziatanie tego
receptora, powoduje rowniez aktywacje szlaku sygnatowego Ras-Raf-MEK-ERK. Jest to
kolejna Sciezka zaangazowana w regulacje¢ proliferacji, przezycia 1 migracji komoérek. W
wyniku pobudzenia kaskady kinaz tego szlaku dochodzi do przeniesienia sygnatu z blony
do jadra komoérkowego, w ktérym aktywowane zostaja czynniki transkrypcyjne
odpowiedzialne za ekspresj¢ bialek uczestniczacych w proliferacji 1 réznicowaniu
komoérek. Nieprawidtowa funkcje tej kaskady, wynikajaca z mutacji w genie RAS,
stwierdza si¢ w okoto 30% nowotworéw(53). Nadmierna aktywacja Ras-Raf-MEK-ERK
prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komérek nowotworowych. W przypadku pRCC
wykazano, ze nadekspresja biatek wchodzacych w tego sktad szlaku sygnalizacyjnego

moze wigzac si¢ z gorszym przebiegiem 1 opornoscig na leczenie(52).

Wykazano réwniez, ze pomigedzy [3,-AR a receptorem naskérkowego czynnika wzrostu
(ang. epidermal growth factor receptor, EGFR) moze zachodzi¢ zjawisko tzw.
transaktywacji(54). Transaktywacja to mechanizm, w ktérym dochodzi do wzajemnej
aktywacji bialek nalezacych do odmiennych uktadéw receptorowych. W tym przypadku
pobudzenie receptora sprz¢zonego z biatkiem G, takiego jak 3,-AR, powoduje aktywacje
drugiego receptora o aktywnoSci kinazy tyrozynowej, takiego jak EGFR. Wywotana przez
B-AR stymulacja [-arrestyny i zwigzanej z nig kinazy Src prowadzi do aktywacji
metaloproteinaz, ktdre przyczyniaja si¢ do uwolnienia prekursora czynnika wzrostu
naskdrka wigzacego heparyne (ang. pro heparin-binding epidermal growth factor, pro-HB
-EGF). Pro-HB-EGF aktywuje nast¢pnie EGFR i prowadzi do powstania kompleksu 3,AR-
EGFR, ktéry wyzwala kaskade sygnalowa zwigzang z EGFR. Wewnatrzkomérkowe szlaki
sygnalowe, do ktorych pobudzenia dochodzi w wyniku transdukcji sygnatu z EGFR, to
miedzy innymi szlak PI3K/AKT 1 Ras-Raf-MEK-ERK. Pobudzenie tych szlakéw
przekaznictwa wewnatrzkomorkowego w prowadzi do opisanych wczeSniej zjawisk:
zwigkszonej proliferacji, zahamowania apoptozy 1 zwigkszone] inwazji komorek

nowotworowych(55).
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1.2.2.2.2 Wptyw na angiogenez¢ nowotworowa

Katecholaminy, a w szczeg6lnoSci noradrenalina, maja istotny i bezpoSredni wptyw na
proces powstawania i rozbudowywania sieci naczyf krwionoSnych, czyli angiogenezg(56).
Fizjologiczna regulacja angiogenezy w zdrowych tkankach zachodzi dzigki rownowadze
pomiegdzy aktywnoScig czynnikOw pro- i antyangiogennych. W przypadku angiogenezy
nowotworowej dochodzi do zachwiania réwnowagi w kierunku czynnikdéw
proangiogennnych, co prowadzi do niekontrolowanej i patologicznej neoangiogenezy.
Proces ten odgrywa istotng rolg¢ we wzroscie i przerzutowaniu nowotworéw. Do czynnikéw
stymulujacych angiogenez¢ zaliczane s3: naczyniopochodny czynnik wzrostu (ang.
vascular endothelial growth factor, VEGF), czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi
(ang. platelet-derived growth factor, PDGF), tozyskowy czynnik wzrostu (ang. placenta-
derived growth factor, PIGF), transformujacy czynnik wzrostu [ (ang. transforming growth
factor B, TGF-p), interleukiny 6 i 8 (IL-6, IL-8). Sposréd wyzej wymienionych uwaza si¢,
ze VEGF odgrywa kluczowa role w angiogenezie nowotworowej. VEGF wywotuje swoj
efekt biologiczny poprzez polaczenie z receptorami nalezacymi do rodziny receptoréw
kinazy tyrozynowej. Do tej grupy receptorow zaliczany jest VEGFR1 1 VEGFR2. Receptor
VEGFR3 ulega ekspresji jedynie w komorkach Srédbtonka naczyn limfatycznych, w
zwigzku z tym jego rola ogranicza si¢ do limfangiogenezy. Gtéwny efekt na proliferacje
komorek Srodbtonka naczyniowego i powstawanie naczyn krwionoSnych VEGF wywiera
poprzez potaczenie z receptorem VEGFR2. Funkcja VEGFRI1 jest bardziej ztozona. Uwaza
si¢, ze jest to receptor petnigcy funkcje regulatorowa wzgledem VEGFR2, dziatajacy jako
naturalny antagonista wzgledem VEGFR1. W badaniach wielu nowotworéw wykazano
tez, ze noradrenalina i adrenalina poprzez stymulacj¢ 3,-ARs zwigkszaja ekspresje VEGF,
co przyczynia si¢ do powstawania nowych naczyf krwionoSnych w mikroSrodowisku
nowotworu(39). Ponadto aktywacja [3,-ARs zwicksza ekspresje innych czynnikow
proangiogennych takich jak IL-6, IL-8, metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej 219
(ang. matrix metalloproteinase MMP-2 1 MMP-9)(57,58). Powyzsze czynniki stymulujace
angiogenez¢ moga byC¢ wytwarzane zaréwno przez komorki nowotworu jak i
mikroSrodowisko nowotworu: np. makrofagi czy komorki Srédbtonka naczyniowego(59).
Wykazano ponadto, ze wywotana pobudzeniem przekaznictwa [3,-adrenergicznego
zwigkszona ekspresja MMP-2, MMP-9 i VEGF, moze by¢ regulowana przez czynnik
indukowany hipoksja 1 (ang. hypoxia-inducible factor-1, HIF-1), bedacy czynnikiem
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transkrypcyjnym odgrywajacym istotng rol¢ w patogenezie i opornosci na leczenie wielu

nowotworow, w tym w szczegdlnoSci w pRCC(52).
1.2.2.2.3 Wptyw na odpowiedZ immunologiczng

Na powierzchni komoérek ukfadu immunologicznego takich jak makrofagi, komoérki NK,
limfocyty B, komérki dendrytyczne, limfocyty T cytotoksyczne i limfocyty T pomocnicze,
wykazano obecno$¢ B-ARs, w tym gtéwnie podtypu 2 tych receptoréw(60). W warunkach
fizjologicznych sygnalizacja [3,-adrenergiczna odpowiada za regulacj¢ produkcji i sekrecji
cytokin przez wyzej wymienione komoérki. Odgrywa ona tez istotng role w regulacji
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej(61). Pobudzenie przekaznictwa [3,-
adrenergicznego zmniejsza naptyw komodrek NK do mikroSrodowiska guza, hamuje ich
degranulacje 1 aktywnoS¢ cytotoksyczng wobec komoérek nowotworowych(62,63).
Pobudzenie [3,-ARs zwigksza tez infiltracje mikroSrodowiska nowotworu przez
makrofagi(64), co przekfada si¢ na zwigkszenie ekspresji wydzielanych przez makrofagi
czynnikOw zwigzanych z progresja nowotworu takich jak cyklooksygenaza-2 (COX-2),
MMP-9, TGF-3 (64,65). Zwickszona ekspresja powyzszych czynnikow i naptyw
makrofagéw moga powodowac ostabiona odpowiedZ immunologiczng przeciwko
komérkom nowotworowym oraz zwigkszong angiogenez¢, co wplywa na szybsza
progresje nowotworu i powstawanie nowych przerzutéw(66). Stymulacja f3,-ARs
przyczynia si¢ rowniez do transformacji makrofagéw z fenotypu M1 do M2(67).
Subpopulacja M1 to makrofagi poSredniczagce m.in. w immunologicznej odpowiedzi
przeciwnowotworowej, podczas gdy makrofagi o fentotypie M2 to komérki wywotujace
supresyjny wptyw na uktad immunologiczny, w tym na odpowiedzZ skierowang przeciwko
komérkom nowotworu. Pobudzenie przekaznictwa przez ,-ARs, powodujace polaryzacje
makrofagéw w kierunku podtypu M2, wptywa zatem przemiany mikroSrodowiska guza

sprzyjajace rozwojowi i progresji nowotworow(65,67).

Pobudzenie [,-ARs upo$ledza réwniez produkcje interferonu (IFN) przez komorki
dendrytyczne i1 uwalnianie IFN-y przez cytotoksyczne limfocyty T(68). Stymulacja
sygnalizacji P,-adrenergicznej zmniejsza liczbg¢ limfocytow efektorowych CD8+,
uposledza ich odpowiedz cytotoksyczng wobec komdrek nowotworowych, zwigkszajac
jednoczesnie odsetek limfocytow CD4+ o wiaSciwoSciach immunosupresyjnych (69). W
wyniku pobudzenia [,-ARs obserwuje si¢ rowniez zwigkszong ekspresje dziatajacej

immunosupresyjnie czasteczki CTLA-4 na powierzchni limfocytéw T, co powoduje
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zmniejszong prezentacje antygendw nowotworowych i1 mniej skuteczng eliminacje

komérek nowotworowych (70).
1.2.2.2.4 Wptyw na macierzyste komorki nowotworowe

Wykazano réwniez, ze pobudzenie 3-ARs moze stymulowaé ekspansj¢ nowotworowych
komoérek macierzystych(71) (ang. cancer stem cells, CSCs) — subpopulacji komoérek
nowotworowych, ktére posiadajg zdolnos¢ do intensywnej proliferacji, inwazji Srodowiska
1 przerzutowania(72). Uwaza si¢, ze sg to komorki odpowiedzialne za rozwijanie opornosci
nowotworu na leczenie, jego przerzutowanie i1 progresje. Komorki macierzyste RCC
wywodzg si¢ z komorek nabtonka proksymalnych kanalikéw nerkowych. W obrebie CSCs
dochodzi do nadmiernej aktywacji wielu szlakéw przekaznictwa takich jak WNT/P-
katenina, Notch, NF-«B, JAK/STAT, TGF-f, PI3K/AKT(73). Po odkryciu CSCs w latach
90. identyfikacja tych komorek opierata si¢ poczatkowo biomarkerach zlokalizowanych na
powierzchni btony komérkowej(74). Klasyczne markery zwigzane CSCs w RCC to m.in.
biatka btonowe takie jak prominina-1 (CD133)(75) endoglina (CD105)(75), CD44(75).
Jako biomarkery CSCs zidentyfikowano rowniez biatka enzymatyczne takie jak anhydraza
weglanowa IX (CAIX)(75) 1 dehydrogenaza aldehydowa (ang. aldehyde dehydrogenase,
ALDH)(75) oraz biatka filamentéw poSrednich takie jak nestyna(76). W badaniu guzéw
RCC u pacjentéw po nefrektomii wykazano, ze wysoka ekspresja nestyny 1 ALDH-1
koreluje z wyzszym stopniem zaawansowania nowotworu i jego nizszym stopniem

zréznicowania(77).

W ostatnim czasie w badaniach z uzyciem sekwencjonowania RNA gléwna uwage
poSwieca si¢ jednak markerom molekularnym, identyfikujac geny zaangazowane w
procesy zwigzane z CSC(73). WSrdd nich jako najistotniejsze wymienia si¢ SOX2 (ang.
SRY-box transcription factor 2) (78) i POUSFI (ang. POU class 5 homeobox 1,
wystepujacy réwniez pod nazwa OCT-4)(79). SOX-2 i POU5SFI koduja ekspresje
embrionalnych czynnikéw transkrypcyjnych, odpowiednio: czynnika transkrypcyjnego
regionu determinujacego ple¢ na chromosomie Y (SOX-2) oraz czynnika transkrypcyjnego
wigzacego oktamer 4 (ang. octamer-binding transcription factor 4, OCT-4). Czynniki te sg
odpowiedzialne za zdolno§¢ CSCs do samoodnowienia si¢, migracji oraz rozwijania
opornosci na leczenie(73). Wysoka ekspresja POUSFI w guzach RCC réznych podtypow
histologicznych wigzata si¢ z ich nizszym stopniem zréznicowania i krétszym PFS w

przypadku ccRCC(80,81) . W analizie przeprowadzonej wsrdd chorych z rozpoznaniem
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ccRCC na podstawie danych z TCGA wykazano, ze wysoka ekspresja SOX-2 wigzata si¢
z krétszym OS(82).

( Aktywacia B,-AR ]
[
4 l N\ l ; ~\ 1 ‘
| komérek NK
1 PI3K/AKt TVEGF, L IFNy
1 Ras-Raf-MEK- aktywacja CSCs naptyw 1IL-6, IL-8 { CTLA-4
ERK makrofagow 1 MMP-2 imfocviow T
1 MMP-9 1 limfocytow
1 STAT3 CD8+
1 EGFR J
1 CREB

PROLIFERACJA, INWAZJA,
ZMNIEJSZONA MIGRACJA, ANGIOGENEZA osfh:‘n‘:LEJ‘c')f_gglzg"’qVéﬁDZ'
APOPTOZA PRZERZUTOWANIE

Rycina 3. Wptyw aktywacji receptoréw [3,-adrenergicznych ($,-AR) na nowotwor i jego

mikroSrodowisko. COX-2 — cyklooksygenaza 2; CREB - biatko wigzace si¢ z elementem
odpowiedzi na cAMP; CSCs — macierzyste komoérki nowotworowe; CTLA-4 — antygen-4
cytotoksycznych limfocytéw T; EGFR — receptor naskérkowego czynnika wzrostu; IFNy
— interferon y; IL — interleukina; MMP-2.9 — metaloproteinaza macierzy
pozakomorkowej 2,9; PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; STAT3 — przekaznik
sygnatu 1 aktywator transkrypcji 3; VEGF — naczyniopochodny czynnik wzrostu.

1.2.3 Substancje wplywajace na przekaznictwo 3-adrenergiczne a nowotwory
1.2.3.1 Badania przedkliniczne

Dane pochodzace z badan przedklinicznych wykazuja r6zng i czg¢sto rozbiezng nawet w
obrebie jednego typu nowotworu role substancji wptywajacych na [-ARs. Najwigcej

danych zgromadzono dla raka piersi, jelita grubego, zotadka i jajnika (Tabela 3.).

W raku piersi istnieje grupa badaf przedklinicznych, w ktérych wykazano
przeciwnowotworowy  wptyw  [-agonistéw:  salbutamol = wywotywat  efekt
przeciwnowotworowy poprzez zmniejszenie inwazji 1 migracji komorek raka piersi(83);
inny [,-agonista — pirbuterol — hamowat proliferacje i indukowat apoptoze komorek
nowotworowych w modelach in vitro 1 modelach zwierzgcych in vivo(84). W badaniu na
modelu ksenograftéw mysich powstatych z linii komérkowych raka piersi wykazano
istotny wplyw salbutamolu na zmniejszenie wielkoSci guzéw nowotworowych(85). Z
drugiej strony istniejg tez doniesienia, w ktdrych obserwuje si¢ przeciwstawny wplyw

przekaznictwa [-adrenergicznego na raka piersi. W badaniach na liniach komérkowych
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klenbuterol(86) — selektywny [3,-agonista — stymulowal proliferacje komdrek
nowotworowych. Inny agonista 3-AR — izoproterenol — powodowat zwigkszong inwazje i
zmniejszong deformowalnoS§¢ cytoszkieletu komodrek raka piersi(87). Stosowanie
nieselektywnego [-antagonisty — propranololu — przektadato si¢ na zmniejszong inwazje,
migracje komdrek nowotworowych(88). W modelu mysich ksenograftow powstatych
poprzez implantacje komoérek wywodzacych si¢ z przerzutu raka piersi do médzgu,
zaobserwowano, ze podanie propranololu powoduje zmniejszong czestoS¢ powstawania
ognisk przerzutowych w obrebie oSrodkowego uktadu nerwowego(88). Przyczyny
obserwowanych rozbieznosci dotyczacych roli B-AR w raku piersi pozostaja niejasne.
Wydaje si¢, ze moga one wynika¢ z réznej ekspresji 3-ARs pomigdzy poszczegdlnymi
podtypami raka piersi, rodzaju zastosowanego agonisty i antagonisty, braku selektywnoSci
badanej substancji wobec konkretnego podtypu [-AR, wybranego modelu
doSwiadczalnego: w przypadku badaf in vitro nie uwzglednia si¢ roli mikroSrodowiska,
podczas gdy w badaniach in vivo, na wzrost guza wptywaja réwniez otaczajace go komorki

1 substancje docierajace do niego siecig naczyfi krwiono$nych.

W przypadku raka jelita grubego dane pochodzace z badafi przedklinicznych sg bardziej
jednoznaczne. Selektywna blokada f3,-ARs (w przeciwienstwie do selektywnej blokady 3.
ARs, ktéra nie wywierata zadnego wptywu) poprzez zastosowanie ICI-118,551
powodowata zmniejszong zywotnoS¢, zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G1 1
apoptoze komorek linii raka jelita grubego, a takze hamowata wzrost guzdéw
nowotworowych w modelu ksenograftow mysich(89). W innym badaniu wykazano, ze ICI-
118,551 hamuje stymulowang przez adrenaling proliferacje komodrek raka jelita
grubego(90). Zastosowanie nieselektywnego [-blokera — propranololu - w
przeciwienstwie do selektywnego [3;-antagonisty, powodowato zahamowanie indukowanej
przez noradrenaling migracji komorek raka jelita grubego(91). W modelu mysim raka jelita
grubego  wykazano, ze  podanie  propranololu = powodowato  pobudzenie

przeciwnowotworowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego (92,93).

Wptyw blokady i stymulacji 3-ARs w raku Zotadka jest podobny do opisywanego w raku
jelita grubego. Stosowanie selektywnych [3-blokeréw takich jak ICI-118.,551 czy atenolol
przektadalo si¢ na zmniejszenie stymulowanej nikotyng proliferacji komorek raka
zotadka(94). W innym doSwiadczeniu na liniach komodrkowych tego nowotworu
zaobserwowano zmniejszong proliferacje¢, zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1 1

apoptoz¢ komérek poddanych dziataniu propranololu (95). Stymulacja [3,-ARs poprzez
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zastosowanie salbutamolu powodowata zwiekszenie migracji 1 inwazji komorek
nowotworowych, a takze wzrost guzow w ksenograftach mysich wytworzonych z komérek

raka zotadka(96).

W badaniach przedklinicznych na modelach raka jajnika efekt oddzialywania na
przekaznictwo [-adrenergiczne jest podobny jak w opisanych wyzej nowotworach
przewodu pokarmowego. Izoprenalina — nieselektywny f-mimetyk — powodowat
zwigkszong adhezje(97) 1 migracje(98) komorek raka jajnika. W modelu mysim raka
jajnika zaréwno izoprenalina jak i selektywny [3,agonista — terbutalina — powodowaty
zwigkszenie liczby 1 masy guzéw nowotworowych oraz wplywaly na zwigkszong
angiogenez¢ w obrebie nowotworu. Co istotne selektywny f3;.agonista — xamoterol — nie
wywotywat podobnego efektu. Dziatania wywotane przez izoprenaling i terbutaling mogty

jednak zosta¢ zahamowane przez podanie propranololu(99).

Tabela 3. Wyniki wybranych badan przedklinicznych oceniajacych role przekaznictwa [3-

adrenergicznego w raku piersi, jelita grubego, zotadka 1 jajnika.

Cytowanie | Nowotwér | Model | Linia komérkowa | Efekt -antagonisty | Efekt f-agonisty

(83) rak piersi invitro | IBH-6 - stymulacja [3,-AR:
MDA-MB-231 zZmniejszenie
migracji, inwazji,

adhezji

invivo | MDA-MB-231 - stymulacja [3,-AR:
zmniejszenie

przerzutowania

(84) rak piersi invitro | MDA-MB-231 - stymulacja [3,-AR:
zahamowanie
proliferacji,

indukcja apoptozy

invivo | MDA-MB-231 - stymulacja [3,-AR:
zmniejszenie

wzrostu guza

(85) rak piersi invitro | MDA-MB-231 blokada -AR: stymulacja [3,-AR:
IBH4 IBHL6 zmniejszenie zahamowanie
wywolywanego proliferacji
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salbutamolem
zahamowania

proliferacji

invivo | MDA-MB-231 blokada 3-AR: stymulacja ,-AR:
IBH-4 IBH-6 niejasny efekt, brak zmniejszenie
efektu wzrostu guza
(86) rak piersi invitro | CG-5 - stymulacja [3,-AR:
stymulacja
proliferacji
(88) rak piersi invitro | MDA-MB-231 blokada -AR: stymulacja [3,-AR:
zahamowanie stymulacja
proliferacji, inwazji migracji
invivo | MDA-MB-231Br blokada 3-AR: -
zmniejszenie
przerzutowania do
mézgu
(87) rak piersi invivo | MDA-MB-231 blokada -AR: stymulacja 3-AR:
zniesienie efektu zwigkszenie
wywotanego [3- inwazji,
agonistg zmniejszenie
deformowalnosci
(100) rak piersi invitro | MDA-MB-468 blokada f,-AR: stymulacja [3,-AR:
zniesienie efektu stymulacja
wywotanego [3»- migracji
agonistg
(89) rak jelita invitro | Colo205 blokada f3,-AR: -
grubego HT29 zmniejszenie
zywotnosci,
zatrzymanie
podziatéw
komorkowych,

stymulacja apoptozy
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in vivo

HT29

blokada (3,-AR:
zmniejszenie

wzrostu guza

(90)

rak jelita

grubego

in vitro

HT29

blokada (3,-AR:
zmniejszenie
stymulowane}j
adrenaling

proliferacji

stymulacja 3-AR:
stymulacja

proliferacji

oD

rak jelita

grubego

in vitro

SW 480

blokada (3,-AR:
zmniejszenie
stymulowane}j
noradrenaling

migracji

stymulacja 3-AR:
stymulacja

migracji

93)

rak jelita

grubego

in vivo

CT26

blokada 3-AR:
immunomodulacja,
zmniejszenie
wzrostu guza w
potaczeniu z

chemioterapia

92)

rak jelita

grubego

in vivo

MC38

blokada 3-AR:
zmniejszenie
wzrostu guza,
hamowanie
angiogenezy,

immunomodulacja

(94)

rak

zotadka

in vitro

AGC

blokada 3-AR:
zmniejszenie
stymulowane}j

nikotyng proliferacji

stymulacja 3-AR:
stymulacja

proliferacji

(95)

rak

zotadka

in vitro

MKN45

NUGC3

blokada 3-AR:
zmniejszenie
zywotnoSci,
zatrzymanie

podzialéw
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komoérkowych,

stymulacja apoptozy

invivo | MKN45 blokada 3-AR: -
zmniejszenie
wzrostu guza
(96) rak in vitro | MGC803 blokada (3,-AR: stymulacja 3,-AR:
zotadka SGC-7901 zmniejszenie stymulacja
migracji i inwazji migracji i inwazji
invivo | MGC803 blokada (3,-AR: stymulacja 3,-AR:
zmniejszenie pobudzenie
wzrostu guza, wzrostu guza,
hamowanie EMT pobudzenie EMT
(101) rak invivo | SGC-7901 blokada -AR: -
zotadka wzmocnienie efektu
radioterapii w
zmniejszeniu
wzrostu guza
rak invitro | SGC-7901 blokada 3-AR: -
zotadka BGC-823 zmniejszenie
proliferacji,
zatrzymanie
podzialéw
komoérkowych,
stymulacja apoptozy
(CH) rak jajnika | invitro | Ovcar3 - stymulacja 3-AR:
zwigkszona
adhezja
(98) rak jajnika | invitro | Ovcar3 - stymulacja 3-AR:
stymulacja
migracji
(99) rak jajnika | invitro | SKOV3ipl - stymulacja 3-AR:
HeyA8 A2780 stymulacja
proliferacji,
angiogenezy,

42



invivo | HeyA8 blokada -AR: stymulacja 3-AR:
zmniejszenie pobudzenie
wzrostu guza wzrostu guza,
wywolanego angiogenezy
stosowaniem
agonisty

B-AR: receptor -adrenergiczny, EMT: przejscie epitelialno-mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal

transition).
1.2.3.2 Badania epidemiologiczne

Z uwagi na wysoka ekspresje B-ARs w komoérkach nowotworowych i wykazany w
badaniach przedklinicznych zwigzek miedzy aktywacja tych receptorow a biologia
nowotworu, przybywa caly czas danych z zakrojonych na szerokg skale badaf
epidemiologicznych badajacych zalezno$¢ pomigdzy uzyciem tych lekéw a SmiertelnoScia
zwigzang z nowotworami. Bioragc pod uwage wykorzystywane w praktyce leki
oddziatujace na przekaznictwo [-adrenergiczne, najwiecej danych zgromadzono dla
substancji z grupy selektywnych i nieselektywnych (-antagonistow — tzw. B-blokeréw —
wykorzystywanych w leczeniu nadciS$nienia tetniczego, zaburzen rytmu i niewydolnoSci
serca. Leki z grupy B-mimetykéw wykorzystywane sg gldwnie w intensywnej terapii (np.
dobutamina) lub w postaciach wziewnych wykazujacych gtéwnie miejscowe a nie
systemowe dziatanie (salbutamol, salmeterol, fenoterol formoterol wykorzystywane w
leczeniu astmy). W zwigzku z powyzszym, wiekszo§¢ badafi epidemiologicznych i
klinicznych skupia si¢ na ocenie lekéw z grupy P-bloker6w a nie [-agonistow. W
przeprowadzonych dotychczas analizach wykazano istotnie statystyczny zwigzek
pomiedzy stosowaniem lekéw z grupy [-antagonistow a wydtuzeniem OS u pacjentéw z
rozpoznaniem raka  prostaty(102), niedrobnokomérkowego raka  ptuca(103),
czerniaka(104), raka jajnika(105). W metaanalizie 12 badan wykazano wplyw stosowania
[-blokeréw na wydtuzenie OS u pacjentéw z réznymi rodzajami nowotworéw (HR =0,79;
95 % CI 0,67-0,93; p =0,004)(106). Wydaje si¢ jednak, ze przeciwnowotworowy wplyw
[-antagonistow nie jest zjawiskiem uniwersalnym i moze zaleze¢ od typu nowotworu. W
badaniach populacyjnych pacjentek z nadciSnieniem tetniczym wykazano zalezny od
dawki wptyw przyjmowania selektywnych [3, antagonistow na zwigkszone ryzyko
zachorowania na raka piersi(107,108). W niedawno opublikowanej metaanalizie 22 badafi

u pacjentek z rakiem piersi wykazano wptyw stosowania -bloker6w na zwigkszone ryzyko
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zachorowania na ten typ nowotworu, ale tylko u pacjentek populacji europejskiej (RR:
1,380, 95% CI: 1,162-1,639; 12= 90.7%) (109). Z drugiej strony u pacjentek z juz
rozpoznanym wczesnym rakiem piersi, w metaanalizie 13 badan udowodniono korzystny
wptyw stosowania 3-blokeréw na czas wolny od nawrotu choroby (HR = 0,73; 95% ClI,

0,56-0,96; p = 0,025), nie wykazujac jednak wptywu na OS(110).
1.2.3.3 Badania kliniczne

Z uwagi na ograniczenia z jakimi wiazg si¢ badania epidemiologiczne, w szczegdlnoSci ich
gtéwnie retrospektywny charakter, uwzglednienie w analizach epidemiologicznych wielu
lekéw z grupy [3-blokeréw o réznych mechanizmach dziatania bez podziatu na
selektywnych i nieselektywnych antagonistow oraz mozliwy wplyw [3-blokeréw na
zmniejszenie SmiertelnoSci z przyczyn sercowo-naczyniowych a nie onkologicznych,
powyzsze wyniki wymagaja potwierdzenia w prospektywnych badaniach klinicznych z
randomizacja (ang. randomized controlled trial, RCT). Wykaz przeprowadzonych
dotychczas RCT zostat przedstawiony w Tabeli 4. W wiekszoSci z wymienionych badafi
stosowano nieselektywnego [3-antagoniste — propranolol — a najczeSciej badanym

nowotworem by? rak piersi.

W RCT przeprowadzonym na 60 pacjentkach z rozpoznaniem raka piersi przedoperacyjne
podanie propranololu przez 7 dni przed radykalnym zabiegiem operacyjnym, powodowato
zwigkszong infiltracje guza przez komorki ukiadu odpornoSciowego i1 zmniejszong
ekspresje  gendw  zwigzanych z  niekorzystnym  rokowniczo  fenotypem
mezenchymalnym(111). Podobne wyniki uzyskano, podajac okotoperacyjnie propranolol
z inhibitorem COX-2, etodolakiem. Pofaczenie tych lekow powodowato zahamowanie
przejscia epitelialno-mezenchymalnego (ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT),
zmniejszenie ekspresji czynnikOw transkrypcyjnych zwigzanych z przerzutowaniem i
zwigkszeniem infiltracji guza przez limfocyty B(112). Okotoperacyjne zastosowanie
propranololu u pacjentek poddanych mastektomii zmniejszatlo wywotang zabiegiem
immunosupresj¢ i powodowalo zmniejszenie pooperacyjnego wzrostu liczby limfocytow
T regulatorowych®. W raku jelita grubego przeprowadzono jedno RCT, w ktérym oceniano
polaczenie propranololu z etodolakiem w leczeniu okotooperacyjnym. W grupie
eksperymentalnej zaobserwowano zmniejszone EMT, korzystny profil biomarkerowy
zwigzany z agresywnym fenotypem nowotworu, co przetozylo si¢ na zmniejszenie ryzyka
nawrotu choroby (0% w grupie eksperymentalnej 294% w grupie kontrolnej,

p=0,054)(113). Pooperacyjne podanie propranololu u pacjentéw z czerniakiem w stadium
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IB do IITA spowodowato 80% spadek ryzyka nawrotu choroby (HR = 0,18; 95%CI [0,04—
0,89]; p=0,03).

Tabela 4. Wyniki badafi klinicznych z randomizacja z wykorzystaniem lekéw

wptywajacych na przekaznictwo -adrenergiczne.

Cytowanie

Nowotwor

Leczenie

Rodzaj leczenia

Wyniki

Faza

(111)

rak piersi

propranolol

radykalne,

przedoperacyjne

zmniejszenie ekspres;ji
genéw fenotypu
mezenchymalnego,
zwigkszenie infiltracji guza
przez komorki uktadu

odpornosciowego

II

(112)

rak piersi

propranolol

+ etodolak

radykalne,

okotooperacyjne

zmniejszenie EMT,
zmniejszenie ekspres;ji
prometastatycznych
czynnikéw
transkrypcyjnych,
zwigkszenie infiltracji przez

limfocyty B

II

(114)

rak piersi

propranolol
+

parekoksyb

radykalne,

okotooperacyjne

zmniejszenie wywotanego
operacjg naptywu
limfocytow T
regulatorowych (efekt

wylacznie dla propranololu)

II

(113)

rak  jelita

grubego

propranolol

+ etodolak

radykalne,

okotooperacyjne

zmniejszenie EMT,
zmniejszenie biomarkeré6w
agresywnego fenotypu,
zmniejszenie ryzyka

nawrotu

II

(115)

czerniak

propranolol

radykalne,

pooperacyjne

spadek ryzyka nawrotu

choroby

EMT: przejscie epitelialno-mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition).
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1.24 NadciSnienie tetnicze a rak nerki

Jak opisano powyzej, leki z grupy P-bloker6w sg powszechnie stosowane w leczeniu m.in.
nadci$nienia tetniczego. Miedzy rakiem RCC a nadciSnieniem tetniczym istniejg jednak

bardziej ztozone, wielokierunkowe zaleznoSci.

Po pierwsze, nadcis$nienie tetnicze jest uznanym czynnikiem ryzyka rozwoju RCC, cho¢
mechanizmy lezace u podstaw tej relacji nie zostaly jeszcze w pelni wyjasnione.
Metaanaliza, w ktorej uwzgledniono dane z 18 badah obserwacyjnych, wykazata okoto
54% wyzsze ryzyko zachorowania na RCC u 0s6b z rozpoznaniem nadci$nienia
tetniczego(116). ZaleznoS¢ ta nasilala si¢ wraz ze wzrostem ciSnienia skurczowego i
rozkurczowego, niezaleznie od stosowania lekow hipotensyjnych oraz innych czynnikéw
ryzyka zachorowania na RCC takich jak otyto$¢, nikotynizm czy rodzinne obcigzenie

RCC(116)(117).

Nadci$nienie tetnicze moze rowniez wystepowac jako zespdt paranowotworowy w
przebiegu RCC, bedac skutkiem nadmiernej produkcji przez komoérki nowotworowe
substancji takich jak renina, endoteliny czy katecholaminy(118). NadciSnienie tgtnicze
wtorne do RCC moze wynika¢ réwniez z ucisku guza na naczynia nerkowe, co prowadzi
do zaburzen perfuzji nerkowej oraz aktywacji uktadu renina-angiotensyna-

aldosteron(118)(119).

Nadcis$nienie u pacjentéw z RCC moze mie€ tez charakter jatrogenny. Wedtug niektorych
doniesien nefrektomia moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu ciSnienia tetniczego, m.in. w
wyniku ucisku na migzsz nerki przez krwiaka pooperacyjnego, material hemostatyczny lub
tkanke bliznowatg powstata w lozy po usunigtym guzie(120). Ponadto, leki z grupy TKI,
powszechnie stosowane w leczeniu RCC, moga prowadzi¢ do rozwoju nadciSnienia
tetniczego. Mechanizmy lezace u podtoza tego dziatania niepozadanego lekow z grupy TKI
obejmuja: zahamowanie produkcji tlenku azotu, wzrost poziomu endoteliny-1, spadek
gestoSci naczyfh mikrokragzenia w wyniku zahamowania angiogenezy(121). Co ciekawe,
pojawienie si¢ nadciSnienia tetniczego wywolanego leczeniem moze by¢ czynnikiem
predykcyjnym odpowiedzi na leczenie substancjami z grupy TKI, zwigzanym z

wydtuzeniem PFS (HR=0,21; 95% CI 0,076-0,59, p=0,0030)(122).
1.2.5 Rola receptoréw [,-adrenergicznych w raku nerkowokomoérkowym

W odniesieniu do RCC nie ma obecnie przekonujacych danych literaturowych

jednoznacznie wskazujacych na rolg receptoréw [3,-adrenergicznych w patogenezie i
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patofizjologii tego nowotworu. Analiza danych z The Cancer Genome Atlas (ang. TCGA)
wykonana w 2018 roku wykazata, ze zmniejszona ekspresja genu ADRB2, kodujacego
biatko dla 3,-AR, byta negatywnym czynnikiem prognostycznym w odniesieniu do OS u
pacjentéw z ccRCC(123). W badaniach na liniach komérkowych ccRCC, zwigzanego z
dziedzicznym zespotem von Hippel-Lindau, jak i na linii komdrkowej brodawkowatego
raka nerki 786-O wykazano, ze selektywny antagonista [3,-AR — ICI-118,551 — zmniejszat
zywotno$¢ komorek i1 zwiekszal ich apoptoze(124). W doSwiadczeniach na modelach
ksenograftow mysich wytworzonych z komorek linii 786-O potwierdzono, ze podawanie

ICI-118,551 zmniejszato tempo wzrastania nowotworu(124).

W badaniach klinicznych zwigzek migdzy zastosowaniem lekéw z grupy [-blokeréw a
RCC jest r6zny w zaleznoSci od etapu choroby 1 badanego parametru. W odniesieniu do
ryzyka zachorowania na RCC, w metaanalizie 31 badafi wykazano zwigzek pomigdzy
stosowaniem lekow z grupy 3-blokeréw a zwigkszonym ryzykiem zachorowania na RCC
(RR = 1,29, 95% CI:1,22-1.37)(125). W przypadku pacjentdow z postawionym
rozpoznaniem RCC w stadium operacyjnym i rOwnoczesnym rozpoznaniem nadci$nienia
tetniczego nie wykazano istotnego statystycznie wptywu przyjmowania lekéw z grupy -
blokeréw na ryzyko progresji choroby nowotworowej i zgonu(126). Z drugiej strony, w
badaniu retrospektywnym przeprowadzonym u pacjentdw z rozpoznaniem rozsianego
RCC w trakcie terapii lekami z grupy TKI wykazano, ze rdwnoczesne stosowanie lekow
[-blokeréw wigzato si¢ z lepszym rokowaniem: wydtuzeniem PFS (20,4 miesigca vs 11,4
miesigca, p=0,042) 1 OS (47 miesigca vs 18 miesigca, p=0,042)(127). Podobng zalezno§¢
wykazano w badaniu na matej grupie 14 pacjentdow z rozpoznaniem rozsianego RCC
leczonych inhibitorami punktu kontrolnego i jednoczesnym rozpoznaniem nadciSnienia
tetniczego — w grupie pacjentéw przyjmujacych B-blokery zaobserwowano zwigkszony

odsetek ORR (40% vs 10%) (128).

Brak jest natomiast jakichkolwiek danych literaturowych na temat roli 3,-AR w pRCC.
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2 Zalozenia i cele pracy

2.1 ZalozZenia

Jak dowodzg liczne badania z ostatnich lat, stres jest istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju
1 progresji choréb nowotworowych. Wpltyw katecholamin dziatajacych poprzez receptory
-adrenergiczne zostat wykazany w przypadku wielu typow nowotworu. Z
przeprowadzonego na potrzeby niniejszej pracy przegladu literatury wynika, ze wptyw
substancji wptywajacych na $-ARs moze by¢ rézny w zalezno$ci od typu nowotworu.
Ponadto wyniki badan epidemiologicznych sugerujg silng korelacje pomiedzy szacowanym
przezyciem chorych onkologicznych a stosowaniem antagonistow receptoréw [-
adrenergicznych. W odniesieniu do RCC nie ma obecnie przekonujacych danych
literaturowych wskazujacych na rolg 3-ARs w rozwoju i patogenezie tego nowotworu.
Biorac pod uwage wysoka ekspresje receptorow -ARs w RCC, udokumentowany wpltyw
B-ARs — a w szczegdlnosci podtypu [, — na karcynogenez¢ w innych nowotworach oraz
brak badan dotyczacych roli tych receptorow w patofizjologii RCC, za cel pracy przyjeto

zbadanie roli przekaznictwa [3,-adrenergicznego w pRCC.
2.2 Cele

Celem niniejszej pracy byta ocena roli 3,-ARs w patofizjologii pRCC.

W ramach pierwszej czgSci pracy wykonano analize bioinformatyczng TCGA, w ktorej

postawiono ponizsze cele (CzeS¢ 1):

1. Ocena poziomu ekspresji genu ADRB2 w dwoch najczgstszych podtypach
histologicznych RCC;

2. Korelacja poziomu ekspresji genu ADRB2 z parametrami kliniczno-
patomorfologicznymi pRCC;

3. Korelacja poziomu ekspresji genu ADRB?2 z rokowaniem pacjentéw z pRCC.

W ramach drugiej czgSci pracy przeprowadzono badania na liniach komérkowych
wyprowadzonych z guza pierwotnego 1 przerzutu pRCC. Cele tej czeSci doSwiadczeh

obejmowaty (Czes¢ 11):

1. Zbadanie wptywu agonistow i antagonistow 32-ARs na zywotno$¢ komérek pRCC;
2. Ocen¢ wptywu agonistow i antagonistow [32-ARs na ekspresje w komorkach

nowotworowych gendéw zwigzanych z fenotypem CSCs;
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3. Ocen¢ wptywu agonistow i antagonistow [32-ARs na ekspresje w komorkach

nowotworowych gendéw zwigzanych z angiogeneza.
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3 Material i metody

3.1 Analiza bioinformatyczna The Cancer Genome Atlas

Analizie statystycznej poddano dane z bazy TCGA (https://www .cancer.gov/tcga). TCGA
to projekt zainicjowany przez Narodowy Instytut Raka (ang. National Cancer Institute,
NCI), gromadzacy dane genomiczne 1 kliniczne z ponad 20 tysigcy probek
reprezentujacych 33 typy nowotwordw. Na podstawie danych zgromadzonych w
powyzszej bazie dokonano analizy ekspresji genu ADRB2 po$rdd réznych nowotwordw, a
nastepnie pomig¢dzy probkami pacjentow z rozpoznaniem ccRCC i pRCC. Analizg
statystyczng przeprowadzono uzywajac testu log rank i Chi kwadrat z wykorzystaniem
cBioPortal(129,130). Nastgpnie na podstawie danych zgromadzonych w The Cancer
Genome Atlas Kidney Renal Papillary Cell Carcinoma dokonano analizy pomiedzy
ekspresja genu ADRB2 a danymi klinicznymi 1 patologicznymi u pacjentéw z rakiem
brodawkowatym nerki(17). Poziom ekspresji mRNA zostal znormalizowany wzgledem
ekspresji mRNA w prawidlowej tkance (log RNA Seq V2 RSEM) i przedstawiony w
postaci Z-score. Pacjentow podzielono na 2 grupy: chorych z wysoka ekspresja genu
ADRB?2 (poziom ekspresji w poréwnaniu do ekspresji w tkance prawidlowe] powyzej
Sredniego poziomu w kohorcie; ADRB=0) oraz z niskg ekspresja (poziom ekspresji w
poréwnaniu do ekspresji w tkance prawidtowej ponizej Sredniego poziomu w kohorcie;
ADRB<0). Na podstawie powyzszego podziatu przeprowadzono analizy zaleznoSci
ekspresji 1 parametrow klinicznych (stopiefi zaawansowania klinicznego, obecno§¢
przerzutow do weziéw chlonnych) oraz analizy przezycia wykorzystujac estymator

Kaplana-Meiera (131).
3.2 Hodowle komorkowe

Do doswiadczen uzyto nastepujacych linii komérkowych:

e (Caki-1 (ATCC® HTB-46™),

e (Caki-2 (ATCC® HTB-47™),

e 786-O (ATCC® HTB-CRL-1932™),

e ACHN (ATCC® CRL-1611™),
3.2.1 Linia komoérkowa Caki-1

Linia komoérkowa Caki-1 zostata wyizolowana w 1971 roku z przerzutu RCC do skéry u

49-letniego me¢zczyzny z RCC przez Jorgena Fogha pracujacego wéwczas w Memorial
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Sloan Kettering Cancer Center(132). Charakteryzuje ja wysoka ekspresja VEGF przy
braku mutacji w genie VHL. Komorki tej linii tworza guzy o charakterze

jasnokomoérkowym w modelach mysich ksenograftow(133).
3.2.2 Linia komérkowa 786-O

786-0 to jedna z najwczeSniej wyizolowanych i najbardziej rozpowszechnionych linii
komoérkowych ccRCC. Zostata ona wyprowadzona z guza pierwotnego ccRCC 58-letniego
mezczyzny w 1971 roku(134). Komorki tej linii wykazuja mutacje w genie VHL, a takze
Sciezkach sygnalowych zwigzanych z VEGF 1 HIF(135,136).

3.2.3 Linia komérkowa Caki-2

Komérki linii Caki-2 zostaly wyprowadzone w 1971 roku z guza pierwotnego RCC 69-
letniego me¢zczyzny przez Jorgena Fogha(132). Poczatkowo klasyfikowano t¢ lini¢ jako
pochodzacg z ccRCC, jednak wspoéiczesne badania morfologii guzéw tworzonych przez te
liniec w modelach ksenograftow mysich wskazuja na ich brodawkowata morfologi¢.
Ponadto wysoki poziom ekspresji MET i LRRK2 oraz obecne aberracje w obrebie

chromosomu 8 potwierdzaja, ze sg to komorki pochodzace z pPRCC(133).
324 Linia komérkowa ACHN

Linia komérkowa ACHN wyizolowana zostatla w 1979 roku z plynu oplucnowego 22-
letniego mezczyzny z rozpoznaniem rozsianego RCC(137). We wczesnych badaniach na
modelach ksenograftow mysich guzy wytworzone z komorek linit ACHN opisywano jako
niskozréznicowane komorki o jasnej cytoplazmie(138). Biorac jednak pod uwage wyniki
analiz genomicznych, w ktérych wykryto charakterystyczny dls pRCC polimorfizm w
genie C-MET 1 brak mutacji w genie VHL, nalezy zaklasyfikowa¢ te lini¢ jako wywodzaca
sie z guza pRCC(133,139).

3.2.5 Hodowla komérkowa

Komérki hodowano w butelkach T75 (75 cm? powierzchni) w 10 ml odpowiednich
pozywek: McCoy’s SA (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) dla
komoérek Caki-2, RPMI 1640 (Gibco, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) dla
komorek linii Caki-1, ACHN 1 786-O. Pozywki byty wzbogacone o 10% ptodowa surowica
bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS, Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany
Zjednoczone) z dodatkiem penicyliny (100 IU/ml) i streptomycyny (100 pg/ml), Komorki
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byly hodowane w temperaturze 37°C w atmosferze powietrza i 5% st¢zenia CO,. Pozywke

wymieniano co 2-3 dni, do czasu osiggniecia przez komorki 80% konfluencji.

W celu pasazu komorek odciggano pozywke, komorki przeptukiwano 5 ml PBS bez jonéw
Ca* i Mg?* (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone), a nastg¢pnie
komorki traktowano 1 ml akutazy (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany
Zjednoczone) celem odklejenia komoérek adherentnych od podtoza. Po odklejeniu komoérek
akutaze neutralizowano co najmniej 2-krotnie wigksza objetoScig pozywki hodowlanej.
Nastgpnie  komoérki  liczono z  wykorzystaniem  komory  Biirkera  oraz
zautomatyzowanego licznika komoérek (TC20, BioRad, Hercules, Kalifornia, Stany
Zjednoczone). Komorki nastepnie pasazowano do nowych butelek lub wysiewano do
odpowiednich eksperymentéw. Komodrki po minimum jednym pasazu od rozmrozenia

wykorzystywano do eksperymentow.
3.3 Ocena Zywotnosci komorek — test 7 AlamarBlue

Komoérki wysiewano na plytki 96-dotkowe w liczbie uzaleznionej od tempa podzialow:
6000 komorek na dotek w przypadku linit ACHN, 3000 komérek na dotek dla linii Caki2
1 786-0, 4000 komorek na dotek dla linii Cakil. Po 48h wymieniano pozywke na Swiezg
(100 ul) z dodatkiem badanych substancji: salbutamol (MedChemExpress, Monmouth
Junction, New Jersey, Stany Zjednoczone) w stezeniach 0,1 — 100 M, ICI-115,881
(MedChemExpress, Monmouth Junction, New Jersey, Stany Zjednoczone) w stezeniach
0,1 — 100 M lub rozpuszczalnikiem — woda w grupie kontrolnej. Komoérki hodowano w

obecnoSci badanych substancji przez 24 godziny.

Po 24 godzinach hodowli do pozywki komérek dodawano 10 yl odczynnika alamarBlue
(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Nastgpnie komorki
inkubowano dalej przez 2 godziny w 37°C w atmosferze powietrza i 5% stezenia CO,. Po
uptywie tego czasu mierzono fluorescencje przy dtugosci fali wzbudzenia 540 nm 1 emisji
fali 595 nm w czytniku ptytek Tecan Infinite M Nano*. Probe §lepa stanowity dotki z
pozywka hodowlang nie zawierajagce komorek. Od fluorescencji badanych probek
odejmowano Srednig fluorescencj¢ prob Slepej a nastepnie wyniki uzyskane w komorkach
traktowanych badanymi zwigzkami odnoszono do préby kontrolnej. DoSwiadczenie
powtarzano w min. w minimum 3 powtorzeniach biologicznych z niezaleznych pasazy
komorek. Dla kazdego powtdrzenia biologicznego wykonywano po min. 3 powtdrzenia

techniczne.
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34 Izolacja RNA

Komoérki linii komérkowych Caki-1, Caki-2, 786-O 1 ACHN zebrano jak w pkt 3.2.5 Do
tak przygotowanych prébek dodano 1ml Trizolu (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missourt,
Stany Zjednoczone) 1 inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej. Po dodaniu 100 ul
chloroformu, prébki odwirowano w 4°C przez 15 min z predkoscig 12000 x g. Frakcje
wodng zawierajagca RNA przeniesiono na kolumienki do ekstrakcji 1 oczyszczania RNA.
Do dalszej izolacji wykonano komercyjny zestaw (Monarch Total RNA Miniprep Kit, New
England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Dalsze etapy izolacji
przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta. Stezenie 1 czysto§¢ RNA oceniono za

pomoca spektrofotometru (BioRad, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone).

3.5 Ilosciowa Reakcja Lancuchowa Polimerazy w czasie rzeczywistym

(qRT-PCR)

Wyizolowane RNA wykorzystano do analizy ekspresji wybranych genéw metodg qRT-
PCR (ang. quantitative reat-time polymerase chain reaction). List¢ wykorzystanych
starterow przedstawiono w Tabeli 5. Reakcje amplifikacji przeprowadzono zgodnie z
protokotami Life Technologies stosujac zestaw TagMan® RNA-to-CT 1-steep Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), startery genéw
badanych i genéw referencyjnych (PPIA, RPL13) oraz wod¢ wolng od RNazy (RNase-
freewater; Eppendorf, Hamburg, Niemcy). Catkowita objetoS¢ reakcyjna wynosita 10 pl.

Reakcje przeprowadzono wg nastepujacej procedury w termocyklerze ViiA™ 7 Real-Time

PCR System (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone):

1. Odwrotna transkrypcja w 48°C przez 15 minut

2. Aktywacja enzymu w 95°C przez 10 minut

3. Denaturacja w 40 cyklach w temperaturze 95 °C przez 15 sekund
4

. Synteza nowej nici w 40 cyklach w 60 °C przez 1 minutg

Wzgledng ekspresje genu oszacowano na podstawie wartos$ci progu cyklu delta (ACt), jako
wzgledna wartoS¢ kontroli endogennej, uwzgledniajac geny referencyjne(140).

Celem oceny réznic w ekspresji genu ADRB2 pomig¢dzy réznymi liniami komérkowymi
RCC przeprowadzono iloSciowg ocene metodg RT-PCR na dwdéch liniach komérkowych
o fenotypie ccRCC (Caki-1, 786-O) oraz dwéch liniach komérkowych pRCC (Caki-2,

ACHN). Dane dostgpne w ramach projektu depmap wskazuja, ze badane linie komérkowe
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nie przejawiaja wyjSciowo zaburzen w obrgbie genu ADRB?2, ktére moglyby wptywac na

ostateczne wyniki analizy(141).

Nastepnie przeprowadzono ocen¢ qRT-PCR pod katem ekspresji gendw zwigzanych
z fenotypem macierzystych komérek nowotworowych (POUSFI, NES) oraz zwigzanych
z angiogenezg (genu VEGF-A kodujacego biatko VEGF-A oraz genu FLTI (ang. Fms
Related Receptor Tyrosine Kinase 1, inaczej VEGFRI) kodujacego biatko VEGFRI.
Powyzszg analiz¢ przeprowadzono w komoérkach linii Caki-2 i ACHN poddanych dziataniu
salbutamolu oraz ICI-118,551 w stezeniach 10 M 1 100yM w poréwnaniu do komérek

znajdujacych sie w probie kontrolnej, niepoddanych dziataniu zadnej z tych substancji.

Tabela S. Startery genéw badanych w analizie qRT-PCR.

Symbol genu | Sonda Tagman Applied Biosystems
PPIA Hs99999904_m1
RPLI3 Hs00744303_s1
ADRB?2 Hs00240532_s1
POUSF1 Hs04260367_gH
NES Hs04187831_gl
FLT-1 Hs01052961_m1
VEGF-A Rn01511602_m1

3.6 Analiza statystyczna

Z uwagi na oczekiwang heterogenno$¢ danych pochodzacych z hodowli komérkowych,
testy statystyczne wykonywane byly za pomoca metod nieparametrycznych. Analiza
istotnoSci statystycznej réznic w Sredniej absorbancji dla oceny zywotnoSci komorek 1
analiza poziomu ekspresji gendw przy pomocy qRT-PCR w liniach komoérkowych
wykonana byta za pomocg nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa(142). W przypadku
wykrycia istotnych statystycznie réznic, aby oceni¢ ktére pary obserwacji r6znig si¢ od
siebie uzyto testu Dunna z wykorzystaniem korekty Bonferroniego dla wielokrotnych
poréwnan(143). Oznaczenia istotnoSci statystycznej przedstawiono jako: * - 0,05<p<0,01;
*-0,01<p<0,001; *** - 0,001>p. Obliczenia statystyczne wykonywane byly przy uzyciu

oprogramowania SciPy(144) oraz statsmodels(145).
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4 Wyniki badan
4.1 Wyniki analizy bioinformatycznej The Cancer Genome Atlas

W analizie bioinformatycznej danych zgromadzonych w TCGA wykazano, ze pRCC jest
0smym a ccRCC dziesigtym nowotworem pod wzgledem poziomu ekspresji genu ADRB?2

(Rycina 4.).

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ ekspresji genu ADRB2 w 2 najczg¢Sciej wystepujacych
podtypach raka nerki: ccRCC i pRCC. Analizie poddano pochodzace z TCGA pochodzace
z 512 prébek pacjentéw z cRCC 1281 z pRCC. W przeprowadzonej analizie wykazano, ze
poziom ekspresji genu ADRB?2 jest wyzszy w przypadku pRCC w poréwnaniu z ccRCC
(Rycina 5.). Pomimo réznic w medianie poziomu ekspresji ADRB2 pomi¢dzy dwoma

podtypami raka nerki, nie wykazano istotnoSci statystycznej w zakresie tego parametru.

ADRB?2: ekspresja mRNA RSEM (log2(warto$é+1))
N s 2 ® 3
°
[}
°
PR BEIACTBRTERN © &
@ °
RREAFBIIIRD ©
0 0® B FEROTIITINRTIIISG D ©
@ oam e %

Rycina 4. Poziom ekspresji genu ADRB2 w r6znych nowotworach wg danych z The

Cancer Genome Atlas.
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Rycina 5. Poziom ekspresji genu ADRB2 w 2 najczestszych podtypach histologicznych
raka nerki. ccRCC - rak jasnokomoérkowy nerki, pRCC — rak brodawkowaty nerki.

Nastepnie oceniono poziom ekspresji genu ADRB2 w zaleznoSci od parametrow
klinicznych pacjentéw z rozpoznaniem pRCC. Charakterystyka pacjentow przedstawiona
zostala w Tabeli 6. Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej danych
klinicznych 1 patomorfologicznych wykazano, ze pacjenci z nizszym stopniem
zaawansowania klinicznego choroby mieli stwierdzong wyzsza ekspresje genu ADRB2 w
tkance guza (Rycina 6.1 7.). Zajgcie weztow chtonnych stwierdzono 34,65% pacjentow z
niska ekspresja ADRB2 i u 10,44 % z wysoka ekspresja tego genu (Rycina 6). IV stopiefi
zaawansowania pPRCC w momencie diagnozy rozpoznano u 11,88% pacjentow z niska

ekspresja ADRB2 i zaledwie u 1,65% chorych z wysoka ekspresja tego genu (Rycina 7.).
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Tabela 6. Charakterystyka pacjentéw z rozpoznaniem brodawkowatego raka nerki

(pRCC) na podstawie danych z The Cancer Genome Atlas (TCGA). SD — (ang. standard

deviation, odchylenie standardowe)

Stopien zaawansowania klinicznego I 169 (59,72%)

(wg 8 edycji klasyfikacji AJCC),

n (%); n=281 I 23 (7,77%)
I 50 (17,67%)
v 15 (5,30%)
Brak danych 24 (9,54%)

Pleé, n (%); n=281 Mgzczyzni 209 (74,56%)
Kobiety 72 (25,44%)

Wiek (Srednia +/- SD)

61,44 +/-12,05 lat
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Rycina 6. a) Poziom ekspresji genu ADRB2 u pacjentéw z rakiem brodawkowatym nerki
(pRCC) w zaleznosci od obecnosci przerzutow w regionalnych weztach chtonnych w
momencie diagnozy. b) Odsetek pacjentéw z przerzutami w regionalnych weztach

chfonnych w zaleznosci od poziomu ekspresji genu ADRB2.
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Rycina 7. a) Poziom ekspresji genu ADRB2 u pacjentéw z rakiem brodawkowatym nerki
(pRCC) w zaleznoSci od stopnia zaawansowania klinicznego wg 8 edycji klasyfikacji
AJCC. b) Odsetek pacjentow z pRCC w danym stopniu zaawansowania klinicznego wg 8

edycji klasyfikacji AJCC w zaleznoSci od poziomu ekspresji genu ADRB2.

Ponadto pacjenci z rozpoznaniem pRCC z wyzszym poziomem ekspresji genu ADRB2 w
tkance guza osiggali dtuzszy PFS (Rycina 8.). 5-letni odsetek PFS wynosit 63,22% w
grupie pacjentOw z niska ekspresja ADRB2 1 80,71% w grupie chorych z wysoka ekspresja
tego genu (HR=2452 (95% CI: 1,395-4,310); p<0,05). Istotne statystycznie rdéznice
wykazano rowniez w odniesieniu do OS (Rycina 9.). 5-letni odsetek OS wynosit 65,62%
w grupie niskiej ekspresji ADRB2 1 83,52% w grupie wysokiej ekspresji tego genu
(HR=2,207; 95% CI: 1,168-4,164; p<0,05).
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Rycina 8. Czas przezycia wolny od progresji (PFS) u pacjentéw z u pacjentow z rakiem

brodawkowatym nerki (pRCC) z wyzszym poziomem ekspresji genu ADRB2 (ADRB?2:
EXP =0) i nizszym (ADRB2: EXP <0).
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Rycina 9. Czas przezycia catkowitego (OS) u pacjentéw z rakiem brodawkowatym nerki

(pRCC) z wyzszym poziomem ekspresji genu ADRB2 (ADRB2: EXP 20) i nizszym

(ADRB2: EXP <0)
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4.2 Wyniki analizy qRT-PCR ekspresji genu ADRB2 w liniach

komorkowych raka nerkowokomorkowego

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotne statystycznie wyzsza ekspresj¢ genu
ADRB?2 w przypadku linii komérkowych wywodzacych si¢ z pRCC (Caki-2 1 ACHN)
wzgledem ccRCC (Caki-1, 786-O) (Tabela 7.). Pomiedzy poszczegdlnymi liniami w
obrebie jednego podtypu histologicznego nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w

ekspresji genu ADRB?2.

Tabela 7. Ocena ekspresji genu ADRB2 w liniach komérkowych raka

nerkowokomoérkowego jasnokomoérkowego (ccRCC) 1 brodawkowatego (pRCC).

Linia Typ ACt (Srednia = SD)* p-value (t-test) p-value (One-way
komérkowa | histologiczny ANOVA)

Caki-1 ccRCC 8,31+0,14 p>0,05 p<0,001

786-0O 6,67 +042

Caki-2 pRCC 1,72 +0,10 p>0,05

ACHN 1,37+0,14

* — ekspresja ADRB2 oceniania wzgledem genu RPL13 (gen referencyjny). SD — odchylenie standardowe.

4.3 Wplyw f,-agonisty i antagonisty na Zywotnos¢ komorek raka

nerkowokomorkowego

W przeprowadzonej analizie wykazano statystycznie istotny (p<0,05), zalezny od dawki
wptyw ICI-118,551 na zmniejszenie zywotnosci komoérek linii ACHN (Rycina 10.). W
komorkach linii Caki-2 ICI-118,551 wykazat istotny statystycznie wptyw na zmniejszenie
zywotnoSci jedynie w najwyzszym stezeniu. Salbutamol nie wykazal istotnego
statystycznie wptywu na zywotno§¢ powyzszych linii komérkowych (Rycina 11.). Biorac
pod uwage uzyskane wyniki i najwickszy wptyw na zywotnoS¢ komorek substancji
podanych w stezeniach 10xM 1 100uM, do kolejnego etapu doSwiadczen wybrano te

stezenia lekow.
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Rycina 10. Wptyw [3,-AR antagonisty (ICI-118,551) w stezeniach 1xM, 10uM, 100uM
na zywotno$¢ komoérek linii pRCC: a) Caki-2 i b) ACHN.
*-0.05<p<0,01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0.001>p.
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Rycina 11. Wptyw [3,-AR agonisty (salbutamol) w stezeniach 1yM, 10uM, 100xM na
zywotno$¢ komorek linii pRCC: a) Caki-2 i b) ACHN.
*-0,05<p<0,01; ** - 0.01<p<0,001; *** - 0,001>p.
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4.4 Wplyw fB,-agonisty i antagonisty na ekspresje genow zwigzanych
z fenotypem macierzystych komorek nowotworowych raka

brodawkowatego nerki

W komorkach poddanych dziataniu ICI-118,551 zaobserwowano zwiekszong ekspresje
genu POUSFI (wynik istotnie statystyczny w komorkach liniit ACHN dla obu stezefi
substancji, w komérkach linii Caki-2 wynik istotny statystycznie dla st¢zenia 100 xM)
(Rycina 12.1 13.). Salbutamol nie wykazat istotnie statystycznego wplywu na ekspresje

genu POUSF1 w obu badanych liniach komérkowych (Rycina 12.1 13.).

POU5SFI1- ACHN

0.8 ok ok

0.6

04

0.0 == i !

Kontrola ICI-118.551, 10 uM  ICI-118.551,100 pM  Salbutamol, 10 uM  Salbutamol, 100 uM
Lek, stezenie

Logl0 A mRNA

Rycina 12. Wptyw 3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w

stezeniach 10xM, 100uM na ekspresje¢ genu POUSFI w linii komérkowej ACHN.
*-0,05<p<0.01; ** - 0,01<p<0.001; *** - 0,001>p
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Rycina 13. Wptyw 3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w
stezeniach 10xM, 100uM na ekspresje genu POUSFI w linii komérkowej Caki-2.
*-0.05<p<0,01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0,001>p

W liniach komérkowych poddanych dziataniu ICI-118,551 zaobserwowano zmniejszong
ekspresje genu NES w obu liniach komdrkowych (istotnoS¢ statystyczng wykazano w linii
Caki-2, w linii ACHN nie osiggni¢to poziomu istotnoSci statystycznej). Podobnie jak w
przypadku genu POUSF1, salbutamol w zdecydowanej wiekszoSci badanych stezen nie
wykazywat istotnego statystycznie wptywu na ekspresj¢ genu NES (Rycina 14.1 15.).

64



NES — ACHN

i
Iy
{1

Logl0 A mRNA
L

s

Kontrola ICI-118.551,10 uM  ICI-118.551, 100 uM  Salbutamol, 10 uM  Salbutamol, 100 uM
Lek, stgzenie

Rycina 14. Wptyw [3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w
stezeniach 10xM, 100uM na ekspresj¢ genu NES w linii komérkowej ACHN.
*-0,05<p<0,01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0,001>p.
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Rycina 15. Wptyw [3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w
stezeniach 10¢M, 100uM na ekspresj¢ genu NES w linii komoérkowej Caki-2.
*-0,05<p<0.01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0,001>p.
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4.5 Wplyw fB,-agonisty i antagonisty na ekspresje genow zwigzanych z

angiogenezq nowotworowych raka brodawkowatego nerki

W komérkach linit ACHN wywodzacych si¢ z przerzutowego pRCC wykazano hamujacy
wptyw ICI-118,551 na ekspresj¢ genu VEGF-A, podczas gdy w komérkach linii Caki-2
pochodzacych z guza pierwotnego pRCC nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian
w ekspresji tego genu wywotanych podaniem [3,-antagonisty. Dla wyzszego stezenia
salbutamolu zaobserwowano efekt przeciwstawny: zwiekszenie ekspresji genu VEGF-A

(Rycina 16.117.).

VEGF-A - ACHN
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Rycina 16. Wptyw [3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w

stezeniach 10xM, 100uM na ekspresj¢ genu VEGF-A w linii komérkowej ACHN.
*-0,05<p<0.01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0,001>p.
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Rycina 17. Wptyw 3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w
stezeniach 10xM, 100uM na ekspresj¢ genu VEGF-A w linii komérkowej Caki-2.
*-0,05<p<0.01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0,001>p.

W doSwiadczeniach wykazano istotnie statystyczny wptyw ICI-118,551 podawanego w
stezeniu 10 M na wzrost ekspresji genu FLT! w obu liniach komérkowych (p<0,05).
Stezenie 100 M przelozyto si¢ na istotnie zwigkszong ekspresje tego genu w linii Caki-2
(p<0,05), podczas gdy w komorkach liniit ACHN nie wykazano istotnoSci statystyczne;.
Salbutamol ponownie nie wykazal istotnego statystycznie wptywu na ekspresj¢ genu FLT-

1 (Rycina 18.119.)
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Rycina 18. Wptyw f3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w
stezeniach 10uM, 100uM na ekspresje genu FLT-1 w linii komérkowej ACHN.
*-0,05<p<0.01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0,001>p.
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Rycina 19. Wptyw 3,-AR antagonisty (ICI-118,551) i antagonisty (salbutamolu) w
stezeniach 10xM, 100uM na ekspresj¢ genu FLT-1 w linii komérkowej Caki-2.
*-0,05<p<0.01; ** - 0,01<p<0,001; *** - 0,001>p.
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S Dyskusja

W mojej pracy doktorskiej podjetam probe przeanalizowania roli 3,-ARs w patofizjologii
pRCC na kilku ptaszczyznach: poczawszy od analizy bioinformatycznej bazy danych,
poprzez analiz¢ ekspresji genu ADRB2 w najczgSciej wykorzystywanych liniach
komoérkowych RCC, po badania na liniach komdrkowych pRCC, oceniajace wptyw
oddziatywania [3,-ARs na zywotno$¢ komoérek oraz ekspresje gendw zwigzanych z

procesami kluczowymi dla rozwoju pRCC — angiogeneza i1 fenotyp CSCs.

5.1 Znaczenie ekspresji ADRB?2 u pacjentow z rakiem

nerkowokomorkowym

Przeprowadzona przeze mnie w niniejszej pracy analiza porOwnawcza ekspresji genu
ADRB? na podstawie danych z TCGA wykazata, ze pRCC jest nowotworem o jednym z
najwyzszych poziomoéw ekspresji tego genu. Wsréd dwoéch najczestszych podtypow
histologicznych RCC, pRCC wykazywat wyzszy poziom ekspresji genu ADRB2, jednak
bez istotnej statystycznie rdznicy. Na stan wiedzy z 2024 roku brak jest danych
literaturowych na temat r6znic w poziomie ekspresji tego genu wsréd podtypow RCC, do
ktorych mozna by odnieS¢ uzyskane w powyzszej pracy wyniki. Nastepnie ocenie
poddatam dane dotyczace ekspresji genu ADRB2 pochodzace z probek 218 pacjentéow z
pRCC. W przeprowadzonej analizie bioinformatycznej wykazatam, ze niski poziom
ekspresji genu ADRB2 w tkance guza pRCC jest negatywnym czynnikiem
prognostycznym. Wiaze si¢ on z wigkszym prawdopodobienstwem zajgcia weztow
chlonnych 1 wystapienia przerzutéw odlegtych, przektadajac si¢ na wyzszy stopiefi
zaawansowania klinicznego choroby. U pacjentow z niska ekspresja ADRB2 5-letni
wskaznik PFS i1 OS byt nizszy odpowiednio okoto 17,49 1 17,9 punktéw procentowych w
porownaniu do grupy z wysoka ekspresja tego genu. Przedstawione w mojej pracy
doktorskiej wyniki sg zbiezne z wnioskami jedynej dotychczas przeprowadzonej w RCC
analizy z 2019 roku(123). W pracy tej wykazano, ze poziom ekspresji ADRB2 jest
odwrotnie proporcjonalny do dtugosci PFS, OS. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze do
zacytowanej pracy wiaczono jedynie dane chorych z rozpoznaniem ccRCC, a nie pRCC.
Brak danych literaturowych odno$nie pRCC wynika prawdopodobnie z duzo mniejszej

zachorowalnosci na ten podtyp histologiczny RCC.
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5.2 Ekspresja genu ADRB?2 w liniach komorkowych odzwierciedla

ekspresje u pacjentow z rozpoznaniem raka nerkowokomorkowego

Podczas omawiania wynikéw badafi przeprowadzonych na liniach komérkowych, stowa
komentarza wymaga przydzielenie poszczegélnych linii komérkowych do podtypow
histologicznych RCC. Wigkszos¢ linii komérkowych wykorzystywanych wspotczesnie do
badan nad RCC zostata wyprowadzona w latach 70. i 80., kiedy to klasyfikacja
patomorfologiczna RCC nie uwzgledniata nawet najczestszych podtypow tego nowotworu
takich jak ccRCC, pRCC czy chRCC, a wiedza na temat charakterystyki molekularnej RCC
byta bardzo ograniczona. Linie komérkowe RCC poczatkowo byly wykorzystywane do
badan bez uwzglednienia podtypu histologicznego RCC, a nastgpnie utozsamiane
zazwycza] z ccRCC jako najczestszym podtypem histologicznym tego nowotworu.
Dopiero pézZniejsze badania z uzyciem immunohistochemii, sekwencjonowania DNA i
modeli ksenograftow umozliwily przyporzadkowanie poszczegdlnych linii komérkowych
do obowigzujacej wspotczesnie klasyfikacji histologicznej. Linia ACHN, wyprowadzona
w 1979 roku z nacieku optucnowego RCC o nieokreslonej wéwczas histologii, zostata
zaklasyfikowana na podstawie pdZniejszych analiz jako linia o fenotypie brodawkowatym,
z uwagi na charakterystyczny dla pRCC polimorfizm w genie c-MET 1 brak mutacji w genie
VHL, wstepujacy zazwyczaj w ccRCC(133). Linia Caki-2 wyprowadzona w 1971 roku,
byta pierwotnie uznawana za pochodzacg z ccRCC, jednak morfologia komérek tej linii
zawierajaca widoczne mikroskopowo struktury brodawkowate, wysoka ekspresja MET
skfaniajg wspoélfczeSnie do uznania tej linii za wywodzaca si¢ z pRCC(146). Linie 786-0 i
Caki-1 posiadaja cechy charakterystyczne dla ccRCC takie jak tworzenie guzéw
sktadajacych si¢ z komorek o jasnej cytoplazmie, wysoka ekspresja VEGF, zaburzenia w
Sciezkach sygnatowych zwigzanych z HIF oraz obecna w przypadku komorek 786-O
mutacja w genie VHL (133). Przyjmujac przedstawiona wyzej klasyfikacje, do linii o
fenotypie ccRCC zaliczono Caki-1 1 786-O, natomiast za linie wywodzace si¢ z pRCC
uznano Caki-2 i ACHN. Omoéwione réznice dotyczace pochodzenia uzytych linii
komoérkowych moga przektadac si¢ na ich odmienny profil molekularny i odpowiada¢ za

obserwowane w badaniach zywotnoSci 1 analizach ekspresji gendw réznice.

Pierwszym etapem badaf przeprowadzonych na liniach komérkowych w ramach mojej
pracy doktorskiej byfa ocena poziomu ekspresji genu ADRB2 w 4 liniach komérkowych

RCC: ACHN, Caki-2, Caki-1 1 786-O. Uwzgledniajac oméwiony wyzej podziat linii
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komoérkowych, wyniki przeprowadzonej przeze mnie analizy byly spdjne z tymi
uzyskanymi w analizie bioinformatycznej TCGA. W obu czg¢Sciach pracy wykazatam
wyzszg ekspresje genu ADRB2 w przypadku komoérek linii pRCC (Caki-2, ACHN) niz
ccRCC (Caki-1, 786-0). Brak jest natomiast danych w literaturze analizujgcych réznice w

ekspresji ADRB2 w zaleznoSci od podtypu histologicznego RCC.

5.3 Wplyw f,-agonisty i antagonisty na Zywotnos¢ komorek raka

nerkowokomorkowego

Nastepnie badane linie komdrkowe o fenotypie pRCC (Caki-2, ACHN) poddano dziataniu
lekéw wptywajacych na przekaznictwo [3,-adrenergiczne. Salbutamol dziatajacy
agonistycznie na f3,-ARs nie wykazat wptywu na zywotno$¢ badanych linii komérkowych.
Mimo, ze salbutamol nie jest substancja wydzielang przez o§ podwzgorze-przysadka-
nadnercza, uwaza si¢, ze moze by¢ on wykorzystywany do symulacji efektow dziatania
naturalnie uwalnianych katecholamin(96). Mozna przypuszcza¢ wigc, ze brak efektu tego
leku na zywotno$¢ linii komérkowych pRCC moze wynika¢ ze zblizonego do
fizjologicznego pobudzenia tych receptoréw, ktory nie powoduje istotnych zmian w
zywotnoSci komoérek. Wplyw na zmniejszenie zywotnoSci komdrek obu linii wykazano
natomiast w przypadku [,-antagonisty ICI-118,551. Efekt ten byt zalezny od dawki i
statystycznie istotny. Podobne wyniki uzyskano w opublikowanym w 2022 roku badaniu
przeprowadzonym na liniach komérkowych uzyskanych z guzéw pacjentow chorych na
zwigzanego z zespolem von Hippel Lindau naczyniaka krwiono$nego zarodkowego
oSrodkowego ukfadu nerwowego, liniach komoérkowych guzéw pochodzacych od
pacjentow z RCC z potwierdzong mutacja w genie VHL oraz komoérkach o fenotypie
ccRCC linii 786-O bez mutacji w genie VHL(147). W badaniu in vivo w modelu mysich
ksenograftow stworzonych z komdrek linii 786-O podanie ICI-118,551 powodowato
spowolnienie wzrostu guzéw nowotworowych o 20% i zmniejszenie ich masy o 24% w
poréwnaniu do grupy kontrolnej(124). Brak jest niestety danych literaturowych na temat

wptywu ICI-118,551 na komérki wywodzace si¢ z pRCC.

Wyjasni¢ nalezy tez zaobserwowany w przeprowadzonych do§wiadczeniach wptyw .-
antagonisty na zmniejszong zywotno$¢ komodrek nowotworowych. Jak wspomnialam we
wstepie pracy, substancje z grupy B-blokeréw nie dziataja wytacznie jako antagonisci dla
GPCR, ale mogg tez niezaleznie wywiera¢ modulujacy wplyw na inne szlaki przekaznictwa

wewnatrzkomoérkowego 1 w tym mechanizmie zachowywacé si¢ jak czgSciowi agoniSci,
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odwrotni agoniSci lub czySci antagoniSci, co wptywa na ztozono$¢ ich dziatania. Badany
[-bloker, ICI-118,551 opisywany jest w literaturze jako wysoce specyficzny [3,-
antagonista/odwrotny agonista(148). Przedstawiony w mojej pracy wptyw ICI-118,551,
powodujacy zmniejszenie zywotnosci komorek linii pRCC, sugeruje dziatanie tego leku
jako odwrotnego agonisty, co opisane zostalo wczeSniej w innych modelach
eksperymentalnych dla tego leku(148). Udokumentowany w literaturze wptyw ICI-
118,551 na zmniejszenie stezen wewnatrzkomorkowego cAMP(148), moze przektadac sie
zmniejszenie proliferacji komoérkowej 1 w tym mechanizmie powodowa¢ obserwowany w

przeprowadzonych doSwiadczeniach efekt przeciwnowotworowy.

5.4 Wplyw fB,-agonisty i antagonisty na ekspresje genow zwigzanych
z fenotypem macierzystych komorek nowotworowych raka

brodawkowatego nerki

W kolejnym etapie doSwiadczef przeanalizowatam wplyw salbutamolu 1 ICI-118,551 na
ekspresje¢ genéw zwigzanych z fenotypem macierzystych komoérek nowotworowych i
angiogenezy. Pierwszy z badanych genéw, POU5SF1 (wystepujacy rowniez w literaturze
pod nazwg OCT-4) koduje czynnik transkrypcyjny zawierajacy homeodomeng POU, ktory
odgrywa kluczowa role w zdolnoSci do samoodnawiania i proliferacji niezréznicowanych
embrionalnych komdrek macierzystych. Czynnik transkrypcyjny POUSF1 jest tez
zaangazowany w regulacj¢ proliferacji, migracji 1 inwazji komoérek nowotworowych. Jest
on odpowiedzialny za utrzymanie macierzystego fenotypu CSCs. Zwigkszona ekspresja
POUSFI wyzwala EMT, w wyniku ktérego komorki nowotworowe zyskuja cechy
komoérek mezenchymach o zwigkszonym potencjale migracyjnym i inwazyjnym. W
przypadku wielu nowotworéw — w tym raka nerki — zwigkszona ekspresja POUSF1 jest
negatywnym czynnikiem prognostycznym, wigzacym si¢ z gorszym rokowaniem,
wigkszym wyjSciowym zaawansowaniem choroby 1 krétszym czasem przezycia
catkowitego(130,149). Co istotne, ekspresja POUSFI prowadzaca do zwigkszonej
produkcji czynnika transkrypcyjnego POUSF1, nie jest obserwowana jednakowo we
wszystkich komérkach RCC. W zwigzku z wewnatrzguzowa heterogennoscig komarek
RCC oraz réznorodnoscig klonéw komoérek nowotworowych, zwiekszong aktywnoS$¢
POUSF1 obserwuje sie jedynie w subpopulacji komoérek przejawiajacych fenotyp
CSCs(130). Zjawisko to moze ttumaczy¢ uzyskane wyniki, w ktérych ICI-118,551,

wplywajac na zmniejszenie zywotnoSci komoérek pRCC, jednoczeSnie zwigksza ekspresje
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genu bedacego markerem macierzystego fenotypu komdrek nowotworowych. Mozna
przypuszczaé, ze poddanie komérek pRCC dziataniu leku wptywajacego na zmniejszenie
ich zywotnoSci, prowadzi do selekcji subpopulacji komoérek opornych na jego dziatanie
dzigki fenotypowi CSCs. Markerem tych komorek jest miedzy innymi POUSF1. Nalezy
zaznaczy¢ tez, ze ICI-118,551, bedacy odwrotnym agonistg [,-ARs, dziatajac poprzez
szlaki przekaznictwa wewnatrzkomoérkowego, wptywa na zywotno$¢ m.in. poprzez
zmniejszenie stezen wewnatrzkomorkowego cAMP. Nie przejawia on jednak stricte
cytostatycznego dzialania, podobnego jak ten obserwowany w przypadku lekéw
stosowanych w leczeniu przeciwnowotworowym, ktore oddzialuja bezpoSrednio na
strukture DNA czy enzymy uczestniczagce w podziatach komoérkowych. Ten mniej
wyrazony 1 bardziej subtelny wptyw na komorki nowotworowe moze rowniez przyczyniaé
sie do przezycia komdrek o fenotypie CSCs, w ktérych dochodzi do zwiekszonej ekspresji

POUSFI.

Kolejny z badanych genéw NES koduje biatko nestyne, bedaca w biatkiem cytoszkieletu
zaliczanym to rodziny bialek filmentéw posrednich typu VI, ktére ulega ekspresji z
komoérkach macierzystych uktadu nerwowego(150). Nestyna jest tez uznanym markerem
CSCs, zwigzanym z agresywnym wzrostem, przerzutowaniem 1 zlym rokowaniem
nowotworow(76). W przeciwienstwie do POUSFI nestyna ma jednak bardziej
wielokierunkowe dziatanie. Uczestniczy ona takze w neoangiogenezie, czyli procesie
tworzenia naczyn krwiono$nych zwigzanych z guzem(151,152) . Zwiekszona ekspresja
nestyny zostala wykryta w naczyniaku krwiono$Snym zarodkowym oSrodkowego uktadu
nerwowego w przebiegu zespotu von Hippel Lindau(153). W badaniu przeprowadzonym
u pacjentdw z guzami ccRCC wykazano, ze ekspresja nestyny w komoérkach Srédbtonka
naczyf nowotworu koreluje z wyzszym stopniem zaawansowania nowotworu(152).
Zwigkszona ekspresja nestyny w komoérkach ccRCC okazata si¢ negatywnym czynnikiem
prognostycznym wigzacym si¢ ze wczesnym nawrotem choroby u pacjentow poddanych
leczeniu operacyjnemu z guzami ccRCC w stopniu zaawansowania pT1a(154). Powyzsze
dane wskazuja, ze nestyna oprécz uznanej roli jako markera CSCs, petni tez inne funkcje
w patofizjologii nowotworu, co sprawia, ze nie moze by¢ traktowana wylacznie jako
wskaznik fenotypu macierzystego. Plejotropowe dziatanie nestyny moze tlumaczy¢
uzyskane w mojej pracy wyniki. W przeciwiefistwie do zwigkszonej ekspresji POUSF1 w
komoérkach poddanych dziataniu ICI-118,551, ekspresja NES byta zmniejszona w

komoérkach obu linii pRCC. Obserwowany przeciwstawny wptyw [3,-antagonisty na
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ekspresje¢ genéw markerowych CSCs prawdopodobnie wynika z istotnej roli NES w

neoangiogenezie, ktérego nie przejawia POUSFI.

5.5 Wplyw fB,-agonisty i antagonisty na ekspresje genow zwigzanych z

angiogenezq nowotworowych raka brodawkowatego nerki

Wpltyw przekaznictwa [-adrenergicznego na angiogeneze zostat zbadany w wielu
nowotworach 1 oméwiony przekrojowo we wstepie pracy. Postuluje si¢, ze stymulacja
przekaznictwa wewnatrzkomorkowego przez [,-ARs przyczynia si¢ do wzmozonej
angiogenezy przez zwigkszenie ekspresji m.in. VEGF. Uzyskane w mojej pracy doktorskie]
wyniki potwierdzaja podobny efekt w przypadku linii komérkowych pRCC. Interpretacja
powyzszych danych wymaga jednak w pierwszej kolejnoSci zrozumienia dziatania szlaku
przekaznictwa VEGF/Fltl. Biatka z rodziny VEGF obejmuja kilku przedstawicieli, z
ktorych najczesciej badanym 1 najbardziej zaangazowanym w angiogenez¢ jest VEGF-A,
dlatego tez w literaturze czg¢sto spotykang praktyka jest stosowanie wymiennie terminu
VEGF i VEGF-A. Inne biatka z rodziny VEGF takie jak VEGF-B, VEGF-C 1 VEGF-D,
PIGF zostaty odkryte pdzniej i odgrywaja rol¢ w rozwoju embrionalnym, tworzeniu naczyfi
limfatycznych oraz gojeniu tkanek. VEGF-A wywiera swoje dziatanie poprzez wigzanie
biatkami receptorowymi o funkcji receptorow kinazy tyrozynowej: VEGFR1 (kodowane
przez gen FLT-1) 1 VEGFR2 (kodowane przez gen FLK-1, nazywany tez KDR). VEGFR2
jest uznawany za receptor odpowiedzialny za  aktywacje  sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej prowadzacej do pobudzenia angiogenezy. Rola VEGFRI1 jest
bardziej ztozona. Uwaza si¢, ze jest to receptor o roli regulatorowej wobec VEGFR1, ktory
nie wywiera bezpoSrednio wplywu na procesy zwigzane z angiogenezg. VEGFRI1 stuzy
natomiast jako ,receptor-putapka”, ktory wigze VEGF-A ograniczajac jego wplyw na

VEGFR?2 i dziatajac jako naturalny antagonista.

Poddanie komoérek linii ACHN, wywodzacych si¢ z przerzutowego pRCC dziataniu
selektywnego [3,-antagonisty, spowodowalo zmniejszong ekspresje genu VEGF-A.
Zaobserwowano rowniez przeciwstawny, tzn. powodujacy zwigkszenie ekspresji VEGF-A
wpltyw salbutamolu w dawce 100yM na komoérki linii ACHN. Wyniki uzyskane w
ponizszej pracy pokrywaja si¢ z doS§wiadczeniami wykorzystujacymi [3,-agonistow i
antagonistow w badaniach na liniach komodrkowych raka piersi(155), jajnika(156),
przetyku(157) czy zotadka(158). W przypadku komérek wywodzacych sie z guza

pierwotnego pRCC (Caki-2) nie zaobserwowano istotnie statystycznego wplywu ICI-
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118,551 i salbutamolu na poziom ekspresji VEGF-A. Podobne rozbieznoSci pomigdzy
liniami komérkowymi zaobserwowano m.in. w raku piersi, gdzie pro-angiogenny efekt
stymulacji [3,-ARs byt uzalezniony od poziomu ekspresji genu ADRB2 i gestosci [3,-ARs
w komorkach poszczegdlnych linii. W badaniach na RCC potwierdzono réwniez, ze
wyzszy poziom ekspresji VEGF wykrywany jest w komorkach pochodzacych z guzéw
przerzutowych w poréwnaniu do tych pochodzacych z guza pierwotnego(159). Poziom
ekspresji VEGF koreluje tez ze zwigkszong czestoScig zajecia weztdw chionnych i

przerzutéw odlegtych w RCC(160).

W pracy wykazatam réwniez, ze zahamowanie 3,-ARs przez zastosowanie selektywnego
antagonisty ICI-118,551 przetozyto si¢ nie tylko na spadek ekspresji VEGF-A, ale rowniez
wzrost ekspresji genu kodujgcego biatko receptorowe VEGFR1, FLT. Zalezno$S¢ migdzy
obnizong ekspresja VEGF-A a zwigkszong ekspresja VEGFRI wynika z mechanizméw
kompensacyjnych 1 wspomnianej wczeSniej roli VEGFRI1 jako ,receptora-putapki’.
Spadek poziomu liganda jakim jest VEGF moze w wyniku petli sprzg¢zenia ujemnego
powodowaé wzrost ekspresji genu dla regulatorowego biatka receptorowego,
kontrolujgcego aktywno$¢ VEGFR2. Podobng zalezno$S¢ w szlaku przekaZznictwa
VEGFA/VEGFR1 zaobserwowano u pacjentow poddawanych terapiom antyangiogennym
w innych nowotworach(161). U pacjentek z rakiem piersi zaobserwowano odwrotng
zalezno§¢ pomiedzy poziomem wewnatrzguzowego VEGF a rozpuszczalng forma
receptora VEGFR1(162). Catoksztatt uzyskanych wynikéw moze wskazywac na udziat [3,-
ARs w angiogenezie i mozliwe jej zahamowanie poprzez stosowanie selektywnego [3»-

antagoniste.
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6 Whnioski

Czese I

1.

Ekspresja genu ADRB?2 jest wyzsza w liniach komérkowych wywodzacych si¢ z
pRCC niz ccRCC.

2. Niski poziom ekspresji genu ADRB2 korelowal z wyzszym zaawansowaniem
klinicznym pRCC: zajeciem weztéw chionnych i1 obecnoScig przerzutéw odlegtych.

3. Niski poziom ekspresji genu ADRB2 jest negatywnym czynnikiem prognostycznym
u pacjentéw z rozpoznaniem pRCC.

Czes¢ II:

1. Blokada [3,-ARs poprzez ekspozycje komdrek na selektywnego antagoniste (ICI-
118,551) prowadzi do zmniejszenia zmniejsza zywotnoSci komoérek pRCC.

2. Blokada f3,-ARs poprzez podanie antagonisty (ICI-118,551) wywiera ztozony
wptyw na fenotyp CSCs komorek linii pRCC, mogacy potencjalnie prowadzi¢ do
selekcji komorek o fenotypie CSCs.

3. Blokada [3,-ARs poprzez podanie antagonisty (ICI-118,551) moze wywiera¢ wptyw
na zmniejszong ekspresje wyktadnikéw angiogenezy (tj. spadek ekspresji VEGF-A
oraz kompensacyjny wzrost ekspresji VEGFRI).

4. Wywieranie agonistycznego wptywu na [3,-ARs poprzez podanie salbutamolu nie

wpltywa na zywotno$¢ komorek i ekspresje gendw zwigzanych z angiogenezg i

CSCs.
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7 Podsumowanie

W pracy doktorskiej wykazano, ze B-AR, a w szczegdlnosci podtyp 2 tego receptora moze
ogrywaé potencjalng role w patofizjologii pRCC. Bioragc pod uwage powszechne
stosowanie lekéw wplywajacych na przekaznictwo [-adrenergiczne, zgtebienie tego
tematu moze mie¢ istotne implikacje kliniczne. Mechanizmy wptywu przekaznictwa [3,-
adrenergicznego na nowotwor s3 ztozone 1 wymagaja dalszych badan przedklinicznych jak

1 klinicznych w tym zakresie.
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8 Ograniczenia pracy

Omawiajac przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej wyniki, nalezy wzia¢ pod uwage
jej ograniczenia. Ocena ekspresji 3-ARs w czterech liniach komérkowych RCC zostata
przeprowadzona metoda Real Time PCR dla genu ADRB2. Nalezy pamigtaé, ze badany ta
metoda poziom mRNA kodujacego biatko receptorowe 3-ARs czgsto nie odzwierciedla
rzeczywistej gestosci 1 liczby receptoréw obecnych w komérkach. Informacje o faktycznej
liczbie receptorow w danej tkance moga by¢ zapewnione przez oceng¢ ekspresji biatka,
ktore jednak sa znacznie rzadziej spotykane w literaturze niz analizy iloSci mRNA.
Gléwnym ograniczeniem zastosowania w tej metody w praktyce jest brak przeciwcial,
ktore wystarczajaco selektywnie wigzatyby si¢ z poszczegdlnymi podtypami receptorow
typu f3.

Ponadto, nalezy uwzgledni¢, ze doSwiadczenia przeprowadzone zostaly na liniach
komoérkowych, co uniemozliwia zbadanie wptywu mikroSrodowiska 1 wydzielanych
endogennie katecholamin na badane receptory. Obserwowana w zywym organizmie stafa
stymulacja neurohormonalna f3,-ARs sprawia, ze model komérkowy moze nie w petni

obrazowa¢ faktyczny wptyw badanych substancji na komérki nowotworowe.

Nalezy zauwazy¢ tez, ze dawki substancji stosowanych w badaniach in vitro zazwyczaj s
duzo wyzsze niz te, ktére mozna uzyska¢ bezpiecznie w organizmie czlowieka.
Przyktadowo S$rednie stgzenia salbutamolu w osoczu pacjentéw leczonych dozylnie
salbutamolem z powodu astmy wynosily okoto 2 xM(163), podczas gdy stosowane w
doSwiadczeniach stgzenia to 10 1 100 gM. ICI-118,551 nie ma znanego zastosowania
terapeutycznego u ludzi, chociaz byl szeroko wykorzystywany w badaniach

przedklinicznych z wykorzystaniem modeli mysich.
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10 Opinia Komisji Bioetycznej

Z uwagi na charakter przeprowadzonych doSwiadczen (badanie liniach komérkowych oraz
analiza danych z bazy otwartej bazy danych) nie wystepuja, przestanki Swiadczace o
zaliczeniu powyzszych badafi do kategorii eksperymentu medycznego. W zalaczeniu do
pracy znajduje si¢ informacja o przyjeciu do wiadomoSci przez Komisj¢ Bioetyczng
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego doSwiadczen przeprowadzonych w ramach

pracy doktorskie;j.
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