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W artykule podjeto probe pokaza-
nia obecnego kierunku rozwoju
wiedzy dotyczgcej roli receptorow
HER i heregulin w powstawaniu
i progresji raka piersi. Nie ulega
watpliwosci, ze istnieje ogromne
zainteresowanie wiodgcg rolg he-
terodimeru receptorow HER2/HER3
jako gfdwnego regulatora sygnatow
mitogennych biegngcych szlakiem
MAPKs i sygnatow antyapoptotycz-
nych biegngcych szlakiem PI3K,
w przypadku tego raka. Heterodi-
mer receptorow HER2/HERS3, jak
pokazujg liczne najnowsze bada-
nia, jest gtownym i — jak wszystko
na to wskazuje — jedynym mediato-
rem ztozonego dziatania licznych
izoform heregulin na najwazniejsze
procesy zwigzane z progresja raka
piersi, do ktorych nalezg inwazyj-
nosc, angiogeneza i apoptoza.

W artykule przedstawiono i omo-
wiono najnowsze prace pokazujg-
ce wptyw receptorow HER1 i HER2
na angiogeneze oraz prace pre-
zentujgce wptyw heregulin na eks-
presje aktywatora uroplazminoge-
nu i jego receptora. Przedstawiono
rowniez prace pokazujgce, jak na
obecnym etapie wiedzy mozna zro-
zumiec sposob, w jaki hereguliny
pobudzajg jeden z najaktywniej-
szych szlakow antyapoptotycznych
i zaprezentowano kinaze PI3 jako
jedng z najwazniejszych molekut
sygnalizacyjnych, ktore decyduja
0 przezyciu komaorki nabtonkowey.

Poniewaz zwiekszona ekspresja re-
ceptorow HER2 wigze sie z nasile-
niem sygnalizowania szlakiem
PI3K, wydaje sie, ze kinaza ta mo-
ze byc atrakcyjnym obiektem tar-
czowym dla kierowania dziatari te-
rapeutycznych w przypadku guzow
HER2-pozytywnych.

Stowa kluczowe: heterodimer
HER2/HERS3, angiogeneza, kinaza
PI3, apoptoza, aktywator uroplazmi-
nogenu (uFPA).
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Ciggle utrzymujgca sie na Swie-
cie wysoka Smiertelnos¢ zwigzana
z rakiem piersi wynika z faktu
zdolnosci niektérych guzéw do
tworzenia mikroprzerzutow juz
wowczas, kiedy pierwotne miejsce
zmiany jest jeszcze bardzo mate.
Poza ogromnym znaczeniem na-
dekspresji receptora HER2 w Kli-
nicznym przebiegu raka piersi
i w tworzeniu przerzutéw, narasta-
jaca ilos¢ danych badawczych po-
jawiajgcych sie w ostatnich latach
zwraca uwage na rownie duze
znaczenie w tym procesie szlakow
sygnalizacyjnych uruchomianych
przez peptydowe czynniki wzrostu
— hereguliny (HRGs). Od potowy
lat 90. wiadomo, ze komorki raka
piersi generalnie wykazujg zwiek-
szong autokrynng produkcje HRGs
i ze uczestniczg one w progres;ji
nowotworu réwniez pod nieobec-
nos¢ estrogenow.

Wiele najnowszych prac po-
Swieconych dziataniu heregulin na
komorki ludzkiego raka piersi wy-
kazato, ze hereguliny poza regu-
lowaniem wzrostu komodrek wig-
czajg sie w regulacje innych za-
chowan komdrek nowotworowych,
takich jak przyleganie, ich inwa-
Zja i migracja oraz w sposob de-
cydujacy wtgczajg sie w regula-

cje angiogenezy i apoptozy. Po-
znanie i zrozumienie molekular-
nych mechanizmoéw dziatania re-
ceptorow HER i heregulin ma
ogromne znaczenie kliniczne, bo-
wiem utatwi sformutowanie zasad
terapii zmierzajacej do ogranicze-
nia lub wrecz niweczenia zdolno-
$ci komdrek nowotworowych do
tworzenia przerzutow.

RECEPTORY HER

Rodzina receptorow HER (human
epidermal growth factor receptors)
obejmuje 4 receptorowe biatka
o charakterze kinaz tyrozynowych.
Sg to nastepujgce receptory: HER1
(EGFR), HER2 (biatko p185), HER3
i HER4. Biatka te umieszczone sg
w btonach komdrkowych. Wystepu-
ja powszechnie w komorkach na-
btonkowych, mezenchymalnych
i nerwowych. Ogdlnie wiadomo, ze
odgrywajg one fundamentalng role
w rozwoju ptodowym. W komor-
kach nabtonkowych organizmu do-
rostego wszystkie 4 receptory ule-
gaja ekspresji na bardzo niskim,
cho¢ zréznicowanym poziomie,
i tak np. w komdrkach nabtonko-
wych gruczotu piersiowego recep-
tor HER3 dominuje ilosciowo nad
pozostatymi. Zaburzenia ekspresji
receptorow HER wystepujg czesto
w chorobach nowotworowych u Iu-
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In the paper attempt was underta-
ken to present the current direc-
tions of knowledge progress of the
role of HER receptors and heregu-
lins in the development and pro-
gression of breast cancer. There is
no doupt that great interst has be-
en aroused by the leading role of
HERZ2/HERS3 receptors heterodimer
as the main regulator of mitotic si-
gnals conducted along the MAPKs
pathway and antiapoptic signals
conducted along the PI3K pathway
in breast cancer. The heterodimer
of HER2/HERS3 receptors, as de-
monstrated by numerous recent
studies is the main and, as it se-
ems, the only mediator of the com-
plex effects exerted by numerous
isoforms of heregulins on the most
important processes associated
with breast cancer progression,
among which worth mentioning are
invasiveness, angiogenesis and
apoptosis.

In addition to proliferative signals
emanating from receptor tyrosine ki-
nase family (RTKs) or their effectors,
there is a requirement for a concur-
rent anti-apoptopic signal for effi-
cient transformation. One important
signaling molecule that has been
implicated in epithelial cell survival
is PIBK. More recently the ability of
HER2/HER3 heterodimer to recruit
the PI3 kinase in promoting tumor
progression by providing cell survi-
val signals has been revealed. In
addition to stimulating tumor cell
proliferation, HER2 overexpression
in cancer cells acts as an antiapop-
totic cell survival factor. Down-regu-
lation of HER2 expression induces
apoptosis in these cells. Selective
inhibitors of the PI3K pathway signi-
ficantly suppressed the growth of
tumor cell lines that overexpress
HER2 but not the growth of tumor li-
nes with low HER2 expression. The-
Se data indicate that PI3K pathway
plays an enhanced role in the
growth of HER2 overexpressing bre-
ast cancer cells, therefore providing
a molecular basis for a selective tar-
geting of this signaling pathway in

dzi, szczegdlnie w nowotworach
pochodzenia nabtonkowego czyli
rakach [1]. Precyzyjne mechanizmy
molekularne, poprzez ktére recep-
tory HER wptywajg na progresje ra-
ka, pomimo intensywnych badan
i ogromnego postepu wiedzy
w tym zakresie pozostajg ciggle
stabo poznane, cho¢ wiadomo, ze
dziatanie to obejmuje szlaki prze-
wodzenia sygnatow aktywowane
zwigzaniem ligandu przez receptor
oraz olbrzymi wachlarz skutkéw
biologicznych, wynikajgcych z do-
tarcia tych sygnatow do DNA ko-
morki w wyniku zaktywowania od-
powiednich czynnikéw transkrypcyj-
nych (ryc. 1.) [2].

Wiadomo ze zaburzenia w eks-
presji i dziataniu czynnikdéw wzro-
stu oraz ich receptoréw majg swoj
udziat w progresji i utrzymaniu zto-
Sliwego fenotypu w raku piersi. Do-
brym przyktadem jest tutaj nade-
kspresja receptora HER2 (biatka
p185), charakterystyczna dla po-
nad 30 proc. rakéw piersi [3]. Kli-
niczne znaczenie zaburzen doty-
czacych ekspresji, a wiec wytwa-
rzanej ilosci receptorow HER2,

zwigzanej z amplifikacjg czy nade-
kspresja genu lub wystepowaniem
obydwu tych zjawisk, zostato w mi-
nionej dekadzie bardzo doktadnie
przebadane i ustalone. Wiadomo, ze
nadekspresja receptoréow HER2 wig-
ze sie z agresywnym Kklinicznie prze-
biegiem choroby, krétkim okresem
wolnym od wznowy, ztg prognozag
i wzmozong sktonnoscig do two-
rzenia przerzutéow [4-10]. Biolo-
giczne i molekularne mechanizmy
wynikajgce z nadekspresji recep-
torow HER2, wptywajgce na niepo-
mysiny przebieg choroby nowotwo-
rowej charakteryzujg 2 gtéwne
szlaki tych wydarzen (ryc. 2.).
Przedstawione na ryc. 2. zachowa-
nie sie guzéw z nadekspresjg re-
ceptorow  HER2  potwierdzita
ogromna liczba prac klinicznych
i podstawowych, prezentowanych
w ciggu ostatnich 10 lat [4-10].
W pracach badawczych tego okre-
su wykazano réwniez, ze wsréd re-
ceptorow rodziny HER, kompleks
dimeryczny  receptora HER2
i HER3 wysyta najsilniejszy sygnat
mitogenny biegnacy szlakiem ras-
raf-MAPKSs, przektadajgcy sie bez-

Czynniki wzrostu* para- 1 autokrynne

btona komorkowa .<— receptory HER

kinazy biatkowe: Src, Ras, Raf...
|/
MAPKSs

jadro komérkowe

aktywacja czynnik6w transkrypcyjnych:
ERBA, myc, Yun, Fos, CREB...

kompleksowa aktywacja genéw

Rye. 1. Schemat przewodzenia sygnatow przez receptory rodziny HER
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the treatment of HER2 positive hu-
man breast malignancies.

In the paper some recent data that
suggest the oncogenic properties
of HER1 (EGFR) and HERZ2 (p185)
that may be mediated by stimula-
tion of tumor angiogenesis by up-r-
egulation of vascular endothelial
growth factor (VEGF) is also pre-
sented.

Considering the established role of
urokinase plasminogen activator
(UPA) and its receptor (UPAR) in in-
vasion, these proteolitic enzymes
can regulate cancer metastasis in
addition to growth factors. The re-
cent data concerning the possibili-
ty that heregulins use the uPA/UPAR
autocrine pathway to transduce
their signals, leading to invasion are
really very intriguing. Additional
support for these data is provided
by earlier published studies sho-
wing that highly invasive breast
cancer cells, which secrete HRGs
express very high levels of the
UPA/UPAR system.

Key words: HER2/HER3 heterodi-
mer, angiogenesis. PI3 kinase,
apoptosis, urokinase plasminogen
activator (UPA).

posrednio na progresje cyklu ko-
morkowego [2, 11]. Szczegdlina
spontaniczna sktonnos¢ do po-
wstawania tego heterodimeru w ko-
morkach raka z zaburzeniami eks-
presji receptorow HER i autokryn-
nie produkowanymi czynnikami
wzrostu sprawia, ze sygnaty mito-
genne wychodzgce z MAPK sg
wyjatkowo intensywne, a tym sa-
mym proliferacja takich komadrek
niezwykle dynamiczna [2, 11].

Generalnie uwaza sie, ze nade-
kspresja receptorowych kinaz tyro-
zynowych, takich jak HER1 czy
HER2, przyczynia sie do rozwoju
guzow litych, poczatkowo poprzez
ich wptyw na promowanie niekon-
trolowanej proliferacji komaorek. Re-
gulacja dziatania receptoréow HER
jest bardzo ztozona, gdyz ulegajg
one aktywaciji nie tylko w wyniku
przytgczenia swoistego ligandu
(czynnika wzrostu), lecz ulegajg
dodatkowo transaktywaciji przez li-
gand innego receptora HER, z kt6-
rym tworzg kompleks heterodime-
ryczny, co generuje nowg jakosc¢
biologiczng wysytanego sygnatu
[3]. Duza réznorodnos¢ ligandow

powoduje, ze receptory te mogag
uruchamia¢ wiele réznych szlakéw
sygnalizowania, dlatego tez wyste-
puje mnogosc¢ efektdw biologicz-
nych wywotywanych przez te re-
ceptory, a sygnaty mitogenne sg
tylko jednymi z nich. Np. recepto-
ry HER3 i HER4 wigzg swoiscie
wytgcznie hereguliny. Poniewaz he-
reguliny mogg reprezentowac po-
nad 15 aktywnych biologicznie izo-
form i wszystkie te potgczenia mo-
ga aktywowac receptor HER2 po
utworzeniu odpowiedniego hetero-
dimeru, wobec tego moze powsta-
wac caty wachlarz réznych, biolo-
gicznie aktywnych sygnatéw. Ostat-
nie lata przynoszg coraz wiecej
danych dotyczacych udziatu HRGs
w progresji raka piersi do bardziej
inwazyjnego fenotypu. Wydaje sie,
ze o tego typu dziataniu heregulin
w duzym stopniu decydowac be-
dzie zdolnos$¢ komorki nowotworo-
wej do tworzenia heterodimeru
HER2/HERS3. Tak wiec komorki ra-
ka piersi z nadekspresjg recepto-
row HER2 bedg w sposob szcze-
golnie intensywny uruchamiac¢ sy-
gnalizacyjne szlaki HRGs [11].

w komorkach guza

nadekspresja receptorow HER2

blokowanie apoptozy
angiogeneza nowotworowa
degradacja podscieliska
inwazyjnos¢ nowotworowa

l

wczesne mikroprzerzuty
rozsiew nowotworowy

~

chemoopornosé
hormonoopornosc¢
opornos¢ na radioterapie

nasilenie
dynamiki choroby
nowotworowe;j

zte rokowanie

Ryc. 2. Molekularne i biologiczne konsekwencje nadekspresji receptorow HER2 w komdrkach guza
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Wptyw receptorow
HER1 | HER2
na angiogeneze

Badania laboratoryjne wykazuija,
ze dziatanie czynnikéw antagoni-
zujacych funkcje receptorow HER1
i HER2, np. dziatanie odpowied-
nich przeciwciat, moze zniwelowac
transformujacy wptyw tych recep-
torow. Jak wiekszos¢ czynnikow
dziatajgcych jako inhibitory prze-
wodzenia sygnatu, tak i specyficz-
ne przeciwciata blokujgce recep-
tory HER generalnie traktowane sg
jako leki cytostatyczne. Poglad ten
bazuje na obserwacjach poczynio-
nych na jednowarstwowych ho-
dowlach komorek guza rosngcych
in vitro, kiedy to obserwuje sie wy-
tacznie taki efekt. Jezeli natomiast
specyficzne przeciwciata poddano
badaniom w réznych przedklinicz-
nych modelach przeciwko guzom
litym in vivo, uzyskiwano imponuja-
cy efekt cytotoksyczny. Te niezwy-
kle korzystng terapeutycznie roz-
bieznos¢ miedzy wynikami in vitro
i in vivo uznano za wystarczajgca,
aby wysnuc¢ przypuszczenie, ze
antagonizowanie receptorow HERT
i HER2 wyzwala by¢ moze jakis
efekt antyangiogenny, np. poprzez
ustanie stymulacji jednego lub
wiecej czynnikow wzrostu, oddzia-
tywujgcych w procesie angiogene-
zy [12]. Jednym z takich czynni-
kow jest VEGF (vascular endothe-
lial cell growth factor) wystepujacy
réwniez pod nazwg VPF (vascular
permeability factor), ktéry dziata ja-
ko gtéwny stymulator angiogene-
zy w nowotworach pochodzenia
nabtonkowego u ludzi, zwieksza-
jac przepuszczalnosé mikronaczyn
i bezposrednio pobudzajgc wzrost
komdrek endotelialnych i angioge-
neze. Znamienne jest, ze wsrod
znanych czynnikéw indukujgcych
wzrost produkcji VEGF najsilniej
dziatajgce to czynniki wzrostu EGF
i TGF-alfa, bedace ligandami re-
ceptorow HER1 i transaktywujace
receptor HER2 w ich onkogennych
kompleksach heterodimerycznych.
Powstato wiec pytanie czy recep-

tory HER1 i HER2 moga przyczy-
nia¢ sie do zwiekszania ekspres;ji
VEGF, a jezeli tak, to czy farma-
kologiczne blokowanie tych recep-
toréw, uniemozliwiajgce pobudza-
nie szlaku transmisji sygnatu mo-
ze prowadzi¢ do obnizenia
poziomu biatka VEGF w komor-
kach ludzkiego raka in vitro i in vi-
vo [12].

Obszerne wyniki badan doty-
czacych tego zagadnienia wyka-
zaty w zakresie badan in vitro, ze
prawidtowe komorki NIH 3T3, wy-
kazujgce brak ekspresji recepto-
row HER nie produkujg mierzal-
nych ilosci VEGF, zas poddane hi-
poksji uwalniajg do medium
najnizsze mierzalne ilosci tego
czynnika wzrostu [12].

Jednak po transformaciji tych
komdrek spowodowanej transfek-
cja genu HER2, kiedy zaczynajg
one produkowac receptor HERZ2,
pojawia sie w medium znaczna
ilos¢ VEGF, zas po poddaniu tych
komdrek hipoksiji ilos¢ VEGF wzra-
sta jeszcze 100-krotnie.

Roéwniez in vitro poddano bada-
niom komorki ludzkiego raka pier-
si linii SKBR 3, o ktérej wiadomo,
ze jest HER2-pozytywna, a komor-
ki tej linii uwalniajg do medium
znaczne ilosci VEGF. Komorki te,
poddane dziataniu specyficznych
przeciwciat anty-HER2, wykazywa-
ty zalezny od dawki tego przeciw-
ciata spadek produkcji VEGF. Juz
te wyniki pokazujg, ze rzeczywi-
Scie funkcja receptorow HER2 mo-
ze by¢ co najmniej jednym z istot-
nych czynnikow regulujgcych eks-
presjic  VEGF w badanych
komdrkach nowotworowych [12].

Podobne wyniki w badaniach in
vitro uzyskano w przypadku epi-
dermoidalnych komorek ludzkiego
raka linii A 431, o ktdrej wiadomo,
ze wykazuje nadekspresje recep-
tora HER1 (EGFR). Traktowanie
tych komérek wzrastajgcymi steze-
niami specyficznych przeciwciat
anty-HER1, wywotywato zalezny od
dawki spadek zaréwno sekreciji
VEGF do medium hodowlanego,
jak i zawartosci mRNA dla VEGF

w hodowanych komodrkach. Wyni-
ki badan in vivo sg jeszcze bar-
dziej wymowne [12].

Poddano badaniu myszy obcig-
zone guzami komodrek A 431,
Obiektem badan byta ekspresja
VEGF in situ, ktéra jest wyktadni-
kiem tempa angiogenezy w ko-
morkach guza oraz ekspresja an-
tygenu Ki 67 zwigzanego z dyna-
mikg proliferacji. Krotkotrwata
terapia, polegajgca na kilkakrotne;j
iniekcji specyficznego przeciwcia-
ta anty-HER1 powodowata hamo-
wanie wzrostu guza, a badanie
antygenu Ki 67 pokazywato, ze
o 33 proc. mniej komorek wcho-
dzi do cyklu podziatu komoérkowe-
go. Ten efekt wydaje sie by¢ wtdr-
nie zwigzany z hamowaniem an-
giogenezy w tych komdrkach,
gdyz takie samo zmniejszenie pro-
liferacji obserwowano po podaniu
myszom samego przeciwciata an-
ty-VEGF. Tymczasem immunohisto-
chemiczne badanie VEGF
w skrawkach guzow wykazato in-
tensywne wybarwianie tego biatka
w guzach kontrolnych, szczegdl-
nie w komadrkach, ktére byty nega-
tywne w tescie dla Ki 67. Badanie
guzow leczonych przeciwciatem
anty-HER1 wykazato gtownie ne-
gatywne wybarwianie VEGF. Efekt
ten taczyt sie z dwukrotnie mniej-
szg iloscig naczyn w guzach le-
czonych w porownaniu z iloscig
naczynn w guzach kontrolnych [12].

HEREGULINY

Rodzina polipeptydowych czyn-
nikdw wzrostu o nazwie hereguli-
ny (HRGs), wystepujgcych réwniez
pod nazwg NDF (neu differentia-
tion factors), stanowi ponad 15 ak-
tywnych biologicznie izoform biat-
ka sktadanego na tym samym
MRNA. Wszystkie te izoformy wig-
zg sie specyficznie do receptorow
HER3 i HER4 jako ligandy, przez
co indukujg je do spontanicznego
tworzenia heterodimeréw z recep-
torem HER2. Prowadzi to do auto-
fosforylacji tyrozyn obydwu recep-
toréw tworzgcych heterodimer, co
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jest roéwnoznaczne 1z inicjacja
przenoszenia sygnatu dolnego
strumienia, czyli biegngcego szla-
kiem ras-raf-MAPK [2, 3]. Nalezy
przypomnie¢, ze utworzenie hete-
rodimeru receptorow HER2 i HERS3
oznacza transaktywacje receptora
HER2 przez hereguliny.

Wiadomo, ze nabtonkowe komor-
ki gruczotu piersiowego wykazujg
po transformacji nowotworowej
zwiekszong ekspresje mRNA dla
HRGs i immunoreaktywnych izoform
tego peptydowego czynnika wzro-
stu [13]. Réwnie istotnym faktem
badawczym jest sklonowanie w jed-
nej z linii komodrkowej raka piersi,
nowej izoformy heregulin — gamma
HRG, ktéra nie ulega ekspresiji
w prawidtowym nabtonku, pojawia
sie dopiero po transformacji nowo-
tworowej i jak wykazano, wigczana
jest w autokrynny mechanizm wzro-
stu nowotworowego [14]. Z wcze-
$niejszych prac réwniez byto wia-
domo, ze HRGs prowadzg do ak-
tywaciji receptora HER2 i pobudzajg
wzrost komorek raka piersi takze
pod nieobecnos¢ estrogendw [15].
Cytowane prace pokazuja, ze w ko-
morkach raka piersi dochodzi do
intensyfikacji oddziatywania pepty-
dowych czynnikéw wzrostu HRGs,
w zwigzku z transformacjg nowo-
tworowg. Wzrost autokrynnej pro-
dukcji czynnikéw wzrostu — HRGs
wydaje sie odgrywac niestychanie
wazng role we wzroscie komarek
raka piersi. Jak wskazujg wyniki ba-
dan ostatnich kilku lat, autokrynna
ekspresja tego czynnika wzrostu
w komorkach raka stanowi bowiem
gtéwny mechanizm prowadzacy do
powstawania w komorce jednej
Z najagresywniejszych onkoprotein,
jaka jest heterodimer receptorow
HER2/HERS. Tworzenie sie tego he-
terodimeru w komaorkach raka pier-
si odpowiedzialne jest za obserwo-
wany w badaniach modelowych
i klinicznych wzrost aktywnosci
MAPKSs, prowadzgcy m.in. do pro-
gresji cyklu komdrkowego i nasile-
nia funkcji proliferacyjnej komarek
[2]. Jednoczesnie podwyzszone po-
ziomy ekspresji i aktywnosci MAPKs

i ich zwigzek z fenotypem ztosli-
wym, zostaty wykazane w pierwot-
nym raku piersi, w poréwnaniu
z tkankg prawidtowg sutka i rozro-
stem tagodnym [16].

Fakty przedstawione powyzej
koncentrujg sie na prezentowaniu
dziatania HRGs jako czynnika
wzrostu, a wiec pokazujg, jaki wy-
wierajg one wptyw na proliferacje
komorki. Fakty te pokazujg row-
niez, ze dziatanie HRGs odbywa
sie poprzez receptory z rodziny
HER, a mianowicie przez recepto-
ry HER3 i HER4, ktére sg bezpo-
Srednio aktywowane heregulinami
oraz przez receptor HER2, ktdry
jest transaktywowany przez HRGs
w wyniku preferencyjnego tworze-
nia heterodimeréw ze zaktywowa-
nymi receptorami HER3 i HER4.
Na podobnej zasadzie HRGs mo-
gg rowniez aktywowac receptor
HER1, co oznacza, ze mogg one
dokonywac aktywacji wszystkich
czterech receptoréw z rodziny
HER [11].

Ostatnio opisano kilka szlakéw
przewodzenia sygnatéw aktywowa-
nych w wyniku dziatania HRGs.
Wprawdzie wszystkie biatka recep-
torowe rodziny HER po zligando-
waniu i utworzeniu heterodimeru
uzywajg ras-raf-MAPKs jako gtow-
nego szlaku sygnalizacyjnego [17],
jednak MAPKs nie sg, jak wiado-
mo, jednolitym zbiorem kinaz, lecz
rodzing biatek, w sktad ktorej
wchodzg podrodziny: ERKs (extra-
cellular signal regulated kinases),
p38 MAPKs i SAPKs/UNKs (stress
activated protein kinases).

Wiadomo réwniez, ze wsroéd re-
ceptoréw rodziny HER jedynie re-
ceptor HERS3 aktywuje szlak sy-
gnalizacyjny PISK (phosphatidyli-
nositol 3 kinase) [18].
W komodrkach z nadekspresjg re-
ceptorow HER2 wykazywano pod-
wyzszone poziomy PI3K, byto to
jednak zwigzane z poziomem re-
ceptoréow HERS3 [19]. W réznych
systemach badawczych obserwo-
wano aktywowanie heregulinami
wymienionych  wyzej szlakéw

w roznych kombinacjach, w zalez-
nosci od badanego problemu.
Ciagle jednak niewiele wiadomo
na temat powigzan miedzy rozny-
mi szlakami sygnalizacyjnymi uru-
chomianymi przez HRGs, a wielo-
rakimi skutkami biologicznymi ja-
kie biegngce tymi szlakami
sygnaty wywotujg w komorkach ra-
ka piersi [20, 21].

Hereguliny pobudzaja
jeden z najaktywniejszych
szlakow antyapoptotycznych

Dla skutecznej transformaciji no-
wotworowej poza intensyfikacjg sy-
gnatéw mitogennych wysytanych
przez receptorowe kinazy tyrozy-
nowe i ich efektory, istnieje rowniez
wymog dotyczgcy réwnoczesnego
nasilenia sygnatéw antyapoptotycz-
nych. Te komodrki nowotworowe,
ktore nie majg mozliwosci urucho-
mienia mechanizmu zaprogramo-
wanej sSmierci w obliczu uszkodzo-
nego genomu, kumulujg mutacje,
stajgc sie coraz bardziej ztosliwy-
mi. Ich wzrost jest coraz bardziej
autonomiczny i zaczyna podlegac
regulacji autokrynnej, a wiec opar-
tej na produkcji wtasnych czynni-
kow wzrostu i ich receptorow
w catkowitej izolacji od sygnatéw
zewnatrzkomaorkowych. Komorki ta-
kie uszkadzane chemicznie lub
promieniowaniem jonizujagcym na-
dal zyja i szybko dzielg sie, ma-
jac coraz bardziej uszkodzony ge-
nom i wykazujgc coraz wiekszg
ztosliwos¢. U podtoza chemo- i ra-
dioopornosci oraz ogromnej dyna-
miki wzrostu komodrek nowotworo-
wych lezy wymkniecie sie spod
kontroli apoptozy. Im dtuzej zyjg
takie komorki i im jest ich wiecej,
tym wieksze prawdopodobieristwo
tworzenia przerzutéw. Tak wiec
najbardziej ztosliwe komorki decy-
dujg o dynamice procesu choro-
bowego, stajgc sie dominujgcym
klonem w guzie. Kontrola mecha-
nizmmu wtgczania apoptozy jest
bardzo ztozona. Komorki majg
wiele réznych mozliwosci regulo-
wania tego procesu i potrafig wig-
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czaC¢ apoptoze rowniez przy
uszkodzonych genach p53, ktore
nie sg jedynym jej regulatorem
[22]. W komoérkach nowotworo-
wych, w zaleznosci od konstelacii
réznych mutaciji, rézne okoliczno-
$ci w komodérce mogg prowadzic
do pobudzania lub hamowania
apoptozy. Wykazano eksperymen-
talnie, ze w pewnych guzach ra-
ka piersi nadekspresja genu c-myc
prowadzi do znacznego nasilenia
apoptozy, jednak w innym kontek-
$cie mutacyjnym, nadekspresja
genu c-myc nie dziata proapopto-
tycznie [23]. Wykazano réwniez,
ze w przypadku raka piersi
o zdolnosci komdrek nowotworo-
wych do uruchomiania mechani-
zmu zaprogramowanej smierci ko-
morki w ogromnym stopniu decy-
dujg HRGs [19, 24]. Ro6zne
izoformy HRGs wykazujg réznag,
tkankowo specyficzng zdolnos¢
wyzwalania apoptozy, co z kolei
zmienia sie podczas nowotworo-
wej transformaciji komorki,
w zwigzku z uaktywnianiem roz-
nych protoonkogendéw [24]. Here-
guliny, jak wykazano zaréwno
w hodowlach komodrkowych, jak
i w guzach in vivo, indukujg apop-
toze w komdrkach nabtonkowych
gruczotu piersiowego, a zaprogra-
mowana smier¢ komorki zwigzana
z nadekspresjg HRGs przebiega
zgodnie ze schematem zaleznym
od biatka Bcl-2 i kaspaz [24].

Jedng z najwazniejszych mole-
kut sygnalizacyjnych, ktére decy-
dujg o przezyciu komorki jest ki-
naza PI3. Stymulowanie sygnatéw
szlakiem PI3K przez zaktywowane
receptory czynnikdw wzrostu jest,
jak wykazano, wigczane w regulo-
wanie przezycia komorki i wykazu-
je w odpowiednich warunkach wta-
Sciwosci antyapoptotyczne [19].
W odpowiedzi na aktywacije recep-
torow HER, immunoprecypitacja
PISK wystepuje jedynie z recepto-
rem HERS3. Tak wiec PI3K odgry-
wa role w sygnalizowaniu poprzez
receptor HERS3. Znaczenie szlaku
uruchomianego przez PI3K dla

wysytania sygnatow antyapopto-
tycznych wykazano in vivo na my-
sich transgenicznych modelach ra-
ka gruczotu piersiowego. Wsréd
takich myszy rozwijajacych raka
gruczotu piersiowego, wyhodowa-
no mutanty niezdolne do ekspre-
sji PI3K. U myszy tych stwierdzo-
no podwyzszone ilosci komodrek
podlegajgcych Smierci apoptotycz-
nej, czemu towarzyszyt znacznie
wydtuzony okres utajenia choroby
w stosunku do myszy nie bedg-
cych takimi mutantami [19]. Bada-
no réwniez myszy z tego modelu
z wyindukowang ekspresjg inhibito-
ra kinazy PI3, co skutkowato indu-
kowaniem procesu zaprogramowa-
nej Smierci komaorki, a proces ten
przebiegat rownolegle z gwattow-
nym wzrostem liczby heterodimeru
receptorow HER2/HERS, ktory wyko-
rzystuje kinaze PI3 do wysytania sy-
gnatow antyapoptotycznych. W ten
sposdb komorki guza usitowaty re-
kompensowac brak mozliwosci ak-
tywowania kinazy PI3, zablokowanej
i wyhamowanej przez inhibitor.
Przedstawione obserwacje wyraz-
nie przemawiajg za tym, ze szlak
sygnalizacyjny PI3K odgrywa kry-
tyczng role w promowaniu progre-
sji guza przez dostarczanie ko-
morkom sygnatow do przezycia,
hamujgcych zaprogramowang
Smier¢ komorki [19].

Wielokrotnie wykazano na my-
sich transgenicznych modelach ra-
ka piersi, ze w przypadku nade-
kspresji HRGs powstawat rak tego
gruczotu [24]. Szczegotowe bada-
nia struktury i funkcji molekut
HRGs wykazaty, ze HRGs, podob-
nie jak receptory HER zbudowane
sg z trzech regiondw (ryc. 3.) Re-
gion transmembranowy odpowie-
dzialny jest za wigzanie sie z re-
ceptorem HER3 i jego aktywacja.
Pozostate regiony regulujg liczne
biologiczne funkcje HRGs, w tym
region cytoplazmatyczny indukuje
zaprogramowang smier¢ komorki
[25, 26], zas region zewnatrzko-
morkowy o nazwie HEX, wigze sie
Z wysyfaniem intensywnych sygna-

téw mitogennych i prowadzi do
kancerogenezy [27].

Zwierzeta transgeniczne oma-
wianego modelu z petng dtugo-
$cig genu kodujgcego HRGs wy-
kazywaty zwiekszong sygnalizacje
mitogenng zwigzang z obecnoscig
HEX, lecz wzrost komodrek byt
przyttumiany przez sygnaty pro-
apoptotyczne idgce od regionu
cytoplazmatycznego. Zrozumiate
jest wiec, ze zwierzeta transge-
niczne z transfekcjg DNA koduja-
cego jedynie domene cytoplazma-
tyczng, wykazywaty zwiekszong la-
tencje kancerogenezy. Badania
wykazaty réowniez, ze zwierzeta,
u ktorych wystepowata nadekspre-
sja jedynie regionu HEX nigdy nie
wykazywaty wysokich poziomow
apoptozy w wytwarzanych gu-
zach, w przeciwienstwie do zwie-
rzat z ekspresjg petnej dtugosci
genu kodujacego HRGs [27]. Nie-
stychanie waznym spostrzezeniem
poczynionym w tych badaniach
byto wykazanie, ze ekspresja pet-
nej dtugosci genu dla HRGs wy-
kazuje aktywacje (fosforylacje) wy-
tacznie genu HER3 [28], zas
u mutantéw z nadekspresjg HEX,
zarowno receptory HERS3, jak
i HER2 wystepujg w postaci ufos-
forylowanej, a wiec sygnalizujgce;.
Sugerowatoby to sposodb dziatania
zewngtrzkomorkowej domeny he-
regulin — HEX w powstawaniu ra-
ka gruczotu piersiowego [27]. Ze-
wnatrzkomorkowy fragment HRGs
jest bowiem wystarczajgcy do in-
dukciji kancerogenezy, nie induku-
je jednak apoptozy, do inicjowa-
nia ktérej potrzebny jest fragment
cytoplazmatyczny. Tak  wiec
w przypadku nadekspresji HEX
powstaje ufosforylowana postac
receptorow HER2 i HER3, czyli
tworzy sie heterodimer tych re-
ceptordw, wysytajacy silny sygnat
mitogenny przez MAPKs i silny
sygnat antyapoptotyczny szlakiem
PISK (ryc. 4.). W przypadkach ra-
ka z nadekspresjg receptorow
HER2 wtasnie nadekspresja HEX
prowadzi do powstania sytuacji
maksymalnie onkogennej, ktorej
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Ryc. 3. Trzy domeny biatka hereguliny

nie stwarza ekspresja wytgcznie
petnej dtugosci genu HRGs [27].
Wykazano eksperymentalnie [29],
ze zwiekszona ekspresja recepto-
row HER2 w komorkach raka pier-
si wigze sie z nasileniem sygnali-
zowania szlakiem PI3K, zas inhi-
bitory transmisji sygnatéw tym
szlakiem prowadzg do zmniejsze-
nia proliferacji takich komorek.
Wydaje sie wiec uzasadnione ba-
danie guzow HER2-pozytywnych
na obecnos¢ nadekspresji HEX,
natomiast kinaza PI3 wydaje sie
by¢ atrakcyjnym obiektem tarczo-
wym, na ktéry mozna by kierowac
dziatanie terapeutyczne w przy-
padku guzow HER2-pozytywnych,
celem blokowania sygnatéw anty-
apoptotycznych.

Hereguliny reguluja ekspresje
aktywatora uproplazminogenu
| jego receptora

Procesy zwigzane z tworzeniem
przerzutow sg liczne i ztozone.
Wsrod wielu etapow muszg obej-
mowac zmiany adhezji komorek,
wzrost ich ruchliwosci, produkcje
enzymow o charakterze proteaz
oraz inwazje podscieliska, a takze
angiogeneze. Jednym z bardzo
waznych etapoéw dla progresji i in-

jadro
komorkowe

wazji guza jest destrukcja macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej (ECM),
ktéra rozdziela komdrki nabtonko-
we od roznych sktadnikow pod-
Scieliska. Degradacji takiej doko-
nujg proteazy serynowe, takie jak
np. aktywator uroplazminogenu
(uPA), przyspieszajgc migracje
i inwazyjnos¢ komorek. Dziatanie
tych proteaz prowadzi do daleko
idgcych uszkodzen tkanki tgcznej
otaczajgcej komorki guza oraz
uszkodzen periwaskularnej btony
podstawnej [30].

Dziatanie uPA wsréd wielu in-
nych proteaz serynowych wydaje
sie mie¢ szczegodlny udziat w pro-
cesach utatwiajgcych powstawanie
przerzutdw, ze wzgledu na fakt, iz
na powierzchni komorek raka ma
on swoj receptor — uPAR, wzgle-
dem ktérego wykazuje wysokie
powinowactwo [31, 32]. Receptor
ten silnie wzmaga dziatanie uPA
na plazminogen. Ekspresja uPA
i UPAR zostata wykazana zasadni-
czo we wszystkich typach litych
guzéw badanych dotychczas pod
tym wzgledem [30, 31]. Ekspresja
uPA i UuPAR nie ogranicza sie do
komorek guza. Szereg komorek
znajdujgcych sie w poblizu guza,
takich jak makrofagi, fibroblasty
czy komorki endotelialne zdolne

sg rowniez do ekspresji uPA
i UPAR. Jednak ich wzoér ekspresiji
w tych komdrkach zalezy od typu
guza. | tak, np. komorki pewnych
typéw raka jelita grubego zawie-
rajg na powierzchni bton komorko-
wych wytgcznie uPAR. Do ligando-
wania tego receptora wykorzystujg
uPA produkowany przez otaczaja-
ce komorki podscieliska.

Wykazano, ze agresywnosc i in-
wazyjnos¢ komodrek raka piersi
i raka jelita grubego bardzo silnie
koreluje z ekspresjg uPAR na po-
wierzchni tych komodrek [33-35].
Dane dotyczace tego niestychanie
waznego faktu zaczety ukazywac
sie w potowie lat 90. Uwazano
wowczas, ze UPAR jest znakomi-
tym niezaleznym markerem, wy-
znaczajgcym przypadki o skréco-
nym przezyciu catkowitym oraz
skréconym czasie wolnym od
wznowy. Potrzeba byto jednak
jeszcze ponad 7 lat intensywnych
badan podstawowych, aby zro-
zumie¢, ze dziatanie systemu
uPA-uPAR jest bezposrednio za-
lezne od poziomu autokrynnie
produkowanych heregulin w da-
nym konkretnym przypadku ko-
morek raka oraz od poziomu
ekspresji receptoréow HER w tych
komdrkach. Dzis$, nie popetniajac
wiekszego btedu, mozna pokusic¢
sie 0 uogodlnienie, ze poziom uPAR
odzwierciedla stopienn zaburzen
w ekspresji zaréwno heregulin, jak
i receptorow HER w danym przy-
padku komdrek raka piersi czy je-
lita grubego. Wysokie poziomy
uPAR Swiadczg, ze zaburzenia te
sg powazne. Wyniki badan, ktére
pozwalajg na takie sformutowania
pochodzg dostownie z najnowszych
prac [31]. Poniewaz na ich pod-
stawie nalezy wnioskowac, ze ro-
la HRGs i receptoréw HER w pro-
gresji agresywnosci raka piersi
i jelita grubego jest wieksza ani-
zeli wyobrazano to sobie do nie-
dawna, nalezy uwazniej przyjrze¢
sie temu problemowi.

Ogolnie przyjeto, ze wytwarza-
nie uPA i uPAR, zaréwno przez ko-
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morki guza, jak i sgsiadujgce ko-
morki podscieliska, jest rowno-
znaczne z inicjacjg degradacji mi-
lieu wokot komorek guza oraz
z degradacjg periwaskularnej bto-
ny podstawnej [30]. Obserwowano
ekspresje uPA i uPAR w komor-
kach raka piersi i w preparatach
z guza. Wykazano znamienng ko-
relacje miedzy zaawansowaniem
raka piersi i wysokimi poziomami
uPA i uPAR lub obydwu. Immuno-
wybarwianie uPAR wystepowato na
granicy inwazyjnej (guz-gospodarz)
i byto zlokalizowane gtéwnie w en-
dotelialnych komodrkach raka pier-
si [30]. uPA jest unikalng proteazg
serynowg, poniewaz posiada wita-
sny receptor zwigzany z po-
wierzchnig komoérkowg, do ktérego
wykazuje wysokie powinowactwo,
a zwigzanie uPA z uPAR znamien-
nie zwieksza enzymatyczng aktyw-
nos¢ uPA. Komorki produkujgce
uPA prowadzg réwniez jego sekre-
cje na zewnatrz komorki, dzieki
czemu molekuty uPA moga z ta-
twoscig ligandowac swoj receptor,
czyli przytacza¢ sie do uPAR
w btonach komdrkowych. System
uPA-uPAR ma wiec charakter au-
tokrynny [30]. Zwigzanie uPA
z UPAR wyzwala jego 2 podstawo-
we funkcje: funkcje proteolityczng
oraz zdolno$¢ uPA do uruchomia-
nia kaskad fosforylacji szlaku sy-
gnalizacyjnego. Szlak sygnalizacyj-
ny stymulujgcy fosforylacje tyrozyn,
indukuje ekspresje genu fos oraz
fosforylacje cytokeratyn. Mitogen-
ny efekt dziatania uPA wigze sie
z obecnoscig domeny czynnika
wzrostu w strukturze tego biatka.
Wynika z tego, ze zablokowanie
mozliwosci przytgczania uPA do
uPAR powinno hamowac progresije
guza. Rzeczywiscie wykazano, ze
zaréwno przeciwciatem anty-uPA,
jak i inhibitorem uniemozliwiajgcym
wigzanie uPA z uPAR mozna uzy-
skac¢ istotny efekt zmniejszenia
wzrostu guza, ograniczenia prze-
rzutowania oraz angiogenezy [30,
36, 37]. W swietle tych faktow nie-
zwykle interesujgce sg wyniki pra-
cy, w ktorej po raz pierwszy wyka-

HRGs

nadekspresja HEX

fosforylacja] HER2 i HER3

heterodimer .

T~

HER2/HER3 P|3K
Ris Akt/PKB
raf 1
\
MAPK blokowanie
apoptozy

Ryc. 4. Sygnalizacja mitogenna i antyapoptotyczna w nadekspresji HEX

zano, ze system uPA-uPAR podle-
ga regulowaniu przez hereguliny
[31]. Ot6z poddajac dziataniu he-
regulin nieinwazyjne komorki ludz-
kiego raka piersi MCF-7, uzyskano
wzrost ekspresji mMRNA uPA oraz
wzrost ilosci biatka uPA produko-
wanego na tej matrycy przez ho-
dowane komorki. Towarzyszyto te-
mu wydzielanie uPA do medium
hodowlanego. Dziatanie heregulin
na badane komorki linii MCF-7 wy-
wotywato réwniez zwiekszenie ilo-
sci mRNA uPAR oraz zwigkszenie
ilosci tego biatka receptorowego.
Opisane dziatanie heregulin na
ekspresje uPA i uPAR w komor-
kach MCF-7 przebiegato rownole-
gle z formowaniem sie struktur
zwigzanych z ruchem komorki oraz
Z pojawieniem sie immunoreaktyw-
nosci uPA zwigzanej z btong ko-
morkowg wolnego brzegu porusza-
jacych sie komorek [31]. Obserwo-
wano rowniez ruch komorek
wzgledem porow btony hodowla-
nej. Jest niezwykle istotne, ze
w omawianej pracy wykazano row-
niez, iz dziatanie heregulinami na
komorki MCF-7 w obecnosci inhi-

bitora uPAR, ktéry uniemozliwia
wigzanie UPAR z uPA, obserwowa-
no znamiennie obnizong inwazyj-
nos¢ indukowang przez HRGs
[31]. Swiadczy to o tym, ze auto-
lub parakrynna stymulacja heregu-
linami szlaku uPA-uPAR wtgczana
jest w raku piersi do regulowania
mozliwosci przerzutowania komo-
rek nowotworowych, a takze o tym,
ze hereguliny uzywajg autokrynne-
go szlaku uPA-uPAR do przekazy-
wania swoich sygnatéw prowadzg-
cych do inwazji.

PODSUMOWANIE

Od potowy lat 90. systematycz-
nie umacnia sie przekonanie, ze
wzrost ekspresji i aktywnosci au-
tokrynnie produkowanych heregu-
lin, charakterystyczny w raku pier-
si, a nie pojawiajgcych sie ani
w prawidtowym gruczole piersio-
wym, ani w jego rozroscie tagod-
nym, jest gtéwng sitg napedowg
progresji tego nowotworu. W za-
leznosci od stopnia zaburzen eks-
presji receptorow HER w danym
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przypadku raka piersi, stan nade-
kspresji heregulin daje o sobie
zna¢ bardziej lub mniej intensyw-
nie, gdyz te wtasnie receptory sg
jedynymi mediatorami heregulin
w komodrkach nabtonkowych. Nic
wiec dziwnego, ze przypadki raka
piersi z nadekspresjg receptorow
HER2 tworzg dla bedgcych w na-
dekspresji heregulin optymalne
warunki do tworzenia heterodime-
ru receptorow HER2/HERS, co jak
wiadomo, wigze sie z najintensyw-
niejszg mozliwg w komorce sygna-
lizacjg mitogenng szlakiem MAPKs
i sygnalizacjg antyapoptotyczng
biegngcg szlakiem PI3K. Poglad
dotyczacy wiodgcej roli heregulin
w progresji raka piersi umocnity
dodatkowo najnowsze badania la-
boratoryjne in vivo [19] wykazujg-
ce, ze gwattownej progresji raka
sutka towarzyszy wzrost ekspresji
receptoréow HER3 oraz wzrost ak-
tywnosci MAPKs i PI3K.
Zagadnienie zdolnosci do roz-
wijania apoptozy przez komorke
nowotworowg ma kluczowe zna-
czenie dla progresji raka i odpo-
wiedzi na stosowane leczenie.
Ostatnio duzo miejsca poswieca
sie badaniom polegajgcym na wy-
korzystaniu terapii genowej do
wprowadzania wirusowych genoéw
proapoptotycznych do genomu
komorek nowotworowych [22]. Po-
mijajgc ogromng ztozonosc¢ tych
technik oraz koniecznos¢ uzyska-
nia dla nich pewnej minimalnej
wydajnosci, aby mogty byc¢ efek-
tywne, wydaje sie, ze o ich sku-
tecznosci mogtaby by¢ mowa je-
dynie w powigzaniu z efektywnym
hamowaniem antyapoptotycznych
szlakéw w komérkach nowotworo-
wych. Temu celowi stuzg inten-
sywne badania prowadzone nad
receptorami HER i heregulinami
jako regulatorami szlakéw sygna-
lizacyjnych MAPKs i PI3K.
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