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Szanowni Czytelnicy

Prezentujemy Paristwu druga z serii monografii z cyklu “Nowoczesne
techniki w diagnostyce i leczeniu”. Ta ksigzka poswigcona jest chorobom
onkologicznym.

Zwigkszajaca si¢ dtugos¢ zycia, a takze postepujaca chemizacja $rodo-
wiska sprzyjaja procesom kancerogenezy. W kolejnych dekadach choroby
nowotworowe stanowi¢ beda coraz wigksze wyzwania, dlatego tez niezbedne
sa odkrycia dotyczace z jednej strony mozliwosci wezesnej diagnostyki
oraz z drugiej skutecznego leczenia.

Ksiazke rozpoczyna seria rozdziatéw dotyczacymi przelomu w obecnej
onkologii — terapii CAR-T. Przedstawione obszerne oméwienie technolo-
gii powinno przyblizy¢ Padstwu jej mechanizmy dziatania oraz potencjalne
zastosowania.

W kolejnej czgsci pochylamy si¢ tematyce nowych lekéw onkologicz-
nych: immunoterapii, lekéw skoniugowanych czy inhibitoréw kinaz tyrozy-
nowych. Nie zabraknie réwniez rozdzialéw dotyczacych zastosowania radio-
farmaceutykéw, krioablacji, nanoczastek czy wiruséw onkolitycznych.

W dalszej czedci przyjrzymy si¢ nowym metodom diagnostyki raka pier-
si oraz raka tarczycy. Nalezy pamigtad, ze to wlasnie wezesna diagnostyka,
jest kluczowa dla mozliwosci skutecznego leczenia.

Na koniec oméwimy rolg srodowiska w onkologii. Przyjrzymy si¢ moz-
liwosci zastosowania mikrograwitacji w leczeniu raka pluca, wykorzystania
bakeerii jelitowych w diagnostyce raka jelita grubego czy zastosowaniu nutra-

ceutykéw w modyfikowaniu ryzyka i leczenia raka watrobowokomérkowego.



PRZEDMOWA

Mamy nadzieje, ze niniejsza publikacja dostarczy Paristwu warto$cio-
wych informacji i zacheci do dalszego zglebiania tematéw zwiazanych z me-
dycyna. Zyczymy Pafistwu przyjemnej lektury i odkrywania fascynujacego

$wiata nauki medyczne;j.

Redaktorzy naukowi

Jakub Kufel

Piotr Lewandowski



Immunoterapia CAR-T cells —
podstawowy mechanizm dzialania
i wykorzystanie w leczeniu nowotworéw

Jakub Kologlziej, Aleksandra Skowronek, Zofia Graca,
Martyna Zurek, Lukasz Czogalik, Karolina Zi¢ba

Studenckie Koto Naukowe im. Prof. Zbigl}iewa Religi przy Katedrze Biofizyki w Zabrzu,
Wydziat Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt: Terapia CAR-T cells (ang. Chimeric Antigen Receptors T cells Therapy) nazywamy
autogeniczny przeszczep z genetycznie zmodyfikowanych limfocytéw T pacjenta. Pierwsze
wzmianki dotyczace transgenicznych komoérek T siggaja lat 80. XX wieku. Wspélng cecha
wszystkich zmodyfikowanych komorek tej metody jest obecnos¢ w nich chimerycznego re-
ceptora antygenowego (CAR). Na przestrzeni ostatnich lat, az do dnia dzisiejszego, zmianie
ulegata budowa a co za tym idzie i mechanizm dzialania, a takze pelnione funkcje omawianych
receptoréw CAR. Wykazany wplyw terapeutyczny u pacjentéw z nowotworami hematologicz-
nymi stal si¢ podstawa do wzmozenia badani - zaréwno dotyczacych terapii nowotworéw he-
matologicznych jak i guzéw litych. Wyniki przeprowadzonych dotychczas analiz wydaja si¢ by¢
obiecujace. Udowodniona skutecznos$¢ metody CAR-T doprowadzila do rozprzestrzeniania jej
na coraz szersza skale, m.in. w Polsce, gdzie od 2019 roku daje nadzieje na uzyskanie catkowitej
remisji pacjentom, ktdrych poprzednie linie leczenia zawiodly. Dzigki dzialaniom polskich spe-
cjalistow mozliwo$¢ skorzystania z terapii staje si¢ coraz bardziej powszechna. Celem ponizszej
pracy jest przyblizenie procesu powstawania komérek CAR (nastgpujacych po sobie etapow
oraz ich zlozonosci), zwrécenie uwagi na poczynione dotychczas postgpy w leczeniu choréb
hematoonkologicznych, a takze ukazanie perspektyw dajacych nadzieje na skutecznos¢ terapii
w leczeniu guzéw litych.

Stowa kluczowe: CAR-T cells, immunoterapia, nowotwory hematologiczne, guzy lite

Abstract: CAR-T cell therapy refers to an autologous transplant of genetically modified T lym-
phocytes from the patient. The first mentions of transgenic T cells date back to the 1980s. The
common feature of all modified cells in this method is the presence of a chimeric antigen recep-
tor (CAR). Over the years, the structure, mechanism of action, and functions of CAR receptors
have undergone changes. The demonstrated therapeutic effect in patients with hematological
tumors became the basis for intensified research, both regarding hematological tumor therapy
and solid tumors. The results of the conducted analyses seem promising. The proven effecti-
veness of CAR-T therapy has led to its spreading on an increasingly larger scale, including in
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Poland, where it has given hope for achieving complete remission to patients whose previous
lines of treatment have failed since 2019. Thanks to the actions of Polish specialists, the pos-
sibility of using CAR-T therapy is becoming more and more widespread. The purpose of this
study is to elucidate the process of CAR cell development (including successive stages and their
complexity), to highlight the advancements made in the treatment of hematologic malignan-
cies, and to present the promising prospects for the efficacy of therapy in treating solid tumors.

Keywords: CAR-T cells, immunotherapy, hematologic neoplasms, solid tumors

1. Wstep

Terapia CAR-T (ang. chimeric antigen receptors T cell therapy) nazywa-
my procedur¢ majaca na celu dostarczenie do organizmu chorego (najczesciej
na nowotwdr hematologiczny) zmienionych za pomoca inzynierii genetycz-
nej, 6wezesnie od niego pobranych limfocytéw T. Celem omawianej terapii
jest stworzenie polaczenia limfocytu T z przeciwciatem, ktérego fragmenty
zmienne rozpoznajy struktury charakterystyczne dla komérek nowotworo-
wych . Pierwsza generacja genetycznie zmodyfikowanych, chimerycznych
limfocytéw T zostala stworzona w latach 1989-1993 przez izraelskich im-
munologéw Z. Eshhar’a i G. Gross’a w Instytucie Naukowym Weizmana
w Izraelu . W tamtym czasie nie byly one klinicznie skuteczne 2. Przez kolej-
ne lata, az do czaséw terazniejszych metoda pozwalajaca na powstanie cyto-
toksycznych limfocytéw atakujacych komérki zawierajace konkretne proteiny
na swojej powierzchni byla technologicznie i immunologicznie modernizo-
wana. Doprowadzito to w rezultacie do powstania drugiej, trzeciej i czwarte;j

generacji CARs rézniacych si¢ od siebie poszczegdlnymi skladowymi 21,
2. Mechanizm dziatania CAR-T

Podstawowym elementem komérkowym immunoterapii CAR-T
sa wyizolowane od pacjenta jego whasne limfocyty T. Zostaja one poddane
modyfikacjom genetycznym ex vivo w celu zaprogramowania ich do atako-
wania tylko komérek wywolujacych dang chorobe . W procesach inzynierii
genetycznej dochodzi do stworzenia chimery, czyli polaczenia dwéch réznia-
cych si¢ genetycznie skladowych ukladu odpornosciowego, a wiec komérki
T i przeciwciala, nie wystgpujacych naturalnie razem w organizmie cztowie-
ka. W ten sposéb udoskonalona komérka faczy w sobie dwa rodzaje odpo-
wiedzi swoistej ukladu immunologicznego - cytotoksycznej i humoralnej .

Cecha tak zrekonstruowanych limfocytéw T jest rozpoznawanie i niszczenie
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IMMUNOTERAPIA CAR-T CELLS - PODSTAWOWY MECHANIZM DZIALANIA...

komérek nowotworowych bez wezesniejszego zaprezentowania im antyge-
néw za posrednictwem biatek MHC (ang. major histocompatibility complex)-

gléwnego ukladu zgodnosci tkankowej 47,

2.1. Powstawanie limfocytéw CAR-T

Pierwszy etap prowadzacy do powstania limfocytéw T z chimerycznym
receptorem antygenowym polega na pobraniu krwi obwodowej pacjenta,
a nastepnie na wyizolowanie z niej komérek T majacych najwicksze szanse
na przezycie na drodze leukaferezy . Limfocyty T, po uprzednim odse-
parowaniu od nich limfocytéw Th17, sa namnazane w warunkach ex vivo
1, Pozyskane w ten sposdb limfocyty poddawane s3 modyfikacji genetycznej.
Umozliwia ona wprowadzenie do komérki T chimerycznego receptora anty-
genowego (CAR) za posrednictwem wirusowego wektora. Do przeprowadze-
nia transfekcji moga postuzy¢ zaréwno plazmidy, jak i cale czasteczki wiruséw
(przede wszystkim lentiwiruséw i retrowiruséw). Wymogiem do przeniesienia
materiatu genetycznego wirusa do wnetrza komérki T jest wezesniejsze po-
zbawienie go zjadliwosci (wirulencji). Tak zrekonstruowana komérka zawie-
ra w swoim genomie informacje genetyczna o wygladzie przysztej chimery
limfocytu z przeciwcialem. Dodatkowo nabywa zdolnosci do ekspresji wielu
czynnosciowo aktywnych CAR na swojej powierzchni, do ktérych przytaczo-
ne zostang czesci zmienne przeciwcial wiazacych ,wgrany” antygen, co tym
silniej wzmocni sit¢ wiazania z komérka nowotworowa, przeciwko ktérej jest
skierowana . Przed podaniem przygotowanych w wyzej opisany sposéb
komérek umieszcza si¢ je w hodowli komérkowej, zanurza w specjalnej mie-
szaninie i poddaje krioprezerwacji. Mieszanina ta jest kombinacja zwiazkéw:
DMSO/dekstran 40/HSA/dekstroza/Plasma-Lyte A. Laboratorium przed
przekazaniem preparatu do placowki medycznej, w ktérej ma by¢ on poda-
ny pacjentowi przeprowadza testy jego sterylnosci. Po odpowiednim przygo-
towaniu pacjenta pobrane od niego limfocyty T ponownie podawane sg do
krwiobiegu w postaci dozylnej infuzji ..

12
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Rycina 1. Na rycinie przedstawiono okres izolacji, namnazania i interakcji komérek CAR-T
z komérkami nowotworowymi .

2.2 Budowa poszczegélnych generacji CARs

Wspélczesna wiedza i technologia pozwolily na stworzenie do tej pory
czterech generacji CARs. Struktura kazdej kolejnej generacji zawiera wszystkie
skfadowe swojego poprzednika, wzbogacone o nowe elementy ulatwiajace np.
wigzanie wickszej liczby antygenéw czy tatwiejsze wzbudzanie czynnosci cyto-
toksycznej. Pierwsza z nich nalezy do biatek fuzyjnych ztozonych z trzech do-
men . Wewnatrzkomérkowa domena sygnalowa zawiera czasteczke CD3 (,
dzigki ktérej mozliwe jest przekazanie sygnatu do TCR (ang. T cell recep-
tor) limfocytu, a tym samym aktywacja wlasciwosci cytotoksycznych. Brak
dodatkowych czasteczek kostymulujacych zwigzanych z CD3 { uniemozli-
wia CAR T pierwszej generagji proliferacje in vivo po ponownym wlewie
dozylnym, co dowodzi nieprzydatnosci tych limfocytéw do stosowania jako
lek. W sktad budowy pierwotnego chimerycznego receptora antygenowego
wchodzi domena przezblonowa taczaca domeng wewnatrzkomérkows z do-
meng zewnatrzkomérkowa. Pomiedzy domeng przezblonows i zewnatrzko-

moérkowa umiejscowione jest biatko zwane zawiasem, ktére moze stanowié
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np. czasteczka CD28. Domeng wysunigta najbardziej na zewnatrz komor-
ki tworzy zazwyczaj jednotaicuchowy fragment zmienny przeciwciala
(ang. Single - chain variable fragment, scFv) wykazujacy powinowactwo
do wybranej czasteczki na powierzchni blony komérki nowotworowe;.
Ze wzgledu na moznos¢ przylaczania réznych scFv oraz dodatkowych mole-
kul pomocniczych w wiazaniu z antygenem domeng ta nazywa si¢ réwniez

domena ,ztaczony” (ang. binding domein) 17

Heavy chain
scFV
Chimeric antigen receptor

Light chain‘ ' (CAR)

Antibody

T cell receptor

Rycina 2. Budowa CAR. Zwrécono uwage na mozliwo$¢ zmiany budowy domeny zewnatrz-
komérkowej poprzez przylaczenie do niej fragmentu zmiennego wybranego przeciwciata .

Nanobodies -E i 2%
== H scFv @
.
Cytokines ‘.
: N Enzymes Cymkineso
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- e ' = Chemukincs.
sefv . -
L § 73
' N ol
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——— — — ——— —_———— inducible suicide constnucts)
* Enzymes

Rycina 3. Schemat budowy chimerycznych receptoréw antygenowych (CAR)
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Modyfikacje w architekturze generacji drugiej i trzeciej zwiazane
sa z dolaczeniem czasteczki kostymulujacej do taricucha CD3 {. CAR drugiej
generacji zaopatrzone sa w jedng dodatkowa domeng kostymulujaca, podczas
gdy trzecia generacja zwigzana jest z dwiema domenami. W tym wypadku role
kostymulantéw moga pelni¢ czasteczki np. CD28, CD137, CD134, 4-1BB
lub OX-40 “.. Dobranie pojedynczego kostymulanta (w przypadku CAR
drugiej generacji), badZ pary takich molekul (w CAR trzeciej generacji) nie
moze by¢ przypadkowe. Domeny te wywieraja bowiem wplyw na ujawnie-
nie si¢ okreslonych whasciwosci limfocytéw T, pozadanych w przypisanych
do nich typach nowotworéw. Jesli chodzi o chimery drugiej generacji, sygnat
pochodzacy z czasteczki CD28 zwigksza przeciwnowotworows cytotoksycz-
no$¢ komorki, zwigksza liczbe wydzielanych przez nig cytokin, przyspiesza
proces proliferacji oraz zwigksza dhugo$¢ przezycia komérki wewnatrz ustroju
(8], Natomiast wspotdziatanie np. CD28 oraz OX40 (trzecia generacja) po-
woduje ponadto spadek sekrecji interleukiny 10 ). Udowodniono réwniez,
iz indukowalny kostymulator T-komérkowy (ICOS) zestawiony z CD28
lub 4-1BB (CD137) wydtuza czas przezycia komérki in vivo, za$ kooperacja
MYD88 (ang. myleoid differentiation primary response 88) z CD40 potegu-
je wewngtrzustrojowg proliferacj¢ 7). Badania ma myszach dowiodly takze
lepsza, cho¢ w dalszym ciagu niewystarczajaca skutecznos¢ trzeciej generacji
w leczeniu guzéw litych. Problem stanowita m.in. zbyt krétka przezywalnosé
chimerycznych limfocytéw T w $rodowisku guza nowotworowego, co zade-
cydowalo, ze CAR trzeciej generacji nie sg jeszcze brane pod uwage w leczeniu

B-101 " Przekazywanie sygnatéw wewnatrz CAR indukowanych

guzéw litych
przez dane czasteczki nie jest do tej pory doktadnie poznane. Niesie to za
soba nadziej¢ na odkrycie by¢ moze nowych czasteczek lub ujawnienie dotad
nieznanego wplywu starych na wlasciwosci limfocytéw CAR T.

Liczne ograniczenia dotyczace niskiej przezywalnosci w mikrosrodowi-
sku guzéw litych, nie tylko naturalnych komérek ukladu odpornosciowego,
ale takze CAR wyzej opisanych generacji doprowadzily do stworzenie
TRUCK:S (ang. T cells redirected for universal cytokine-mediated killing), stano-
wiacych czwartg generacje CARs. W swojej budowie przypominaja druga ge-
neracjg, jednak wzbogacone sa o jadrowy czynnik aktywowanych limfocytéw
T (ang. nuclear factor of activated T cells, NFAT) 12 Pierwotny model
TRUCK wymagal transdukeji dwéch odseparowanych wektoréw, z ktérych
jeden kodowal ekspresje CAR a drugi ekspresj¢ wydzielania cytokin induko-
wang przez NFAT. Wiazalo si¢ to z wysokim ryzykiem mutagenezy, co zanie-

chalo wprowadzenie tak skonstruowanej chimery do dziatari klinicznych.
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cytokine production

[ Proliferation and ] 'Survivall

Rycina 4. Schemat budowy CAR pierwszej, drugiej i trzeciej generacji 1.

Odpowiedzia na problem wystgpowania samoczynnych mutacji okazato
si¢ skonstruowanie systemu ,,all in one”. Stanowiacy go zmodyfikowany, po-
jedynczy wektor zawiera w swoim materiale genetycznym zaréwno informacje

dotyczace budowy CAR, jak i NFAT. Wydzielanie cytokin w odpowiedzi
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na sygnaly indukujace pochodzace z NFAT jest mozliwe tylko dzigki akty-
wacji CAR. Wzajemna zalezno$¢ obu tych bialek zapewnia ekspresje cytokin
wylacznie w odpowiedzi na rozpoznanie docelowego antygenu na powierzch-
ni guza litego. Jak dotad najczesciej uzywana modyfikacja dotyczy zaprogra-
mowania TRUCKSs do rozpoznawania antygenu GD2 oraz uwalniania IL-12
lub IL-18. Ekspresja GD2 jest swoista dla zdrowych tkanek ludzkiego orga-
nizmu, ale jest réwniez charakterystyczna dla kilku guzéw litych np. glejaka,
neuroblastomy oraz migsakéw. Z kolei interleukiny 12 i 18 wydluzaja czas
przezycia TRUCKs w toksycznym $rodowisku guza, wzmagaja ich aktywa-
¢j¢ oraz nasilajg migracje monocytéw. Wymienione wezesniej cechy budowy
oraz mechanizm dziatania TRUCKSs przemawiaja za zastosowaniem ich jako

celowanego leczenia guzéw litych 2.

T l1st 2nd 3rd 4th

~ Spacer

Rycina 5. schematy budowy wszystkich dotad stworzonych generacji CAR T 1.

3. Zastosowanie terapii CAR-T w leczeniu nowotworéw
3.1. Leczenie nowotworéw hematologicznych

Metody ingerencji genomowej uwzglednione w powyzszym rozdziale
doprowadzily do powstania limfocytéw T zdolnych do rozpoznania komérki
zawierajacej swoisty antygen dla fragmentu przeciwciata obecnego w dome-
nie zewnatrzkomérkowej CAR. Wysoka specyficznos¢ scFv oraz sposobno$é

do przylaczania fragmentéw pochodzacych z réinych przeciwciat
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ukierunkowata tak zrekombinowane limfocyty do aktywagji tylko w poblizu
komorek z docelowym antygenem na ich powierzchni. Daje to wigc mozli-
wo$¢ zaprogramowania CAR do wykazywania cytotoksycznosci tylko wobec
jednej czasteczki z pominieciem komérek jej nieposiadajacych 3. Dotychczas
najwicksza skuteczno$¢ metody wykazano w leczeniu tzw. ,ostatniej szansy”
nowotwordéw hematologicznych, gdy poprzednie linie leczenia nie przyniosty
oczekiwanych efektéw. Wsréd nich do najczesciej leczonych naleza biataczki
i chloniaki nieziarnicze wywodzace si¢ z limfocytéw B. Objawy wystepuja-
ce w przebiegu B - komérkowych biataczek i chloniakéw wywolane sa za-
burzeniami w liczbie i/lub funkcji limfocytéw. W swojej budowie limfocy-
ty B uwzgledniaja glikoproteing CD19 obecna na blonie zaréwno mlodych
jak i dojrzatych prekursoréw komoérek plazmatycznych. Leczenie m.in. ostrej
biataczki limfoblastycznej (ALL), przewleklej biataczki limfocytowej (CLL)
lub chloniaka rozlanego z duzych komérek B (DLBCL) przebiega z uzyciem
CAR T skierowanych przeciwko CD19. Decydujacy glos w sprawie dopusz-
czenia terapii CAR T w leczeniu wymienionych choréb nowotworowych mia-
ta Amerykariska Agencja Zywnosci i Lekéw, ktéra zezwolita na wykorzystanie
preparatu Kymriah w leczeniu zaréwno biataczek i choniakéw, oraz prepa-
rat Yescarta do zastosowania przeciwko chloniakom [4'¢l. Statystyki oparte
na przeprowadzonych do tej pory badaniach dowodza uzyskanie kompletnej
remisji u okoto 90% pacjentéw chorujacych na nawrotowa, oporna na lecze-
nie ALL. Dla poréwnania chemioterapia uzyskata w tym przypadku wynik
o polowe mniejszy "), Natomiast czgsciowa lub catkowita remisje udalo sig
uzyskaé u 57% pacjentéw borykajacych si¢ z nawrotowa, oporna na leczenie
CLL "8, Wykorzystanie terapii CAR T przeciwko nawrotowemu, opornemu
na pierwsza i/lub druga lini¢ leczenia chloniakowi nieziarniczemu z limfo-
cytéw B przyniosto efekty u ponad 50% pacjentéw °!. Badania kliniczne
dotyczace przeciwnowotworowej terapii z wykorzystaniem CAR T zostaly
takze rozszerzone o chloniaka Hodgkina (ziarniczego) wywodzacego si¢ z tej
samej linii komérkowej. Zastosowane w niej chimeryczne komérki T, w od-
réznieniu od tych uzywanych w terapii biataczek i chloniakéw nieziarniczych,
rozpoznajg czasteczki CD30, charakterystyczne dla tego rodzaju choroby roz-
rostowej ukfadu chtonnego. Dane pochodzace z I i II fazy badan klinicznych
sugeruja uzyskanie catkowitej remisji u 59% dotknigtych chorobg oraz przy-

najmniej roczne przezycie po zastosowaniu leczenia u az 94% pacjentow 7).
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3.2. Nadzieja w leczeniu guzéw litych

Strategia walki z komérkami guzéw litych wymaga pokonania inicjo-
wanych przez nie dodatkowych przeszkdd, ktére nie dotycza nowotwordw
hematologicznych. Jedna z nich wynika z odmiennego pochodzenia komérek
guzéw litych, podczas gdy wszystkie komérki krwi wywodza si¢ z macierzy-
stych komérek krwiotworzenia. Ze wzgledu na wspélne pochodzenie oraz
pézniejsza migracje do tych samych narzadéw limfopoetycznych (np. szpik,
wezly chlonne) komérki blastyczne (prekursory komérek ukladu odporno-
$ciowego, takich jak limfocyty B) wykazujq ekspresje charakterystycznych an-
tygendw na swojej powierzchni odrézniajacych je od innych komérek uktadu
immunologicznego oraz innych komérek organizmu. Skutecznos¢ terapii
CAR-T CD19+ opiera si¢ na selektywnym atakowaniu komérek blastycznych
z antygenem CD19 na powierzchni, a wigc leczenia wylacznie B - komérko-
wych nowotworéw hematologicznych. Warta zaznaczenia whasciwoscia gu-
z6w litych jest ich heterogenicznos¢. Pojecie heterogenicznosci odnosi si¢ do
réznorodnosci lub zréznicowania w grupie jednostek. Oznacza to, ze kazdy
guz lity jest unikalny i moze r6zni¢ si¢ od innych guzéw pod wzgledem ge-
netycznym, fenotypowym i biologicznym. Zaréwno zmienno$¢ genetyczna,
jak i fenotypowa wplywaja na rézny poziom ekspresji antygenéw na po-
wierzchni komoérek guzéw litych w réznych klonach komérkowych. Z tego
wzgledu heterogeniczno$é¢ guzéw jest jednym z gléwnych wyzwan w ich le-
czeniu, poniewaz sprawia ona, ze jedna metoda terapii moze nie by¢ skutecz-
na dla wszystkich pacjentéw z ta sama diagnoza. Przeszczepienie limfocytéw
CAR-T przeciwko tej grupie nowotwordw zagrozone jest réwniez wystapie-
niem potencjalnej toksycznosci przeciwko komérkom zdrowym 13, Stalo sig
to podstawa do wszczecia badari majacych na celu znalezienie idealnego an-
tygenu tzn. wystepujacego tylko na powierzchni danego guza. W przeprowa-
dzonych dotychczas badaniach poddano analizie wiele pozytywnie rokujacych
antygenéw, w tym m.in. GD2, CEA, MUCI i HER2 “. W¢réd nich najko-
rzystniej wypadl PSMA (ang. prostate-specific membrane antigen), czyli swoisty
antygen blonowy prostaty. Poczynione obserwacje dowodza jego obecnosci
na komérkach raka gruczotu krokowego oraz na komérkach srédblonka na-
czyn niektérych nowotworéw, natomiast nie stwierdza si¢ jego swoistosci
ze zdrowymi komérkami organizmu . Czynnikiem ograniczajacym efek-
tywno$¢ kuracji jest takze wspomniane w rozdziale 2 mikrosrodowisko guza,
ktére w znaczny sposdb zmniejsza przezycie limfocytéw T w okolicach jego

zr¢bu, a tym samym przeciwdziata ich naciekaniu i aktywagji.
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Lista opublikowanych badan klinicznych dotyczacych wplywu terapii
CAR-T na guzy lite jest znacznie mniejsza niz w przypadku nowotworéw
hematologicznych. Powéd stanowia m.in. zdecydowanie wezsza grupa no-
wotwordw litych, u ktdrych uzyskano zadowalajacg odpowiedz oraz niew-
spéimiernie nizszy odsetek oséb wyleczonych z tej samej choroby. Catkowita
remisj¢ udalo si¢ uzyskaé wérdd niewielkiej czgéci pacjentdéw cierpiacych na
czerniaka wywodzacego si¢ z melanocytéw (ang. melanoma). Chorym z tej
grupy przeszczepiono transgeniczne limfocyty T z chimerycznym receptorem
rozpoznajacym antygen MART zlokalizowanym na powierzchni zdrowych
i nowotworowo zmienionych melanocytéw. U 2 z 17 leczonych oséb nasta-
pita czg$ciowa regresja choroby, brak istotnej toksycznosci terapii oraz po-
nad roczne przezycie zmodyfikowanych limfocytéw w ustroju tych pacjen-
téw. Przeprowadzone kilka lat pézniej badanie, réwniez dotyczace antygenu
MART1, pozwolito na uzyskanie znacznej regresji metastatycznego melano-
mu u 4 pacjentéw z 31 badanych. Inne badania opisujace przebieg leczenia
z zastosowaniem  komoérek CAR-T skierowanym przeciwko: MARTTI,
MAGE-A3, gp100 oraz NYESO-1 dowodza skutecznosci terapii uzyskujac cal-
kowita i czgéciowa remisje w kazdej grupie badanych. Z kolei CAR rozpoznaja-
ce antygen GD2 umozliwity wprowadzenie w stan remisji 5 z 19 osobowej gru-
py badanych dzieci cierpiacych na rdzeniaka zarodkowego (neuroblastoma) ',

Target antigen Target disease T-cell therapy No. patients Responses References
GP100 Melanoma TCR 16 1CRand 2PR Johnson et al., 2009
MAGEA3 Melanoma, oesophageal TCR 9 1CRand 4 PR Morgan et al., 2013
and synovial sarcoma
NYESO-1 Melanoma and sarcoma TCR 17 2CRand 7 PR Robbins et al., 2011
CD19 ALL CAR 21 18/21 CR (86%) within 28 days. 16 of these Maus et al., 2014a
patients were also MRD-negative
ALL CAR 20 14/20 CR (70%) within 28 days. 12 of these Leeetal., 2014
patients were also MRD-negative
ALL CAR 30 27/30 CR (90%) at day 28. 22 of these patients Maude et al., 2014
were also MRD-negative
GD2 Neuroblastoma CAR 19 3 CR within 6 weeks, 2 CRs sustained >21 Louis et al., 2011

months

ALL, acute lymphoblastic leukaemia; CR, complete response; MRD, mixed residual disease; PR, partial response. Please note that only positive responses are
shown here.

Rycina 6. Na rycinie przedstawiono przyktady upublicznionych badan klinicznych potwierdza-
jacych pozytywny wplyw terapii CAR-T na leczenie chorych z nowotworami hematologiczny-
mi i guzami licymi 2.

4. Zastosowanie terapii CAR-T w Polsce

Restrykeyjne metody przygotowania i podania preparatu zawierajacego
limfocyty CAR wymagaja odpowiedniej infrastruktury osrodka i przeszkolenia
kadry specjalistow. Z tego wzgledu wykorzystanie technologii CAR-T moze
mie¢ miejsce wylacznie w certyfikowanych osrodkach spelniajacych najwyzsze
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standardy. Dotychczas w Polsce zgode na wykonywanie programu uzyskaly
takie osrodki jak: Oddzial Hematologii i Transplantacji Szpiku Szpitala Kli-
nicznego Przemienienia Padskiego UM w Poznaniu; Klinika Transplantacji
Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej ,,Przyladek Nadziei” Uniwersy-
teckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu; Klinika Transplantacji Szpiku
i Onkohematologii Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodow-
skiej-Curie Paristwowego Instytutu Badawczego z oddziatem w Gliwicach 2%
Klinika Hematologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych UCK WUM
w Warszawie 2?4, Narodowy Fundusz Zdrowia refunduje stosowanie terapii

w przypadku chorych na oporne i nawrotowe ALL i DLBCL .

4.1. Poczatki CAR-T w Polsce

Po raz pierwszy w Polsce realizacja innowacyjnej metody przeciwnowo-
tworowej CAR-T odbyta si¢ w 2019 roku w Klinice Hematologii i Choréb
Rozrostowych Ukladu Krwiotwérezego w Poznaniu. Otrzymal jg 30-letni pa-
cjent zmagajacy si¢ z DLBCL 2¢%7). Ta sama klinika w 2021 roku, za sprawg
firmy Janssen jako gléwnego inwestora, jako pierwsza w Polsce zastosowala
tzw. terapi¢ cilta-cel. Stanowi ona przedmiot kompleksowego programu roz-
woju klinicznego w leczeniu pacjentéw z nawrotowym lub opornym na le-
czenie szpiczakiem mnogim oraz we wezesniejszych liniach leczenia. Zawarte
w niej chimeryczne receptory antygenowe skierowane s3 przeciwko antygeno-
wi BCMA typowemu dla nowotworéw wywodzacych si¢ z komérek plazma-
tycznych, w tym szpiczaka mnogiego. Transfuzje z tak zrekombinowanych
CARs przyjat 40-letni pacjent z agresywna postacia szpiczaka plazmocytowe-
go 8. Klinika Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej
,Przyladek Nadziei” Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu
stala si¢ polskim prekursorem zastosowania terapii CAR-T u dzieci, przesz-
czepiajac transgeniczne limfocyty T mlodemu pacjentowi z oporng ALL 3
marca 2020 roku. Pozwolilo to osiggna¢ u chorego ujemng chorobe resztkowa

po 7 latach od rozpoczgcia leczenia ).
4.2. Przyszto$é CAR-T w Polsce

Do niedawna wytworzenie limfocytéw CAR-T w Polsce nie bylo moz-
liwe. Aktualnie pobrany od pacjenta materiat potrzebny do stworzenia pre-
paratu jest w nast¢pnej kolejnosci wysytany do amerykariskich laboratoriéw

m.in. w Santa Monica w Kalifornii **". Powoduje to znaczne zwigkszenie
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kosztéw przeprowadzenia terapii, przez co rocznie leczonych w Polsce me-
todag CAR-T jest zaledwie kilku pacjentéw. Zapotrzebowanie spoteczefistwa
polskiego istotnie przewyzszajace ilo$¢ wykonywanych transfuzji z limfo-
cytami CAR-T, spowodowalo przeprowadzenie konkursu zainicjowanego
przez Agencje Badai Medycznych (ABM) w 2020r. Gléwnym zalozeniem
programu jest poszerzenie zakresu badan oraz umozliwienie produkeji komé-
rek CAR-T na terenie naszego paristwa. Wzigly w nim udziat dwa konsor-
cja naukowe, ktdrych liderami byli Gdanski Uniwersytet Medyczny (GUM)
oraz Warszawski Uniwersytet Medyczny (WUM). Zagraniczni eksperci wyzej
ocenili projekt WUM, na czele ktdrego stat prof. dr hab. Sebastian Giebel,
petniacy funkcje kierownika oddzialu onkologicznego w Gliwicach. Zwy-
cigskie konsorcjum otrzyma grant w wysokosci 100 mln zlotych na realiza-
cje celéw przedstawionych w projekcie. Szacunki prowadzone przez Agen-
c¢je Oceny Technologii Medycznych uwzgledniajace 100 milionowa dotacje
od ABM sugeruja pokazny wzrost wykorzystania terapii CAR-T cells w Polsce.
Z kolei predykcje samej ABM uwidaczniaja nawet 10-krotne zmniejszenie
kosztéw technologii CAR-T w zwiazku z wytwarzaniem jej w polskich osrod-
kach. Wedlug nich srodki uzyskane w ramach grantu pozwola na niezbedne
wyposazenie polskich laboratoriéw, co uczyni terapi¢ niebagatelnie tarisza
i szerzej dostgpng. Natomiast zasadniczy spadek kosztéw produkeji moze
przelozy¢ si¢ na decyzje refundacyjne, co umozliwi zastosowanie leczenia

u jeszcze wickszej liczby pacjentéw 3031,

5. Podsumowanie

Mimo ponad 30-letniej przesztosci terapia CAR-T nalezy niewatpliwie
do jednych z najbardziej innowacyjnych, a zarazem skomplikowanych me-
tod leczenia. Jej rozwdj stanowi obiecujacy wariant terapeutyczny dla chorych
z zaawansowang chorobg nowotworowa. Prezne badania na przestrzeni lat
pozwolity odnotowa¢ wyrazny sukces terapeutyczny oraz stale modernizowaé
sktad komérek T. Jednak dotychczasowy triumf nowoczesnej immunotera-
pii widoczny jest wylacznie w leczeniu nowotworéw hematologicznych zwia-
zanych z dysfunkcjg limfocytéw B. Wymogiem wprowadzenia technologii
CAR do leczenia guzéw litych jest wynalezienie tak zaprojektowanych lim-
focytéw T, aby mozliwe bylo pokonanie przeszkéd zwiazanych z hetero-
genicznoscig guzéw. W tym celu konieczne jest zwigkszenie liczby prowa-
dzonych badan oraz pacjentéw w nich uczestniczacych. Obecne techniki
inzynierii genetycznej umozliwiaja zaopatrzenie CARs w dowolng czasteczke
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kostymulujaca lub wybrany scfV. Mozna wicc przypuszczaé, ze wiele sku-
tecznych hybryd nie zostalo dotad skomponowanych przez co nie poznano
pelnego zakresu dziatania terapii. Daje to nadziej¢ na wyleczenie w przysztosci

pacjentdw cierpiacych na dotad nieuleczalne choroby nowotworowe.
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Abstrakt: Onkologia to dziedzina medycyny, ktérej gléwnym obiektem badan i dzialan s
choroby nowotworowe. Jest to takze dziedziny medycyny dotyczaca poprawy jakosci zycia
pacjentéw onkologicznych, dlatego ciagle ulega ona rozwojowi. Leczenie pacjentéw onkolo-
gicznych od lat stanowi jedno z wielu wyzwai w medycynie. Wynika to z faktu, iz komérki
nowotworowe posiadaja zdolno$¢ do niekontrolowanego namnazania, a takze zdolnos¢ do uni-
kania procesu apoptozy. W zwiazku z tym immunoterapia nowotwordw zlogliwych od lat jest
jednym z wiodacych obiektéw badar klinicznych w leczeniu 0séb chorych na nowotwory. Do-
tychczasowe metody leczenia, jak chemioterapia czy leczenie chirurgiczne nie zawsze okazywaly
si¢ skuteczne w swoim zastosowaniu, co stworzylo potrzebg zastosowania innych form terapii.
Dalsze badania nad leczeniem onkologicznym zaowocowaly rozwojem terapii komérkowej i
stworzeniem terapii CAR-T, opartej na chimerycznym receptorze antygenowym, polaczonym
z odpowiednio zmodyfikowanym limfocytem T, ktérego zadaniem jest obrona organizmu
podczas reakeji odpornosciowej przeciw komérkom nowotworowym. Celem ponizszego roz-
dzialu jest przedstawienie historii rozwoju terapii CAR-T, ewolucji i budowy poszczegélnych
generacji komérek specjalnie zsyntezowanych do tej formy leczenia, a takze metody ich otrzy-
mywania i inzynierii.

Stowa kluczowe: terapia CAR-T, inzynieria komérek, nowotwory

Abstract: Oncology is a field of medicine whose main object of research and activities are
cancer. It is also a field of medicine related to improving the quality of life of oncological
patients, which is why it is constantly developing. Treating oncological patients has been one
of the many challenges in medicine for years. This is due to the fact that cancer cells have the
ability to multiply uncontrollably, as well as the ability to avoid apoptosis. Therefore, cancer
immunotherapy has been one of the leading objects of clinical trials in the treatment of cancer
patients for years. Previous methods of treatment, such as chemotherapy or surgical treatment,
have not always been effective in their application, which has created the need to use other
forms of therapy. Further research on cancer treatment resulted in the development of cell
therapy and the creation of CAR-T therapy, based on a chimeric antigen receptor combined
with a suitably modified T lymphocyte, whose task is to defend the body during the immune
reaction against cancer cells. The purpose of the following chapter is to present the history of
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the development of CAR-T therapy, the evolution and construction of individual generations
of cells specially synthesized for this form of treatment, as well as the method of obtaining and
engineering them.

Keywords: CAR-T therapy, cell engineering, cancer

1. Wprowadzenie

Immunoterapia nowotworéw ztosliwych od lat ulega ciaglemu rozwojo-
wi i jest jednym z wiodacych obiektéw badan. Na przestrzeni ostatnich dekad
wielki postgp w medycynie poczynila terapia komérkowa CAR-T w leczeniu
pacjentéw onkologicznych, nabierajac takze duzego znaczenia w zastosowaniu
klinicznym jako perspektywiczna immunoterapia adoptywna . Jednak nie
nalezy ona do najnowszych odkry¢ w immunoonkologii. Pierwsze doniesienia
o zdolnosciach cytotoksycznych limfocytéw T (ang. cytotoxic T lymphocyte,
CTL) w niszczeniu komérek docelowych pochodzg z lat 70. XX wieku 231,
W latach 80. pojawily si¢ réwniez informacje na temat badan klinicznych
z zastosowaniem limfocytéw naciekajacych nowotwér (ang. tumor-infiltra-
ting lymphocyte, TIL) w immunoterapii adoptywnej ludzkich nowotworéw .
Pierwsze badania i projekty zwigzane z konstrukeja i ekspresja chimerycznych
gendw receptordéw limfocytow T (ang. T-cell recepror, TCR), bioracych udziat
w odpowiedzi komérkowej, zostaly przeprowadzone w Zaktadzie Immuno-
logii Chemicznej Instytutu Nauki Weizmanna w Izraelu, a ich wyniki opu-
blikowano w 1989 roku V. 4 lata pézniej, w 1993 roku Zelig Eshhar wraz
z innymi immunologami ze wspomnianego Instytutu Nauki Weizmanna
zaprojektowali i skonstruowali pierwsze geny chimeryczne, ktdre stanowily
podstawe dla struktury receptora CAR ). Terapia CAR-T oparta jest na syn-
tezowanym, chimerycznym receptorze antygenowym (ang. chimeric antigen
receptor, CAR), polaczonym z odpowiednio zmodyfikowanym limfocytem T,
ktéry bierze udzial w odpowiedzi przeciwnowotworowej uktadu odpornoscio-
wego. Polaczone w ten sposéb CAR z limfocytami T stanowia zmodyfikowa-
ne genetycznie komorki, ktére beda wykazywaé ekspresje przeredagowanych
receptoréw powierzchniowych oraz beda wiazaé si¢ z odpowiednimi anty-
genami komoérek poprzez uklad antygen-przeciwciato, w sposéb niezalezny
od gléwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major histocomparibility
complex, MHC) 7. W rezultacie pozwoli to na efektywniejsze zwalczanie ko-
morek nowotworowych 8. Wada pozostaje jednak fake, iz komérki CAR-T
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nie posiadaja systemu regulacji ekspresji genu CAR w wyniku niezaleznosci od
MHC, co moze powodowa¢ utratg kontroli odpowiedzi immunologicznej czy
skutki uboczne immunoterapii . Terapia CAR-T zaliczana jest do ATMP,
czyli do tzw. produktéw leczniczych terapii zaawanasowanej (ang. advanced
therapy medicinal products) "*. W 2017 roku terapia CAR-T zostala po raz
pierwszy zatwierdzona przez amerykariska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw
(ang. Food and Drug Administration, FDA) oraz dopuszczona do wykorzy-
stania w leczeniu chorych do 25. roku zycia z ostra bialaczka limfoblastycz-
na (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL) oraz dorostych z zaawansowana
postacia chloniaka rozlanego z duzych komérek B (ang. diffuse large B-cell
lymphoma, DLBCL) """, Na dzieri dzisiejszy terapia CAR-T zostala dopusz-
czona do uzytku klinicznego tylko w leczeniu nowotworéw hematologicz-
nych, gdzie wykazuje najwigksza efektywnos¢ "l Oprécz tego, prowadzone
sa takze wielokierunkowe badania kliniczne nad zastosowaniem terapii CAR-
-T w leczeniu m.in. guzéw litych "), w tym guzach mézgu "¥ czy raka jelita
19

grubego . W tabeli nr 1 zostalo przedstawione zestawienie dotychczaso-

wych postepéw i etapdw rozwoju immunoterapii komérkowej CAR-T.
2. Komérki CAR-T

Na dzieri dzisiejszy udalo si¢ stworzy¢ 5 generacji struktur receptoréw
CAR. Jako pierwsi technologi¢ komérek CART-T stworzyli Gideon Gross,
Tova Waks oraz Zelig Eshhar w celu ekspresji receptoréw antygenowych ¢

2.1. Budowa

Receptor CAR posiada domeng zewngtrzna, ktéra stanowi region rozpo-
znajacy i wiazacy antygen, domeng transblonowsa oraz domeng wewngtrzna,
ktéra tworzy region aktywacji, stymulujacy rozwéj komérek T, a takze cyto-
lizg i sekrecje cytokin, ktére beda braly udzial w eliminacji komérek docelo-
wych 21 Obecny jest takze region zawiasowy, stuzacy do laczenia domeny
zewnatrzkomérkowej i domeny transblonowej, ktéry najczeéciej tworzony
jest przez IgG1, IgG4 oraz CD8 pochodzenia ludzkiego **?%! (rycina 1.)

Cze$¢ zewnatrzkomérkowa CAR tworzy zwykle jednolaicuchowy frag-
ment zmienny przeciwciala (ang. a single-chain variable fragment, scFv), skka-
dajacy si¢ ze zmiennych ladcuchéw cigzkich (VH) i zmiennych fadcuchéw
lekkich (VL) ' 2621\ ektodomenie CAR scFv odgrywa role peptydu sy-

gnatowego *. Jako domena wiazaca antygen wykorzystywane sa réwniez
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Tabela 1. Tabela przedstawiajaca zestawienie etapéw w historii rozwoju i dotychczasowe osiagniecia immunoterapii CAR-T 2,

1989 Generation of effector T cells expressing chimeric T-cell receptor (5, 6]

1993 First-generation CAR-T cells, not clinically effective [7)

2002 First effective CAR-T cells against prostate cancer antigen in the laboratory

2003 Second-generation CARs: CD19-directed CAR-T cells can kill leukemia cells in mouse
2009 CD19 CAR-T cells used in relapsed/refractory leukemia

2011 CD19 CAR-T cells in patients with chronic lymphocytic leukemia [1]

2013 CD19 CAR-T cells in pediatric acute lymphoblastic leukemia (2]

2013 Sdence magazine announced cancer immunotherapy as “Breakthrough of the Year”

2014 Third-generation CAR-T cells: inducible caspase-9 suickde gene system as a “safety switch™ to limit on-target, off-tumor toxicities [8)

2015 Fourth-generation CARs, the so-called TRUCKs {CAR redirected T cells that deliver a transgenic product to the targeted tumor tissue) or armored CARs,
which produce other molecules built and being tested for ovarian cancer [10]

2015 Concept of CAR-NK cells [16]

2017 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) used to optimize CAR placement in T cells [14]

2017 FDA approves CD19-CAR-T cells for relapsed/refractory acute lymphoblastic leukemia in children and young adults

2017 FDA approves CD19-CAR-T cells for relapsed/refractory DLBCL in adults

2018 EMA approves CD19-CAR-T cells for relapsed/refractory acute lymphobilastic leukemia in children and young adults and for relapsed/refractory DLBCL in adults
2019 Dual CD19/CD22 CAR-T cells in acute lymphobilastic leukemia in children and adults [17)

CAR - chimeric antigen receptor; CRISPR — clustered regularly interspaced short palindromic repeats; FDA — US Food and Drug Administration Agency,; EMA -
European Medicines Agency. DLBCL - diffuse large B-cell lymphoma.
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Fig. 1 Structure of chimeric antigen receptor (CAR). The CAR
includes ectodomain, transmembrane domain and endodomain

Rycina 1. Rycina przedstawiajaca budowg receptora CAR 1.

nanociala, zwane réwniez przeciwciatami VHHs (ang. variable fragments of he-
avy chain antibodies), ktére pochodza ze zmiennej domeny taricucha cigzkiego
przeciwcial (ang. heavy chain antibodies, HcAbs) i moga stanowi¢ alternatywe
dla scFv. Zastosowanie w terapii zawdzigczaja swoim niewielkim rozmiarom,
stabilnosci, a takze duzemu powinowactwu do antygenéw nowotworowych
(ang. tumor associated antygenes, TAA). Ich zaleta w dzialaniu jest takze fake,
ze w poréwnaniu z scFv, moga rozpoznawa¢ i wigza antygeny nie tylko
o podobnej swoistoéci, ale takie o rozpuszczalnodci i stabilnosci > 2% 30,
scFv bierze udziat w rozpoznawaniu i wigzaniu specyficznych antygenéw
zwigzanych z nowotworem (TAA), natomiast wewnatrzkomérkowy region
sygnalizacyjny stymuluje proliferacje i réznicowanie si¢ limfocytéw T. Taka
komplementarno$¢ dzialania umozliwia pominigcie prezentacji antygenu
gléwnemu kompleksowi zgodnosci tkankowej, a takze pozwala antygenom
TAA na bezposrednia aktywacje limfocytéw T, ktére beda uczestniczy¢

[29]

w przeciwnowotworowej odpowiedzi komérkowej *”. Domena transblono-

wa tworzona jest przez czasteczki CD28 i CD8, dzigki ktérym wplywa na
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stabilno$¢ receptora, a takze ma zdolno$¢ do oddziatywania na interakcje mo-
lekularne zachodzace migdzy receptorami CAR. Interakcja ta mozliwa jest
dzigki przezblonowym wigzaniom endogennym oryginalnego biatka recep-
toréw, co pozwala nawet na otrzymywanie homodimeréw czy trymeréw 2>
31321 Region aktywacji wewnatrzkomoérkowej, tworzacy endodomeng, sklada
sic z 2 typédw regiondéw: kostymulujacych i wytwarzajacych sygnal 2. We-
wnatrzkomérkowe regiony kostymulujace stanowia czasteczki CD28 i 4-1BB,
ale takze CD27, OX40 czy ICOS B33, Istnieje zalezno$¢ miedzy obecno-
$cig danej czasteczki w endodomenie a dynamika dziatania komérki CAR-T.
Dla przykladu komérki z CD28 wykazujg szybsza ekspansje¢ przy mniej-
szej trwatosci, podczas gdy CAR-T z 4-1BB wykazuja dhuzsza trwalos¢ przy
wolniejszej ekspansji °* ¥\, Najbardziej dystalng czes¢ wewnatrzkomérkowa
receptora CAR stanowi czasteczka CD3-( (CD247), ktéra stanowi region
sygnalowym z 3 immunoreceptorowymi motywami aktywacji opartymi
na tyrozynie (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM) 8.
Fosforylacja ITAM zapoczatkowuje poprzez kinaz¢ biatkowa ZAP70 szlak
sygnatowy, ktéry stymuluje aktywowane limfocyty T m.in. do proliferacji
czy wydzielania cytokin 2%,

2.2. Ewolucja i generacje struktur receptora CAR

Pierwsza oryginalna generacja receptora CAR posiadata w domenie we-
wnatrzkomérkowej tylko czasteczke sygnalowa CD3-C lub FeeRly. Strukeu-
ra ta jest typowa cecha pierwszej generacji CAR i stanowi pierwotny prze-
kaznik sygnalu z receptora limfocytéw T (TCR) & ¢. Generacja ta wykazata
skuteczno$¢ i efektywnos¢ w swoistym rozpoznawaniu antygenéw komorek
nowotworowych, a takze w usprawnieniu aktywnosci limfocytéw T w od-
powiedzi przeciwnowotworowej. Mimo to komérki CAR-T tej generacji nie
byly zdolne do wytwarzania odpowiedniej ilo$ci interleukiny 2 (IL-2), dlatego
dla otrzymania pozadanego efektu terapii oraz zniszczenia komérek nowo-
tworowych koniecznym byto podawania IL-2 z egzogennego zrédta. Oprécz
tego brak sygnalizacji kostymulujacej, np. przy pomocy czasteczki CD27,
CD28 czy 4-1BB, réwniez wplywal na niska zdolno$¢ do proliferacji pierwot-
nych komérek CAR-T, co skutkowalo niewielka efektywnoscia terapii &% 4.
W drugiej generacji receptora CAR zastosowano juz wewnatrzkomérkowe
domeny sygnalowe z réznych receptoréw biatkowych, aby zapewni¢ komér-
kom CAR-T sygnaly stymulujace, niezbedne do ich aktywacji. Region ko-
stymulujacy domeny wewnatrzkomérkowej (CD28, 4-1BB, CD134) zostal
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polaczony z czasteczka CD3-C, co pozwolito na uzyskanie lepszych wynikéw
w proliferacji i cytotoksycznoéci komérek CAR-T M. Kostymulacja przy
pomocy czasteczki CD28 odgrywa kluczowa role w stymulacji i proliferacji
limfocytéw, a takze ma bardzo duze znaczenie w tworzeniu komérek pamieci.
Z kolei czasteczka CD137 moze nie tylko wzmacnia¢ proliferacje limfocy-
tow, ale takze produkcje IL-2. Natomiast czasteczka CD137 (4-1BB) wy-
kazuje pozytywna role w utrzymywaniu odpowiedzi limfocytéw T, co ma

a U251\ trzeciej generacji receptoréw CAR

duze znaczenie dla ich przezyci
zastosowano pofaczenia domen kostymulujacych, np. CD3(-CD28-OX40
czy CD3(-CD28-41BB. Celem takiej integracji czasteczek bylo uzyskanie
lepszych efektéw terapii poprzez wigksza zdolno$¢ do niszczenia komérek
nowotworowych, a takze wzmozonego wydzielania cytokin 6. Czwarta ge-
neracja zostala stworzona do uzyskania przez komérki jeszcze skuteczniejszej
zdolnosci atakowania i niszczenia komérek nowotworowych. W tym celu
wytworzono komérki CART-T na bazie polaczenia struktury drugiej gene-
racji tych komorek z IL-12, ktére znane s jako limfocyty T przekierowane
do uniwersalnego zabijania za po$rednictwem cytokin (TRUCKSs). Komérki
te nie tylko zwigkszaja aktywacje limfocytéw T oraz komérek odpornoscio-
wych, ale takze dostarczaja produkt transgeniczny do docelowych komérek
nowotworowych ¥4\ zwiazku z tym komérki CAR-T zostaly dodatkowo
zmodyfikowane przy pomocy czynnika jadrowego aktywowanych limfocytéw
T (NFAT) w celu indukowania ekspresji transgenicznych cytokin. W tym
przypadku IL-12 jest indukowana po rozpoznaniu przez CAR antygenu TAA
w celu proliferacji innych komérek ukladu odpornosciowego. Uwalnianie
waznych cytokin, w tym IL-12, umozliwito czwartej generacji receptora CAR
lepsza aktywacje komérek T, a takze modulacje $rodowiska immunologicz-
nego i mikro$rodowiska guza oraz zaangazowanie do odpowiedzi przeciwno-
wotworowej komdrek ukladu odpornosciowego, ktére nie sa rozpoznawane
przez komérki CAR-T P4 #1. Dzialanie TRUCKS zostalo przedstawione
na rycinie 3.

Piata generacja receptoréw CAR oparta jest na strukturze drugiej gene-
racji, gdzie obecna jest skrécona domena taricucha B cytoplazmatycznego re-
ceptora interleukiny 2 oraz ugrupowanie wiazace STAT3. Dzialanie komérek
CAR-T tej generacji oparte jest na promowaniu receptora TCR oraz obecno-
$ci sygnatu JAK-STAT, dzigki dziataniu odpowiednich cytokin, co umozliwia
zwigkszenie proliferacji i aktywacji komérek T B%. W celu podsumowania,
na rycinie nr 4 zostaly zestawione struktury wspomnianych pigciu generacji
receptora CAR.
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Rycina 2. Dziatanie komérek CAR-T czwartej generacji (TRUCK) przeciw komérkom nowo-
tworowym %1,
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Rycina 3. Rycina przedstawiajaca strukeury 5 generacji receptora CAR |
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2.3. Inzynieria i produkcja komérek CAR-T
dla immunoterapii nowotworéw

Aby wytworzone komérki CAR-T mogly zosta¢ podane chorym w ce-
lach terapeutycznych, muszg one przejs¢ wiele proceséw badawczych i badan
klinicznych pod kontrolg odpowiednich specjalistow *. W pierwszym etapie
uzyskuje si¢ leukocyty z krwi obwodowej pacjenta lub dawcy droga fleboto-
mii lub leukaferezy, a nastgpnie w procesie aferezy od pobranych leukocytéw
zostaja oddzielone limfocyty T P'. W procesie tym nie stosuje si¢ czynnika
stymulujacego kolonie granulocytéw (ang. granulocyte colony-stimulating fac-
tor, G-CSF), ze wzgledu na to, iz moze wplywaé niekorzystnie na procesy
proliferacji i aktywacji limfocytéw T 2. Aby wprowadzi¢ obcy gen do ludz-
kich komorek stosowane sa metody z uzyciem wektoréw wirusowych i niewi-
rusowych, dzi¢ki ktérym mozliwa jest eliminacja ekspresji bialek HLA klasy
I oraz II w przypadku komérek T pochodzenia allogenicznego i zmniejszenie
ryzyka odrzucenia przez uklad odpornosciowy pacjenta "> Odpowiednio
wyodrebnione limfocyty T sa w ten sposob transfekowane wektorem (naj-
czgéciej wirusowym w przypadku komérek CAR-T), ktéry kieruje RNA na
droge odwrotnej transkrypcji, w celu uzyskania DNA koniecznego do trwalej
integracji z genomem komérek pacjenta. W badaniach klinicznych nad te-
rapiami genowymi w gtéwnej mierze wykorzystuje si¢ wirusy, ze wzgledu na
krétki czas potrzebny do uzyskania niezbednej ilosci hodowanych limfocy-
tow T . Naleza do nich m.in. retrowirusy y i wirusy lentiwirusowe > >\,
Kolejnym waznym krokiem w wytwarzaniu komérek CAR-T jest proliferacja
i oczyszczanie limfocytéw T ex vivo. Otrzymanie odpowiedniej ilosci komo-
rek w tym etapie $wiadczy o skutecznosci tej immunoterapii. W nastgpnej ko-
lejnosci uzyskane komérki sa poddawane testom jakosci i sterylnosci B¢ 71,
W immunoterapii CAR-T wazne jest, aby u pacjenta wykona¢ leczenie kon-
dycjonujace, czyli wezesniejsze leczenie chemioterapeutyczne, przygotowuja-
ce pacjenta do podania komérek CAR-T, w celu eliminagji regulatorowych
limfocytéw T (Treg) i komérek supresorowych pochodzenia szpikowego. Po-
nadto pozwala ono na wydzielanie cytokin homeostatycznych, jak IL-2, IL-7
czy IL-15, a takze indukeje czasteczek kostymulujacych i obnizenie stgzgnia
2,3-dioksygenazy idoloaminy, co pozwala na lepsza proliferacje i ekspansje
limfocytéw T B8 Na rycinie nr 5 zestawiono wszystkie etapy inzynierii ko-

morek dla terapii CAR-T.
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(CAR-T cell)

Rycina 4. Schemat calej procedury wytwarzania komérek CAR-T B
3. Podsumowanie

Podsumowujac powyiszy rozdzial, nie ulega watpliwosci, ze terapia
CAR-T jest bardzo innowacyjng metoda, ktéra jest w stanie odmieni¢ obec-
ne formy terapii stosowane w medycynie. Jest to terapia, ktéra taczy wiedze
z zakresu wielu dziedzin, jakimi sa m.in. immunologia, onkologia, hemato-
logia czy bioinzynieria medyczna. Swoje dzialanie i skuteczno$¢ opiera na
zsyntezowanym, chimerycznym receptorze antygenowym (CAR), polaczo-
nym z odpowiednio zmodyfikowanym limfocytem T, ktérego rola jest udziat
w odpowiedzi przeciwnowotworowej ukladu odpornosciowego. Jednak wy-
tworzone komoérki CAR-T wezesniej musza zostaé poddane wielu procesom
i badaniom, aby w bezpieczny sposéb mogly zosta¢ podane chorym w odpo-
wiednich terapiach. Dzigki wielu badaniom klinicznym terapia ta jest obecnie
dopuszczona do leczenia nowotworéw hematologicznych, jednak jej szybko
postepujacy rozwdj oraz ogromna liczba prowadzonych dalszych badari daje

szans¢ na zastosowanie jej na o wiele szerszym obszarze medycyny.
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Abstrakt: Nowotwory, a szczegélnie te ztosliwe wciaz stanowia wyzwanie dla ciagle rozwijajacej
si¢ terapii onkologicznej. Chemioterapia, radioterapia czy nawet leczenie chirurgiczne nadal
nie zawsze jest skuteczne i daje mozliwos¢ wyleczenia pacjenta. W wyniku tego zaistniata po-
trzeba stworzenia nowej formy terapii, co zaowocowalo rozwojem terapii komérkowej. W wie-
lu badaniach daly one satysfakcjonujace wyniki, co pozwolito na ich dalszy rozwdéj i poszerzenie
zakresu ich zastosowania. Terapia CAR-T wykorzystujaca specjalnie zmodyfikowane limfocyty
T i chimeryczne receptory antygenowe (ang. chimeric antigen receptor, CAR) od wielu lat jest
obiektem badaii w immunoonkologii. Wykazala si¢ ona bardzo duza skutecznoscia i efektyw-
noscia w terapii chorych na nowotwory hematologiczne. Te przefomowe wyniki pozwolity na
wprowadzenia i zatwierdzenia terapii CAR-T jako metody terapeutycznej m.in. w leczeniu
ostrej bialaczki limfoblastycznej. Celem ponizszej pracy jest przedstawienie mechanizmu dzia-
fania komoérek CAR-T w opisywanej terapii oraz przedstawienie aktualnych badan i doniesient
0 jej zastosowaniu w poszczegdlnych nowotworach hematologicznych. Oprécz wspomnianych
zagadanien, prowadzona jest obecnie takie ogromna liczba innych badar, ktérych celem jest
poszerzenie zakresu dzialalnosci i wykorzystania terapii CAR-T.

Stowa kluczowe: terapia CAR-T, nowotwory, onkologia

Abstract: Cancers, especially malignant ones, are still a challenge for the ever-developing on-
cological therapy. Chemotherapy, radiotherapy or even surgical treatment is still not always
effective and gives the possibility of curing the patient. As a result, there was a need to create
a new form of therapy, which resulted in the development of cell therapy. In many studies,
they gave satisfactory results, which allowed for their further development and broadening the
scope of their application. CAR-T therapy using specially modified these lymphocytes and chi-
meric antigen receptors (CAR) has been the subject of research in immuno-oncology for many
years. It has proven to be very effective and effective in the treatment of patients with hemato-
logical malignancies. These groundbreaking results allowed the introduction and approval of
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CAR-T therapy as a therapeutic method, e.g. in the treatment of acute lymphoblastic leukemia.
The aim of this paper is to present the mechanism of action of CAR-T cells in the described
therapy and to present current research and reports on its use in individual hematological ma-
lignancies. In addition to the issues mentioned, a huge number of other studies are currently
being conducted, the aim of which is to expand the scope of activity and use of CAR-T therapy.

Keywords: CAR-T therapy, cancer, oncology

1. Wprowadzenie

Badania kliniczne nad zastosowaniem immunoterapii w leczeniu nowo-
tworédw prowadzone s3 od kilkudziesigciu lat. Pojawienie si¢ terapii CAR-T
w $wiecie medycyny klinicznej oraz jej ogromny postep w ostatnim czasie
dokonat duzego przelomu w leczeniu pacjentéw onkologicznych. Immuno-
terapia ta opiera si¢ na zastosowaniu chimerycznego receptora antygenowe-
go (ang. chimeric antigen receptor, CAR), ktéry przylaczony jest do specjalnie
zmodyfikowanego limfocytu T, ktérego jednymi z wazniejszych rél sa udziat
w odpornosciowej odpowiedzi przeciwnowotworowej i wywieranie efektu cy-
totoksycznego 2. Pierwszy projekt, dotyczacy ekspresji i konstrukeji genéw
chimerycznych, stanowiacych podstawe do stworzenia pierwszej generacji
komérek CAR-T pojawit si¢ w 1993 roku . Do tej pory terapia CAR-T
ulegla duzemu postgpowi, m.in. zaprojektowano 5 generacji komérek CAR-T
“l. Na rycinie 1. zestawiono poszczegdlne etapy w rozwoju immunoterapii
komérkowej CAR-T . Rok 2017 byt rokiem przelomowym dla immuno-
onkologii, poniewaz terapia CAR-T zostata wtedy po raz pierwszy zatwier-
dzona przez amerykarska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration, FDA) i dopuszczona do leczenia chorych do 25. roku zycia z
ostra biataczka limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL) oraz
dorostych z zaawansowang postacia chloniaka rozlanego z duzych komérek
B (ang. diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) 5. Obecnie terapia CAR-T
zostala dopuszczona tylko w leczeniu pacjentéw z nowotworami hematolo-
gicznymi, gdzie wykazala si¢ najwigksza do tej pory efektywnoscia "”. Jednak
immunoterapia ta ulega dalszemu rozwojowi, poniewaz obecnie prowadzone
sg takze wielokierunkowe badania kliniczne nad zastosowaniem terapii CAR-
-T w leczeniu m.in. guzéw litych ", w tym guzach mézgu "? czy raka jelita
grubego 1.
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Rycina 1. Zestawienie poszczegdlnych etapédw w historii rozwoju immunoterapii komérkowej

CAR-T 1,
2. Mechanizm dzialania terapii CAR-T

Immunoterapia nowotworéw polega na odpowiednim rozpoznawaniu i
eliminowaniu komérek nowotworowych przez uktad odpornosciowy organi-
zmu, gdzie gtéwna role odgrywaja limfocyty T i ich zdolnos¢ do atakowania
i niszczenia patogennych komérek. Aktywnoé¢ limfocytéw T w reakeji jest
zalezna od struktury TCR i prezentacji MHC w celu identyfikacji swoistych
antygenéw, ktdre ulegajg ekspresji w komérkach nowotworowych, natomiast
komoérki CAR-T zaleza tylko od zmodyfikowanej struktury CAR, poniewaz
dzialaja niezaleznie od MHC.

Stosowane w immunoterapii komérki CAR-T opieraja si¢ na chime-
rycznych, zaprojektowanych receptorach CAR, ktdre charakteryzujg si¢ swo-
istodcia antygenu i cytotoksycznoscig limfocytéw T !, Czasteczki takie jak
CD19, CD20, CD22, CD23 czy RORI sa zwykle czasteczkami docelowymi
dla nowotworéw hematologicznych, dlatego whasnie stanowia réwniez grupe
czasteczek docelowych dla komérek CAR-T w immunoterapii poszczegdl-
nych choréb 519

CD19 to najczgstszy cel w wigkszosci nowotwordéw ztosliwych lim-
focytéw B, natomiast czasteczka CD33 jest najbardziej pozadanym celem

(15 20 Rozpoznanie

w biataczce, a zwlaszcza w ostrej bialaczce szpikowej
przez komérki CAR-T specyficznych antygendéw zwiazanych z nowotworem
powoduje fosforylacje motywéw ITAM, ktéra inicjuje proliferacje limfocy-

téw T i uwalnianie odpowiednich cytokin, w celu wzmocnienia odpowiedzi
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[14, 4

przeciwnowotworowej 4. Na rycinie 2. przedstawiono dziatanie przeciwno-

wotworowe limfocytéw T poprzez chimeryczne receptory antygenu.

CAR T-cell CANCER CELL

, Cancer antigen

b

~.

- Chimeric ant igen

\ receptos

T cell is attack and kill the cancer cell

Rycina 2. Przedstawienie dzialalnosci komérek CAR-T w odpowiedzi przeciwnowotworowe;.

Komérki te wykrywaja komérki nowotworowe, wiazac swoje receptory CAR z antygenami

zwigzanymi z nowotworem (ang. tumor associated antygenes, TAA) niezaleznie od interakcji
miedzy receptorami TCR a gléwnym ukladem zgodnosci tkankowej 2!,

Gléwna role w eliminacji komérek nowotworowych odgrywaja komoérki
CAR-T CD8+, natomiast komérki CAR-T CD4+ moga pelni¢ funkcje po-

(14 Dzialanie cytotoksyczne w sto-

mocnicza w tej reakcji immunologicznej
sunku do komérek docelowych polega na wydzielaniu granzyméw i perforyn
przez komérki CAR-T, w wyniku dziatania odpowiednich cytokin 2. Inng
droga, umozliwiajacg eliminacj¢ komérek nowotworowych, jest indukowanie
szlaku sygnalowego apoptozy w komérkach chorobotwérczych, w tym sty-
mulacje agonisty $mierci czyli biatko proapoptycznego BID oraz biatka dome-
ny $mierci zwiazane z FAS (FADD) 24, Na rycinie 3. przedstawiono m.in.
wspomniane wyzej mechanizmy dzialania cytotoksycznego komérek CAR-T.

Na rycinie 4. podsumowano wszystkie wyzej wymienione mechanizmy,
co pozwala zwizualizowaé, na czym polega oraz w jaki sposdb dziata terapia

CAR-T.
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Rycina 3. Rycina przedstawiajaca mechanizmy cytotoksyczne w dziataniu przeciwnowotworo-
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Rycina 4. Schemat mechanizmu dziatania terapii CAR-T 1.,

3. Terapia CAR-T w nowotworach hematologicznych

Nowotwory hematologiczne to nowotwory atakujace uktad krwiotwor-
czy 1 powstajace w wyniku proliferacji nieprawidtowych, patogennych
komérek krwi. W przeciagu ostatnich 15 lat powstato wiele artykuléw na-
ukowych, donoszacych o tym, ze terapie CAR-T w leczeniu nowotworéw
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hematologicznych dajag optymistyczng perspektywe dla chorych %71 Ko-
morki T transdukowane anty-CD19-CAR, zastosowane w jednym z badan,
okazaly si¢ bardzo obiecujace w poprawie terapii nowotworéw zlosliwych
z komérek B, dzigki swojej duzej zdolnosci do eliminacji komérek CD19 (+)
in vivo” 8. Oprécz tego coraz czgéciej celem dla komérek CAR-T w le-
czeniu nowotworéw hematologicznych jest antygen dojrzewania komérek
B (ang. B-cell maturation antigen, BCMA) . Na rycinie 5. przedstawiono
czasteczki antygenowe, stanowiace potencjalne cele dla komérek CAR-T

w immunoterapii nowotworéw hematologicznych ).

B cell Leukemia/

Lymphoma
cp20“D}’cp22 ep3o )
MM GPRCSD_. ™ - cps T cell Leukemia/
= 7Lymphoma
CD229 ¢, : }C Dcol P
CSIyy =
: ZCDY9

CD38 *{> TRBCI
BCMAGS JCCrY

cp13s Y

LILRB4CDIICDIE HL

AML

Rycina 5. Zestawienie czasteczek antygenowych obecnych na komérkach w nowotworach he-
matologicznych, stanowiacych potencjalny cel dla terapii CAR-T ).

3.1. Terapia CAR-T w ostrej bialaczce limfoblastycznej

Na dzien dzisiejszy to wlasnie terapia komérkami CAR-T wykazuje duzg
skutecznos$¢ w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej (ang. acute lymphobla-
stic leukemia, ALL) B%. W leczeniu ALL tq duzg efektywnoscia wykazaly sie
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komérki anty-CD19 CAR-T. W latach 2013-2015 opublikowano raporty
z danymi z badan klinicznych, w ktérych przebadano wérdéd 67 pacjentéw
chorujacych na ALL, w tym 45 dzieci i 0s6b w mlodym wieku, dziatanie
komérek CAR-T skierowane przeciw czasteczkom CD19, ktére charakte-
ryzuja si¢ wysoka ekspresja w tym nowotworze 5. We wszystkich wyni-
kach tych préb liczba pacjentéw z remisjg (CR) lub czg$ciows remisja (PR)
byla wysoka.

W pierwszym badaniu leczono 16 pacjentéw autologicznymi komérka-
mi T, ktére wykazywaly ekspresj¢ receptora CAR 19-28z, specyficznego dla
antygenu CD19. U chorych dokonano infuzji komérek T CAR 19-28z po
chemioterapii ratunkowej. Zastosowany wlew zwigkszyl w znacznym stop-
niu ogdlny wskaznik catkowitej odpowiedzi do 88%, na kedry sktadali si¢
zaréwno z pacjenci z calkowita remisja (CR), jak i CR z niepelng regeneracja
hematologiczng (CRi). Wynik ten okazal si¢ by¢ wyzszy, niz jakiego si¢ spo-
dziewano w przypadku samej chemioterapii ratunkowej ',

W kolejnym badaniu terapia obj¢to 5 dorostych pacjentéw z nawrotem
choroby. Chorzy z uporczywa choroba morfologiczng lub chorobg MRD
(ang. minimal residual die- sease, MRD) zostali poddani infuzji limfocytéw
T, po ktérej ich wyniki wskazywaly na szybka eradykacje guza. U pacjentéw,
na podstawie reakeji tadicuchowej polimerazy z glebokim sekwencjonowa-
niem, stwierdzono réwniez catkowita remisjc MRD(-), a wyniki te potwier-
dzaja wyrazng skuteczno$¢ przeciwnowotworows limfocytéw T zmodyfiko-
wanych 19-28z CAR u pacjentéw z nawrotowg badZ oporna B-ALL 12,

W kolejnym raporcie réwniez uzyskano remisj¢ choroby az u 90% pro-

cent pacjentéw ¥

I, W jednym z badari dowiedziono, ze zmodyfikowane ko-
moérki CAR-T s zdolne do zabijania nawet agresywnych oraz opornych na leczenie
komérek ostrej biataczki in vivo P4,

Skutecznos¢ i efektywno$¢ terapii CAR-T doprowadzita do tego,
ze 31. sierpnia 2017 roku Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA) zatwierdzita
pierwszg terapi¢ komérkami CAR-T anty-CD19 pod nazwg Tisagenlecleucel,
ktéry zostata wskazana do leczenia nawracajacej/opornej na leczenie ostrej bia-
faczki limfoblastycznej z prekursoréw linii limfocytow B (ang. precursor B-cell

acute lymphoblastic leukemia, B-ALL) u chorych ponizej 25. roku zycia B¢,
3.2. Terapia CAR-T w przewleklej bialaczce limfocytowe;j

Przewlekla bialaczka limfocytowa (ang. chronic lymphocytic leukemia,
CLL) to najczgéciej rozpoznawany typ biataczki u dorostych, a przebieg
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kliniczny u chorych jest bardzo réinorodny. ,Wedtug aktualnych wytycz-
nych definiuje si¢ jg jako monoklonalng limfocytoze B-komdérkowa, trwaja-
cg co najmniej 3 miesigce, o wartosci powyzej 5 x 109 /L lub bez wzgledu
na wysoko$¢ limfocytozy w przypadku obecnosci cytopenii we krwi obwo-
dowej wtérnej do zajecia szpiku” 7). Aktualnie w leczeniu chorych na CLL
stosuje si¢ allogeniczny przeszczep komérek macierzystych polaczony z che-
mioterapia lub radioterapia %

W ciagu ostatnich lat rozpoczgto wiele badari nad zastosowaniem tera-
pii CAR-T u chorych na przewlekla biataczke limfocytowa ¢ -4l Niestety,
wskazniki odpowiedzi na terapi¢ i remisji nowotworu nie sa tak obiecujace,
jak w przypadku ostrej bialaczki limfoblastycznej 2.

W przeprowadzonym w 2015 roku badaniu klinicznym terapii komor-
kami T skierowanymi przeciwko CD19 pozytywny wynik zaobserwowano
u 57% pacjentéw, z czego trwale odpowiedzi przeciwnowotworowe wyste-
powaly tylko u 26 %. Nizsza skutecznos¢ tej terapii w CLL, w poréwnaniu
jej zastosowania w ALL, zwiazane jest z patogeneza CLL, ktéra przyczynia si¢
do powstawania wezesnych niedoboréw odpornosci o podtozu komérkowym
lub humoralnych u chorych H" 4,

Obecnie prébuje si¢ ograniczy¢ negatywny wplyw na komérki CAR-T
w tej terapii, a nawet wzmocnic¢ ich zdolno$¢ do eliminacji komérek nowo-
tworowych przez zastosowanie ibrutynibu, nieodwracalnego inhibitora kinazy
tyrozynowej Brutona, ktéry hamuje proliferacje limfocytow B. W raporcie
badania klinicznego z 2016 roku wykazano, ze wprowadzenie ibrutynibu
do terapii komérkami CAR-T moze zwigkszy¢ skutecznos¢ tej immunoterapii
i wzmocni¢ funkcje komérek CAR-T w leczeniu przewleklej biataczki limfo-

cytowej 441,
3.3. Terapia CAR-T w chloniaku Hodgkina

Chloniak Hodgkina jest jednym z rzadszych nowotworéw hematologicz-
nych. Choroba ta cechuje si¢ obecnoscia komérek nowotworowych Hodg-
kina i Reeda-Sternberga, ktére wykazuja wysoka ekspresje markera powierz-
chownego CD30, ktéry ulega takze ekspresji na powierzchni prawidtowych
komérek, jednak na znacznie nizszym poziomie . Az u 80% pacjentéw
chemioterapia i radioterapia sa skutecznymi metodami terapeutycznymi,
jednak cze¢$¢ chorych posiada pierwotng opornos¢ lub moze u nich wystapi¢
nawrét choroby, nawet po zastosowaniu chemioterapii w duzych dawkach

czy autologicznym przeszczepie komérek macierzystych 1),
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W zwiazku z tym zaistniala potrzeba stworzenia alternatywnej terapii dla
chorych. Badania kliniczne nad zastosowaniem terapii CAR-T w chloniaku
Hodgkina byly prowadzone juz w 1999 roku i wykazaly, ze skierowanie ko-
moérek CAR-T przeciwko CD30 odpowiadalo trwaly odpowiedzig przeciw-
nowotworowa, co stwarza dodatkows strategi¢ w leczeniu chtoniaka Hodgki-
na jako immunoterapia komérkowa 7.,

W 2017 ukazat si¢ réwniez raport z badania klinicznego, w ktérym oce-
niano bezpieczeristwo oraz skuteczno$¢ komérek CAR-T u pacjentéw z na-
wrotowym lub opornym na leczenie chloniakiem Hodgkina . W badaniu
tym 18 pacjentéw zostalo poddanych chemioterapii, w ramach leczenia kon-
dycjonujacego, a nastepnie infuzji komérek CAR-T skierowanym przeciwko
CD30. Whnioski i rezultaty tego badania sugeruja, ze terapia jest bezpieczna
i skuteczna w leczeniu tego nowotworu, a takze daj¢ optymistyczna perspek-
tywe na leczenie wigkszej ilosci chorych, réwniez tych we wezesnym stadium
choroby, co moze ograniczy¢ toksyczno$é chemioterapii ¥,

Obecnie istnieje takze zatwierdzony przez przez FDA produkt pod na-
zwa brentuksymab vedotin, stanowiacy polaczenie leku i przeciwciata ukie-
runkowanego na czasteczke CD30, ktére wykazuje skutecznos$¢ kliniczng

w leczeniu tego nowotworu .
3.4. Terapia CAR-T w szpiczaku mnogim

Szpiczak mnogi (ang. myeloma multiplex, MM) jest trudnym w leczeniu
nowotworem hematologicznym, charakteryzujacy si¢ proliferacja atypowych
plazmocytéw w szpiku kostnym, co w konsekwencji przyczynia si¢ do po-
wstawania niedokrwisto$ci, zaburzen ukladu immunologicznego czy zmian
w kosciach. Niestety pomimo postepéw w leczeniu, nowotwér ten pozostaje
w wigkszosci przypadkéw nieuleczalny.

Wraz z rozwojem terapii CAR-T w leczeniu nowotworéw hematologicz-
nych powstala nadzieja, ze moze réwniez by¢ skuteczna klinicznie w leczeniu
szpiczaka. Mimo wszystko terapia komérkami CAR-T skierowana przeciwko
czasteczkom CD19 nie okazala si¢ na tyle skuteczna, jak w przypadku innych
nowotwordéw hematologicznych 552, W zwiazku z tym rozpoczgto badania
nad celowaniem komérek CAR-T w kierunku innych antygenéw powierzch-
niowych limfocytéw B.

Prowadzono badania w stosunku do czasteczki CD138 obecnej na po-
wierzchni komoérek plazmatycznych, keéra wykazata si¢ odpornoscia przeciw-

[53

nowotworowa z tolerowana toksycznoscia °*. Przeprowadzono takze badanie

51



MECHANIZM DZIALANIA TERAPII CAR-T ORAZ JEJ ZASTOSOWANIE...

kliniczne, w ktérym skierowano komérki CAR-T przeciwko antygenowi
BCMA, ktéry stat si¢ obiecujacym celem i nowa strategia dla leczenia chorych
na MM P4, Wyniki te daja nadziej¢ i sa zachecajace dla dalszych badan nad
zastosowaniem tej immunoterapii, a takze zmniejszenia jej skutkéw ubocz-

nych w leczeniu szpiczaka mnogiego.
4. Podsumowanie

Terapia CAR-T to innowacyjna i przysztosciowa metoda terapeutyczna.
Jej rozwdéj i duza ilos¢ badania prowadzonych nad jej zastosowaniem niewat-
pliwie ma ogromny wktad w postepy w leczeniu pacjentéw onkologicznych.
Zastosowanie chimerycznego receptora CAR oraz odpowiednie nacelowanie
zaprojektowanych komoérek dalo satysfakcjonujace efekty oraz wykazato sie
skutecznosciag m.in. w leczeniu pacjentéw z ostrg biataczka limfoblastyczna,
co zaowocowalo mozliwoscia zastosowania ja jako immunoterapii w terapiach
onkologicznych poszczegdlnych choréb krwi. Niewatpliwie jest to forma le-
czenia, ktéra daje takze ogromna nadzieje na wykorzystanie jej na wicksza ska-
le, nie tylko w nowotworach hematologicznych. Jednak, aby byto to mozliwe,
potrzebny jest dalszy proces badawczy, ktéry potwierdzi jej bezpieczeristwo
i skutecznos¢ oraz zapobiegnie wystepowaniu dziatari niepozadanych u cho-
rych w czasie leczenia. Tylko odpowiednio przeprowadzone préby kliniczne
pozwola okresli¢ strategie, ktora pozwoli na zastosowanie tej nowatorskiej me-
tody na szerszg skale.
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Abstrakt: Onkologia, jak kazda dziedzina medycyny, ulega ciaglemu rozwojowi. W ciagu
ostatnich kilkudziesigciu lat terapia komérkowa poczynila ogromne postgpy. Mimo to, na-
dal wiele aspektow jej zastosowania pozostaje wielka niewiadoma, a takze wciaz jest gléwnym
obiektem badari klinicznych nad terapiami onkologicznymi. Dotychczasowe doniesienia wska-
zZuja na to, iz terapia komérkowa, oparta na wykorzystaniu zsyntezowanego, chimerycznego
receptora antygenowego (ang. chimeric antigen receptor, CAR), daje pozytywna perspekeywe
dla pacjentéw onkologicznych. Niestety, mimo wielu potwierdzen skutecznosci i bezpieczen-
stwa tej terapii, nadal nie daje ona catkowitej pewnosci wyleczenia bez skutkéw ubocznych
chorych z guzami litymi. W tym celu prowadzi si¢ takze proby i badania nad zmniejszeniem
ograniczajacego wplywu dziatania mikrosrodowiska guza w organizmie pacjenta. Celem poniz-
szej pracy jest przeglad badan i przedstawienie aktualnej wiedzy dotyczacej tego zagadnienia.
Prace badawcze zawarte w tym rozdziale skupiaja si¢ gldwnie na skierowaniu terapii CAR-T
przeciwko wskazanym antygenom w konkretnych jednostkach chorobowych. Na chwile obec-
ng prowadzonych jest o wiele wigcej badari skupiajacych si¢ nad zastosowaniem terapii CAR-T,
w ktérych badacze daza do uzyskania calkowitej skutecznosci i bezpieczenstwa bez wystapie-
nia skutkéw ubocznych w leczeniu pacjentéw onkologicznych, co umozliwi wprowadzenie jej
w pelni do leczenia klinicznego w onkologii.

Stowa kluczowe: terapia CAR-T, guzy lite

Abstract: Oncology, like every field of medicine, is constantly evolving. Over the last few de-
cades, cell therapy has made great strides. Despite this, many aspects of its use remain a great
unknown, and it is still the main object in clinical trials on oncological therapies. Previous
reports indicate that cell therapy, based on the use of a synthesized, chimeric antigen receptor
(CAR), offers a positive outlook for oncology patients. Unfortunately, despite many confir-
mations of the effectiveness and safety of this therapy, it still does not give complete certainty
of curing patients with solid tumors without side effects. For this purpose, trials and studies are
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also conducted to reduce the limiting impact of the tumor microenvironment in the patient's
body. The aim of this paper is to review research and present the current knowledge on this is-
sue. Research in this chapter focuses mainly on directing CAR-T therapy against the indicated
antigens in specific disease entities. At the moment, many more studies are being conducted
focusing on the use of CAR-T therapy, in which researchers strive to achieve complete effec-
tiveness and safety without side effects in the treatment of oncology patients, which will enable
its full introduction into clinical treatment in oncology.

Keywords: CAR-T therapy, solid tumors

1. Wprowadzenie

Leczenie pacjentéw onkologicznych uleglo duzej rewolugji, dzigki poja-
wieniu si¢ immunoterapii komérkowej. Coraz wigkszy sukces terapii CAR-T
w nowotworach hematologicznych dal perspektywe nad zastosowaniem jej
w leczeniu wielu innych nowotwordéw. Obecno$é¢ pozytywnej korelacji mie-
dzy skala naciekania przez specyficzne dla antygenu cytotoksyczne komérki
T (CTL) a odsetkiem pacjentéw, ktdrzy przezyli, daje pewny poglad i szanse
na wprowadzenie terapii opartych na komérkach T do leczenia pacjentéw
z guzami litymi 2. Wiaze si¢ z tym takze nadzieja, ze zastosowanie terapii
CAR-T na wigksza skal¢ umozliwi osiggnigcie wickszych mozliwosci terapeu-
tycznych réwniez w innych nowotworach, gdzie chemioterapia czy radiotera-
pia staja si¢ malo efektywne.

Obecnie prowadzona jest ogromna liczba badaii nad zastosowaniem
terapii CAR-T w leczeniu guzdéw litych Bl Niestety do tej pory wyniki ba-
dan klinicznych prowadzonych w tym kierunku sa malo satysfakcjonujace
i zachgcajace, poniewaz nadal niewielu pacjentéw uzyskuje pelng odpowiedz
na leczenie, a takze pojawiaja si¢ pewne ograniczenia, ktére uniemozliwiaja
skuteczne wprowadzenie terapii do leczenia klinicznego na dtuzsza mete “.
Wiaze si¢ to z tym, ze w przypadku guzéw litych mikrosrodowisko immu-
nosupresyjne guza uniemozliwia przemieszczanie si¢ limfocytéw T, jak i ich
naciekanie przez nie guza. Dodatkowo guzy lite uwalniaja wiele czasteczek,
w tym chemokin, aby ostabi¢ odpowiedz ze strony uktadu odpornosciowego
cztowieka, a takze wytworzy¢ barier¢ ochronng dla komérek guza przed ata-
kiem limfocytéw T B7). Warto zaznaczy¢, ze na dzien dzisiejszy zadna terapia
CAR-T w leczeniu guzéw litych nie zostata zarejestrowana i zatwierdzona /.

Przez ostatnie lata prowadzono badania, w ktérych komérki CAR-T
kierowano przeciwko wielu antygenom nowotworowym obecnych w guzach

litych, w tym antygenowi rakowo-plodowemu (ang. carcino-embryonic antigen,
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CEA) ), receptorowi ludzkiego naskdérkowego czynnika wzrostu (ang. human
epidermal growth factor receptor 2, HER2) %), receptorowi interleukiny-13 a2
(IL-13Ra2) " czy mezotelinie "?. Obecnie do jednych z najcze¢sciej stoso-
wanych w badaniach klinicznych antygenéw jest swoisty antygen gruczotu
krokowego (ang. prostate specific antigen, PSA). Do lepiej poznanych antyge-
néw komoérek nowotworowych nalezy réwniez zmutowany receptor dla na-
skérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor variant I11,
EGFRvIIl), ktéry stanowi jeden z celéw dla terapii CAR-T w leczeniu m.in.

glejaka wielopostaciowego 1¥l.

2. Wybrane zagadnienia dotyczace badan klinicznych nad
zastosowaniem terapii CAR-T

2.1. Glejak wielopostaciowy

Do tej pory najwicksza skutecznos¢ w leczeniu guzéw litych terapia
CAR-T uzyskala w przypadku glejakéw 13 4. Glejak wielopostaciowy (ang.
glioblastoma multiforme, GBM) jest jednym z najczgstszych nowotworéw zto-
$liwych moézgu u dorostych, a takze nadal pozostaje postacia glejaka z najwick-
szym odsetkiem $miertelnosci wsréd chorych. Ponad potowe wykrywanych
obecnie guzéw moézgu u dorostych stanowi wlasnie glejak wielopostaciowy,
a jedynie 5% z tych pacjentéw dozywa 5 lat po diagnozie 17

We wspomnianym guzie silnej ekspresji ulega receptor naskdérkowego
czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR). Jest to biatko
powierzchniowe komérki, ktdrego rolg jest pobudzanie wzrostu. Wykazano,
ze mutacja EGFRVIII jest najczestsza mutacja tego biatka w pierwotnym gle-
jaku i wystgpuje nawet u okoto 30% nowo zdiagnozowanych pacjentéw 2,
W badaniach wykazano, ze EGFRVIII dziala stymulujaco na rozwéj nowo-
tworu, prowadzac do zwigkszonego wzrostu guza poprzez dzialanie onkogen-
nych szlakéw sygnalowych, np. RAS 12V, a takze poprzez zmniejszenie udziatu
proceséw apoptycznych, co zwiazane jest z zwigkszona ekspresja Bel-xL 1221,

Na dzien dzisiejszy zostalo opracowanych i opisanych wiele komérek
CAR-T skierowanych przeciwko EGFRVIIL. W 2015 w Uniwersytecie Pen-
sylwanii, we wspélpracy z firma farmaceutyczng Novartis, opracowano tera-
peutyczny klon przeciwciata, wykorzystujacy scFv Clone 2173 (C2173), sta-
nowiacy humanizowany konstrukt pochodzacy z mysiego przeciwciata 3C10
231 \W badaniu tym stwierdzono, ze zaprojektowane komérki C2173 CAR-T

po ich infuzji obwodowej efektywnie przemieszczaly si¢ do mézgu, co moze
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$wiadezy¢ o tym, ze podawanie dozylne moze stanowi¢ droge do celowania
w guzy OUN przy pomocy komérek T. Dodatkowo komérki te wykazywaty
trwalo$¢ i utrzymywaly si¢ u pacjentéw.

W 2021 roku opublikowano badanie, w ktérym przedstawiono nowe ko-
morki CAR-T, specyficzne dla EGFRVIIL, o skutecznych funkcjach przeciw-
nowotworowych zaréwno in vitro , jak i w heteroprzeszczepie modelu ludz-
kiego glejaka " Jest to komérka GCT02 CAR-T ukierunkowana przeciwko
EGFRVIII, przy uzyciu mysich komérek CAR-T. Badanie to przeprowadzano
na modelach mysich i wykazano, ze po tygodniu od infuzji obwodowo poje-
dynczej dawki komérek guzy u myszy leczonych komérkami GCT02 CAR-T
lub komérkami C2173 CAR-T ulegly widocznemu zmniejszeniu rozmiaréw,
a dwa tygodnie po infuzji wielko$¢ tych guzéw osiagnela rozmiary ponizej
granicy wykrywalnosci. Autorzy badari dowodza, ze nowe komérki GCT02
CAR-T mogg bra¢ udziat w skutecznym usuwaniu wewnatrzczaszkowych gu-
26w z ekspresja biatka EGFRVIII, co daje kolejna nadziej¢ i nowa perspektywe
na uzyskanie w pelni skutecznego leczenia terapia CAR-T u chorych na gle-

jaka wielopostaciowego.
2.2. Rak jelita grubego

Rak jelita grubego (ang. colorecatal cancer, CRC) jest to trzeci najczest-
szy nowotwor i drugi najbardziej $miertelny nowotwor zlosliwy na $wiecie.
Za rozwoj tej choroby moze odpowiada¢ wiele czynnikéw, w tym czynni-
ki genetyczne i $Srodowiskowe. Nowotwor ten okreslany jest chorobg krajéw
rozwinigtych o zachodnim stylu zycia, w ktérym dominuje alkohol, tyton, sie-
dzacy tryb zycia i w nastegpstwie otytos¢. W kontekscie leczenia CRC znacznie
lepsze rokowanie maja pacjenci, u ktérych zdiagnozowano wczesne objawy
lub chorobe wykryto we wezesnym stadium. W rzeczywistosci diagnoza jest
najczedciej stawiana w péznym stadium, gdzie obecne metody leczenia, w tym
radio- lub chemioterapia, a takze leczenie chirurgiczne nie sg juz w stanie
catkowicie zahamowa¢ rozwéj nowotworu i zmniejszy¢ ryzyko przerzutéw 24,

Antygen karcinoembrionalny (CEA) to glikoproteinowy antygen, kt6-
ry ulega ekspresji w wielu nowotworach nablonkowych oraz powstaje w ko-
morkach jelita grubego. Jednak nie zawsze obecno$¢ markera CEA $wiadczy
0 obecnosci nowotworu. Jego podwyiszone stgzenie w ustroju cztowieka
moze by¢ réwniez zauwazalne w takich schorzeniach jak zapalenie watroby,
trzustki czy nieswoistym zapaleniu jelit, co $wiadczy, ze marker CEA nie jest
swoistym markerem dla raka jelita grubego .
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To samo tyczy si¢ glikoproteiny CA 19.9, ktéra stanowi marker nie tylko
w diagnostyce raka jelita grubego, ale takze trzustki czy zotadka. Do diagno-
styki raka jelita grubego stosowane sa takze inne markery, w tym tkankowy
antygen polipeptydowy (ang. tissue polypeptide specific antigen, TPS) oraz gli-
koproteina-72 zwiazana z nowotworem (ang. tumor-associated glycoprotein-72,
TAG-72) &,

Istnieja badania nad zastosowaniem terapii CAR-T celowanej przeciwko
markerowi CEA, ktére donosza o skutecznosci w dzialaniu przeciwnowotwo-
rowym tych komérek, a takze daja nowa perspektywe dla wzmacniania terapii
CAR-T w leczeniu réwniez innych guzéw litych 2627,

W nowotworze jelita grubego mozna réwniez stwierdzi¢ zwigkszona eks-
presje czasteczki MSLN, czyli mezoteliny. Mezotelina jest czasteczka docelo-
wa w terapii CAR-T réwniez innych nowotworéw, np. raku jajnika, piersi
czy phuc 2.\ 2021 przedstawiono badanie kliniczne, w ktorym skonstru-
owano komérki CAR-T 3. generacji, wycelowane na czasteczke MSLN 91,
W wynikach autorzy donosza, ze w przeprowadzonym eksperymencie komér-
ki CAR-T niszczyly komérki nowotworowe MSLN-dodatnie in vitro, dlate-
go zmodyfikowane komérki MSLN-CAR-T moga stanowi¢ duzy przetom,
a takze optymistyczng metod¢ w leczeniu guzéw litych.

Réwniez jednym z gtéwnych antygenédw zwiazanych z rakiem jelita gru-
bego, a takie ulegajacym w nim zwigkszonej ekspresji jest czasteczka adhezyj-
na komdrek nablonkowych (ang. epithelial cell adhesion molecule, EpCAM).
Antygen ten moze wplywaé na proliferacj¢ i wzrost komérek nowotworo-
wych w raku okreznicy, a takze promowaé¢ migracj¢ i tworzenie przerzutdw.
W zwiazku z tym czasteczka ta stala si¢ nowym celem dla terapii CAR-T B,
W jednym z przeprowadzonych badaii dowiedziono, ze komérki EpCAM-
-CAR-T w sposéb skuteczny zabijaly komérki nowotworowe, a takze braly
udzial w promocji uwalniania cytokin in vitro. Ze wspomnianych wynikéw
mozna przypuszczaé, ze komérki CAR-T ukierunkowane na EpCAM moga
w przysztosci wykaza¢ si¢ skutecznoscia w leczeniu raka okreznicy lub jelita
grubego 1%,

Do markeréw, ulegajacych zwickszonej ekspresji w przebiegu raka jelita
grubego, nalezy takze czasteczka HER2. W opublikowanym w 2021 roku
raporcie badania klinicznego nad zastosowaniem terapii CAR-T celowane;j
w HER2 w leczeniu przerzutowego raka jelita grubego, autorzy badari do-
nosza, ze skonstruowane komoérki HER2 CAR-T wykazywaly znaczng cy-
totoksycznos¢ oraz byly zdolne wytwarzania cytokin przeciwko komérkom

nowotworowym P!,
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Jak widag¢, ilo$¢ markeréw dla raka jelita grubego jest duza, a liczba pro-
wadzonych badari nad skierowaniem przeciwko nim komoérek CAR-T jest
jeszcze wigksza i nadal ro$nie. Mimo, ze wiele z tych badan jest na wezesnym
etapie badan klinicznych, to ich wyniki wykazuja pewng efektywnos¢ i sku-
teczno$¢ terapii w zastosowaniu, co daje nadzieje na stworzenie odpowiedniej
immunoterapii do celéw leczniczych i terapeutycznych dla chorych na CRC.
Wezesniej jednak nalezy ustali¢ odpowiedni plan i strategie, ktéra pozwoli
rozwiaza¢ problemy i zmniejszy¢ ograniczenia w leczeniu wynikajace m.in.

z immunosupresyjnego srodowiska guza &2,

2.3. Rak piersi

Rak piersi jest najczesciej diagnozowanym oraz najbardziej $miertelnym
nowotworem wsrod kobiet na $wiecie. Dodatkowo obserwuje si¢ tendencje
wzrostowg w obcigzeniu tym nowotworem i szacuje sig, ze liczba oséb ob-
cigzonych ryzykiem zachorowania na ten nowotwér bedzie stale rosta 31,
Obecnie w leczeniu raka piersi stosuje si¢ radioterapie, chemioterapie, lecze-
nie chirurgiczne, a takze leczenie hormonalne ).

W ostatnich latach przebadano az 19 antygenéw kierowanych przez ko-
moérki CAR-T w raku piersi, w tym m.in. HER2, EGFR, HGFR, MUCI,
CD70, CD133, EpCAM oraz CEA 7. Wszystkie antygeny w badaniach
przedklinicznych wykazaly skuteczne dziatanie przeciwnowotworowe, po-
przez hamowanie wzrostu guza oraz uwalnianie cytokin prozapalnych. Jednak
tylko 12 z nich przeszto do etapu badan klinicznych. Naleza do nich HER2,
RORI, mezotelina, MUCI1, CD44v6, CD70, CD133, EpCAM, NKG2D,
GD2, TO oraz cMET.

Niestety mimo duzej ilosci badan prowadzonych nad zastosowaniem te-
rapii, wickszo$¢ z nich nadal jest na etapie badan klinicznych, a cz¢$¢ wynikéw
innych badan nie zostata upubliczniona. Autorzy opublikowanego w 2022
roku przegladu, przedstawiajacego ostatnie postepy terapii CAR-T donosza,
ze ,terapia komérkowa CAR-T w raku piersi ma do tej pory duze osiagnie-
cie; jednak ze wzgledu na brak dowoddéw potwierdzajacych jest jeszcze dluga
droga do zastosowania u pacjentéw z rakiem piersi. Dlatego, aby jak naj-
szybciej wprowadzi¢ terapie komérkowa CAR-T do fazy klinicznej, potrzeba
wigcej badan klinicznych i bardziej doglebnych badari w celu poprawy kwestii
bezpieczeristwa i przezwycig¢zenia wyzwan zwiazanych z terapia komérkows

CAR-T.” b7,
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2.4. Gruczolakorak przewodowy trzustki

Gruczolakorak przewodowy trzustki (ang. pancreatic ductal adenocarci-
noma, PDAC) jest gtéwnym nowotworem ztosliwym trzustki. Jest 7. nowo-
tworem o najwigkszej $miertelnosci wéréd chorych. Liczba chorych na PDAC
stale rosnie, a na dzieni dzisiejszy nie istnieje leczenie terapeutyczne, ktére
poprawialoby rokowanie u pacjentéw z tym nowotworem 1%,

W prowadzonych badaniach nad zastosowaniem terapii CAR-T w le-
czeniu nowotwordw trzustki, komérki T celowane sa w takie antygeny jak
MSLN, CD133, EGFR oraz HER2 P W 2017 roku raport z badania kli-
nicznego, w ktérym oceniano dzialanie immunoterapii chimerycznym recep-
torem antygenu z uzyciem komérek T ukierunkowanej na receptor HER2
u pacjentéw z zaawansowanymi nowotworami drég zélciowych i rakiem
trzustki. Wyniki tej préby klinicznej wskazuja, ze nie udalo si¢ uzyska¢ dtuz-
szej trwatodci i dziatania komérek CART-HER?2 na poziomie terapeutycznym
in vivo, mimo ze terapia okazala si¢ by¢ bezpieczna. Wedlug autoréw osia-
gniecie odpowiednich strategii, pozwalajacych na unikniecie barier i innych
nieznanych przeszkdd ograniczajacych dziatanie terapii, pozwoli na zwicksze-
nie jej skutecznosci i efektywnosci w leczeniu chorych z guzami licymi 01,

W 2018 roku opublikowano inne badanie, w ktérym badano z kolei sku-
teczno$¢ terapii CAR-T celowanej w czasteczke CD133, w tym u 7 chorych
z nowotworem trzustki. Autorzy donosza, ze terapia ta okazuje si¢ by¢ sku-
teczng forma leczenia, a takze jest bezpieczng dla pacjentéw z zaawansowa-
nym nawracajacym badZ opornym na leczenie i przerzutowym guzem “!l.

Wyniki badania nad zastosowaniem terapii CAR-T z wykorzystaniem
komérek CAR-T-EGFR u chorych na raka trzustki z obecnymi przerzutami
opublikowano w 2020 roku. Zaobserwowano obnizenia ekspresji antygenu
EGFR na komérkach nowotworowych, a takze potwierdzono efektywnos¢
i bezpieczenistwo stosowania terapii CAR-T u pacjentéw z rakiem trzustki

z przerzutami 2,

3. Ograniczenia w terapii CART —
toksycznosé, naciekanie, immunosupresyjny TME

Bardziej zlozona budowa i fizjologia guzéw litych wplywa na ograni-
czenie skutecznosci dziatania zastosowanej terapii CAR-T, w poréwnaniu do
nowotworéw hematologicznych . Zastosowanie terapii CAR-T w lecze-

niu guzdéw litych wiaze si¢ z obecnoscia wielu ograniczeni, w tym wplywem
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mikrosrodowiska guza, obecnoscig barier dla migracji komérek CAR-T czy
wtérna toksycznoscig wobec zdrowych komérek (rycina 1.). Obecnie doko-
nuje si¢ co raz wigcej badan nad uzyskaniem odpowiednich strategii, ktére
umozliwia ograniczenie negatywnego wplywu guza na dzialalno$¢ komérek

CAR-T 4,

Rycina 1. Zestawienie barier ograniczajacych skutecznos¢ dziatania terapii CAR-T w leczeniu
guzéw litych Bl

3.1. Immunosupresyjne dzialanie mikrosrodowiska guza litego

W przypadku guzéw litych przemieszczanie si¢ limfocytéow T i nacie-
kanie przez nie ognisk nowotworowych jest znaczaco bardziej ograniczone
przez dziatanie mikrosrodowiska guza, w przeciwieristwie do terapii nowo-
twordéw hematologicznych Pl. Obraz histopatologiczny guza litego charakeery-
zuje si¢ stabg integralnoscia miedzy tkankami, obecnoscia duzej ilosci naczyn
krwiono$nych, szerokimi odstgpami miedzy $cianami naczyn oraz rozlegtym
wyciekiem naczyniowym ). Taka budowa powoduje, ze §rodowisko nowo-
tworu charakteryzuje si¢ niskim pH, i niedotlenieniem, a takze zwigkszonym
stezeniem cytokin pronowotworowych i obecnoscig komérek supresorowych
46481 Cechy te wplywaja na immunosupresyjng dziatalno$¢ mikrosrodowiska
guza, ktdra zwiazana jest ze zdolnoscia komérek nowotworowych guza do thu-
mienia i hamowania odpowiedzi przeciwnowotworowej, wywolywanej przez
gospodarza w odpowiedzi na obecnos$¢ komérek CAR-T -1,

Dodatkowym utrudnieniem dla przemieszania si¢ i infiltracji przez ko-
moérki CAR-T sg nieke6re chemokiny wydzielane przez guzy lite, jak miedzy
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innymi CXCL1, CXCL12 i CXCLS5, ktére zapobiegaja prawidlowemu dzia-
faniu komérek CAR-T @752, W mikro$rodowisku guza obecnych jest wiele
leukocytéw o dziataniu immunosupresyjnym, a takie czasteczek o charakte-
rze immunologicznym, tworzacych punkty kontrolne oraz cytokin supresyj-
nych, takich jak transformujacy czynnik wzrostu-f (TGE- B) 1), Ich ztozonos¢
i wspélne dziatanie przyczynia si¢ do tworzenia srodowiska dla guza, ktére be-
dzie go chroni¢ przed wrogim dziataniem komérek T i komérek odpornoscio-
wych, a w konsekwencji bedzie pozytywnie wplywaé na dalszy rozwdj guza.

Ta immunosupresja przyczynia si¢ takze do szybkiej utraty przez komér-
ki CAR-T ich funkgji przeciwnowotworowej przy bezposrednim kontakcie
z mikro$rodowiskiem guza . W zwiazku z tym przeprowadzono badania
w ktérych, skonstruowano komérki CAR-T zdolne do wydzielania proza-
palnej cytokiny — IL-12, aby osiagna¢ lepsza skuteczno$¢ dziatania komérek
CAR-T w obszarze nowotworowym P4, Wykazano bowiem, ze IL-12 jest
zdolna do wplywania na mikrosrodowisko guza poprzez m.in. hamowanie
wydzielania IL-10 przez makrofagi, proliferacje i rekrutacje komérek NK, ak-
tywacje TIL obecnych w stanie anergii oraz zahamowanie supresji efektoro-
wych komérek T, zaleznej od limfocytéw T regulatorowych 5557,

Komérki nowotworowe guza moga takze unikna¢ nadzoru immunolo-
gicznego, stymulujac receptory, ktére beda bezposrednio hamowa¢ dziatanie
naplywajacych limfocytéw T, dzi¢ki endogennym szlakom regulacyjnym.
Proces ten zachodzi poprzez ekspresje czasteczek powierzchniowych, takich
jak CTLA-4 oraz PD-1, stanowiacych punkty kontrolne. Zwickszenie eks-
presji tych czasteczek na limfocytach T, umozliwia komérkom guza wply-
wanie na dziatanie komérek odpornosciowych organizmu, naplywajacych
w kierunku nowotworu, poprzez wprowadzenie ich w stan anergii czy akty-
Wacje procesow apoptozy.

Nasuwa si¢ wigc idea, iz terapeutyczna blokada punktéw kontrolnych
uktadu odpornosciowego, m.in. PD-1, CTLA-4, moze by¢ potencjalng me-
todg na zwigkszenie i wzmocnienie odpornosci przeciwnowotworowej B8,
Na rycinie 2. przedstawiono wplyw, jaki wywiera mikrosrodowisko guza lite-
go na dzialanie komérek stosowanych w terapii CAR-T.
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Rycina 2. Schemat obrazujacy wplyw mikro$rodowiska guza na dzialanie limfocytéw T zmo-
dyfikowanych receptorem chimerycznego antygenu (CAR) 1,

3.2. Migracja limfocytéw

Aby komérki CAR-T mogly si¢ zwiazaé z docelowymi antygenami na
komoérkach guza, musza najpierw dotrze¢ do obszaru objgtego nowotworem.
W nowotworach hematologicznych komérki CAR-T fatwo docieraly i napo-
tykaly komérki nowotworowe ze wzgledu na ich rozmieszczenie w organi-
zmie. W przypadku guzéw litych napotyka si¢ problemy w procesach migracji
komoérek do guza i inflitracji. Wspomniane wezesniej chemokiny CXCLI,
CXCL5, CXCL12, ktére sa wydzielane przez komérki guza blokuja réwniez
dostep i uniemozliwiaja komérkom CAR-T przenikanie do wnetrza guza 172,
Dodatkowo na limfocytach T stwierdza si¢ brak odpowiednich receptoréw
dla chemokin, co takze utrudnia im infiltracj¢ do obszaru zajetego przez no-
wotwér. Rodzi si¢ tu perspektywa dla rozpoczecia badan, w ktérych nalezy
zmodyfikowaé komérki T, w taki sposéb, aby dochodzito na nich do ekspresji
receptoréw dla chemokin, odpowiednio dopasowanych do chemokin wydzie-
lanych przez komérki guza ),
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Niektére badania donosza, ze komérki skierowane przeciwko nowotwo-
rowi zaczynaja migrowac réwniez do innych narzadéw, jak pluca czy watroba.
Przyczyna ostabionego transportu komérek nie jest do korica jasna, poniewaz
moze by¢ wynikad z dzialania zaréwno limfocytéw, jak i guza, rozwoju barier

chroniacych komérki nowotworowe, a takze moze by¢ wieloczynnikowa 1062,
3.3. Specyficzno$é antygenu

Charakterystyczng cecha guzéw litych jest ich niejednorodnos¢. Przy za-
stosowaniu terapii CAR-T problemem staje si¢ wiec wybdr odpowiednich,
docelowych antygenéw, przeciwko ktérym beda skierowane komérki CAR-
-T. Tworzenie si¢ guzéw litych jest wynikiem dzialania jednoczesnie wielu
mutacji, co nadaje im cech¢ heterogenicznosci. W nastgpstwie czego powstaly
guz moze charakteryzowa¢ si¢ unikatowym ukladem antygenéw zwiazanych
z guzem (ang. tumor associated antygenes, TAA), ktére beda wykazywaé zréz-
nicowang ekspresje na powierzchni komérek w réznych klonach. ,Hetero-
geniczno$¢ nowotworu powoduje, ze cel immunoterapii staje si¢ specyficzny
tylko dla czgsci komérek nowotworowych, co pogarsza rokowanie pacjenta
i zwieksza czesto$¢ nawrotdw i przerzutéw nowotworu” 41,

Dodatkowo wiele antygenéw, ktére moga ulega¢ ekspresji na komér-
kach nowotworowych, moga réwniez by¢ obecne na zdrowych tkankach,
np. marker PRAME charakterystyczny dla czerniaka, obecny jest takze na
komérkach nadnerczy czy endometrium ). W nastgpstwie tego skierowana
terapia CAR-T moze wywolywa¢ dzialania niepozadane 1“4,

Wynika z tego fakt, iz najlepszym sposobem na zapobieganie niezamie-
rzonemu uszkadzaniu zdrowych komorek i tkanek, jest projektowanie komé-
rek CAR-T celowanych w antygeny, stanowiace markery jedynie dla komo-
rek ztoliwych guza. Przykladem tego jest swoisty antygen blonowy gruczotu
krokowego (ang. prostate-specific membrane antigen, PSMA), ktéry uwaza sig,
ze obecny jest na komorkach prostaty objetych nowotworem i $rédblonku
niektérych naczyn guza, a w dodatku nie stwierdza si¢ go na komérkach

w prawidlowym ukladzie naczyniowym, co czyni go idealnym celem dla im-
munoterapii CAR-T ),

4. Podsumowanie

Wszystkie badania prowadzone nad zastosowaniem terapii CAR-T nie-

watpliwie potwierdzajg zalozenie, ze jest to innowacyjna forma terapii, ktéra
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moze wnie$¢ wiele dobrego do immunoterapii nowotworéw. Wyniki prze-
prowadzonych préb przedklinicznych i klinicznych m.in. glejaka wielopo-
staciowego czy jelita grubego daja obiecujaca perspektywe oraz alternatywe
dla obecnego leczenia nowotworéw z tej grupy. Jednak, aby mozliwe bylo
wprowadzenie tej immunoterapii do praktyki klinicznej, nadal konieczne sg
dalsze badania, ktére umozliwia catkowite wyeliminowanie zagrozen i ogra-
niczeni, w tym zmniejszenie ograniczajacego dzialania mikrosrodowiska guza
czy migracji limfocytéw. Nadrzednym celem badan obecnie jest rozpoznanie
najbardziej wlasciwego antygenu dla danej choroby nowotworowej i skiero-
wanie na niego zsyntezowanych komérek CAR-T. Taka strategia pozwoli na
uzyskanie o wiele lepszej skutecznosci i efektywnosci dziatania immunoterapii

i by¢ moze w przysztosci pozwoli na wprowadzenie jej do leczenia klinicznego.
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Abstrakt: Rak jajnika stanowi wyzwanie dla wspélczesnej ginekologii onkologicznej ze wzgle-
du na pézna wykrywalnos¢, sktonnos¢ do nawrotdéw oraz rozwijania chemioopornosci. Pomoc-
na w przezwycigzeniu tych probleméw moze okaza¢ si¢ immunoterapia, ktéra jednak posiada
pewne ograniczenia ze wzgledu na wybitnie supresorowe mikrosrodowisko guza nowotworo-
wego jajnika. Obecnie prowadzonych jest wiele badaii nad wykorzystywaniem metod z nia
zwigzanych m.in. terapie nacelowane na interleuking 6 czy stosowanie szczepionek, uczula-
jacych uklad odpornosciowy na antygeny nowotworowe. Inne, np. bewacyzumab, ktéry jest
przeciwcialem monoklonalnym wiagzacym VEGEF, czy inhibitory PARP stosowane u pacjentek
z mutacjg genéw BRCA1/BRCA2, nalezg juz do standardéw leczenia. Nie tylko leczenie, ale
takze nowoczesne i nieinwazyjne metody diagnostyki sa rozwijane, takie jak biopsja plynna,
ktéra umozliwia wykrywanie, w procesie analizy krwi obwodowej, charakterystycznych sktad-
nikéw (ctDNA, cfDNA, CTCs, TEPs, egzosomy) uwalnianych przez komérki nowotworowe.
Immunoterapia stanowi przyszlos¢ leczenia wielu nowotwordw, w tym réwniez raka jajnika.

Stowa kluczowe: rak jajnika, biopsja plynna, immunoterapia, inhibitory PARP

Abstract: Epithelial ovarian cancer is a challenge for modern oncological gynecology because of
late detection, tendency to recurrence and the development of chemoresistance. Immunother-
apy may be helpful in overcoming these problems, however it has some limitations due to the
extremely suppressor tumor microenviroment. Currently, many studies are being conducted
on the use of these methods, e.g. therapies targeting interleukin 6 or the use of vaccines that
sensitize the immune system to cancer antigens. Others, e.g. bevacizumab, which is a mono-
clonal antibody binding VEGF, or PARP inhibitors used in patients with BRCA1/BRCA2

gene mutations, are already a part of the treatment standards. Not only treatment, but also
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modern and non-invasive methods of diagnostics are being developed, such as liquid biopsy,
which makes it possible to detect, in the process of peripheral blood analysis, characteristic
components (ctDNA, cfDNA, CTCs, TEPs, exosomes) released by cancer cells. Immunother-
apy represents the future of treatment for many cancers, including epithelial ovarian cancer.

Keywords: epithelial ovarian cancer, liquid biopsy, immunotherapy, PARP inhibitors

1. Wstep

Rocznie w Polsce na raka jajnika zapada okolo 3,5 tysi¢ccy kobiet. Byt
on piatym co do czgstosci wystgpowania nowotworem wsrdd Polek w 2018
roku wedtug Krajowego Rejestru Nowotworéw (KRN) 1. Jest takze najgorzej
rokujacym nowotworowym schorzeniem ginekologicznym — na 5-letnie prze-
zycie moze liczy¢ nieco ponad 40% pacjentek, co wynika najczeéciej z pédz-
nej diagnozy, ktdrej przyczyna moga by¢ niespecyficzne objawy takie jak bdl
brzucha, powig¢kszenie jego obwodu czy problemy ze strony uktadu pokarmo-
wego, z ktérymi kobiety zglaszajq si¢ do lekarza. Réwniez nawroty choroby
sa bardzo czeste, co czyni t¢ chorobg przewlekly w przypadku wielu kobiet.

Do czynnikéw zwigkszajacych ryzyko rozwoju tego nowotworu nalezy
m.in.: wezesne rozpoczecie miesigczkowania, endometrioza, pdzno wystepu-
jaca menopauza, otylo$¢ czy dziedziczne mutacje w genach BRCA1 i BRCA2
(mutacje dotycza okolo 15% chorujacych) 12\, Zauwazono korelacje miedzy
liczba owulacji w ciagu zycia a czgstoscia wystgpowania raka jajnika, jako ze
dtugotrwale karmienie piersia, posiadanie dzieci, péZne wystapienie pierwszej
miesiaczki czy wezesne wystapienie menopauzy, a wige czynniki zmniejszajace
liczbg owulacji w ciagu zycia, zmniejszaja réwniez ryzyko zachorowania P,

Komérki jajnika, ulegajace procesowi nowotworzenia, wywodza si¢ naj-
czgéciej z komébrek nablonkowych pokrywajacych gonade - 85-95% przypad-
kéw (wedlug Polskiego Towarzystwa Ginekologii Onkologicznej (PTGO)
jest to ponad 95% diagnozowanych nowotworéw). Moga réwniez pochodzi¢
z komérek zrebu (5-8%) i komérek rozrodczych (3-5%) 4.

2. Rak jajnika — diagnostyka i leczenie standardowe
2.1. Diagnostyka

Rak jajnika jest choroba, ktéra nie daje objawéw patognomonicznych,
dlatego rozpoznanie choroby jest bardzo trudne, o czym $wiadczy fakt,
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ze okoto 70% pacjentek rozpoczyna leczenie bedac juz w III lub IV stadium
zaawansowania choroby ©. Taki stan wplywa na ogélne zle statystyki tego
nowotworu. W diagnostyce standardowo przeprowadza si¢ ginekologiczne
badanie palpacyjne: transwaginalne (przezpochwowe) oraz transanalne (prze-
zodbytnicze). Charakteryzuja si¢ one niska czuloscia i swoistoscia — guz o ma-
tych rozmiarach nie jest zwykle wykrywany, dodatkowo wiele wyczuwalnych
zmian ma charakter nieztosliwy. Podstawowym dzialaniem diagnostycznym
jest wykonywanie USG przezpochwowego jajnikéw (ryc. 1, ryc. 2) oraz jamy
brzusznej oraz dodatkowo wykonanie badania dopplerowskiego.

Kolejna procedura diagnostyczng jest biopsja aspiracyjna cienkoiglowa
celowana (BACC), ktéra polega na pobraniu materialu cytologicznego po-
przez naklucie guza cienka igla przy miejscowym znieczuleniu, pod kontrolg
badania obrazowego, najczesciej USG. Oprécz tego wykonuje si¢ oznaczanie
markera CA-125 we krwi, ktdry po raz pierwszy zostal wykorzystany do dia-
gnostyki nablonkowego nowotworu jajnika w 1983 r.

CA-125 jest glikoproteing, kodowang przez gen MUC19, ktéry znajduje
si¢ na chromosomie 19. Prawidlowo ulega ekspresji na komérkach nablonko-
wych jajnika, jajowodu, otrzewnej, oplucnej, osierdzia, okreznicy, nerek oraz
zoladka [,

Bast i in. przeprowadzili badanie w 1983 r., w ktérym podwyzszone
stezenie CA-125 w surowicy (> 35 U/ml) wystepowato u 82% pacjentek z ra-
kiem jajnika, 28,5% pacjentek z nowotworami nieginekologicznymi, takimi
jak nowotwor trzustki, pluc, piersi, jelita grubego i 6% pacjentek z tagodny-
mi zmianami, takimi jak torbiele jajnika 7). Podwyzszone st¢zenie CA-125
réwniez obserwuje si¢ w przebiegu innych nowotworéw ginekologicznych,
np. w gruczolakoraku endometrium i w raku szyjki macicy. CA-125 moze
wzrasta¢ réwniez w warunkach fizjologicznych tj. w czasie menstruacji,
w pierwszym trymestrze ciazy a takze w okresie poporodowym.

Funkcja CA-125 nadal nie jest do korica jasna. Najnowsze badania jed-
nak wskazuja, ze glikoproteina ta moze odgrywac role w odpornosci komor-
kowej i hamowa¢ odpowiedz cytotoksyczng komérek NK ®. W warunkach
fizjologicznych glikoproteina ta nie przedostaje si¢ do krwioobiegu z powodu
obecnosci komplekséw taczacych ja z komérka.

CA-125 wykrywa si¢ za pomoca badai tkankowych lub za pomoca te-
stéw serologicznych. Marker ten moze by¢ obecny w plynach ustrojowych
takich jak plyn oplucnowy, otrzewnowy oraz plyn wypelniajacy torbiel jaj-
nika. Prébek do badania nie nalezy pobiera¢ przed lub w trakcie menstruacji,

gdyz fizjologiczny wzrost tego markera moze dawa¢ wynik falszywie dodatni.

78



J. KONIECZNY, Z. KOLANKO, N. KRAUZOWICZ, P. KRUPA, A. KOTAPKA, M. KULWICKA

Réwniez nie powinno si¢ przeprowadza¢ oznaczania markera do 2 tygodni
od operacji, gdyz w zwiazku z uszkodzeniem tkanek, poziom tego antygenu
moze wzrosnaé, dajac wynik falszywie dodatni.

CA-125 wykazuje niska swoisto$¢ (zwlhaszcza wérdéd kobiet z endome-
trioza, miesniakami macicy lub bedacych w ciazy) i niska czulo$¢ (co spo-
wodowane jest jego podwyzszeniem jedynie u polowy pacjentek z wezesnym
stadium choroby) ¥\ Inne badania, przeprowadzone wsréd kobiet w wicku
pomenopauzalnym wykazaly, ze test ma czuto$¢ od 69 do 87% i swoisto$¢ od
81 do 93%. Natomiast u kobiet przed menopauza, czulos¢ wynosita od 50
do 74%, a swoisto$¢ od 69 do 78% ") Za gbrna granicg normy przyjmuje
sie stezenie 35 U/ml.

Przerzuty w raku jajnika objawiaja si¢ obecnoscia ptynu w jamie brzusz-
nej oraz ptynu w jamie optucnej. W przypadku podejrzenia przerzutéw, zleca
si¢ wykonanie badania tomografii komputerowej (TK) miednicy oraz jamy
brzusznej a takze RTG klatki piersiowej. W przypadku wodobrzusza, wyko-
nuje si¢ punkcj¢ jamy otrzewnej z pobraniem plynu w celu przeprowadzenia
badania cytologicznego.

Jednym z zaleceri diagnostycznych jest réwniez obliczenie indeksu ryzy-
ka raka jajnika (ang. risk of malignancy index RMI) przy obliczaniu ktérego
bierze si¢ pod uwage trzy skfadniki: warto$¢ stezenia CA-125, indeks USG

(U) oraz stan menopauzalny (M). Wskaznik RMI obliczany jest ze wzoru
RMI = U x M x CA- 125. Przy wyniku RMI powyzej 200, zaleca si¢ skiero-

wanie pacjentki do odpowiednich o$rodkéw zajmujacych si¢ leczeniem nowo-
11]

twordw ztosliwych jajnika !

Rycina 1. Zdjecie ultrasonograficzne prawidlowego prawego jajnika bez pecherzykéw 2.
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s af

Rycina 2. Zdjecie ultrasonograficzne guza jajnika o $rednicy 17 cm 2.

2.2. Leczenie standardowe

Podstawowe leczenie raka jajnika obejmuje terapi¢ skojarzona: opera-
¢je cytoredukeyjna w celu usuniecia guza badz zmniejszenia jego masy oraz
chemioterapig. W przypadku I i II stadium zaawansowania choroby, standar-
dem jest histerektomia (usunigcie macicy) i obustronne wycigcie przydatkéw.
U niektdrych pacjentek w wieku przedmenopauzalnym, z planami rozrodczy-
mi, stosuje si¢ leczenie oszczedzajace, polegajace na usunigciu jedynie jajnika,
na ktérym wystepuje zmiana nowotworowa (pod warunkiem, ze nie wyste-
puje naciek jego torebki), w celu zachowania plodnosci. W przypadku III
i1V stadium zaawansowania nowotworu, dokonuje si¢ catkowitej cytoredukgji,
w celu usunigcia wszystkich widocznych, makroskopowych zmian. Stosuje sig
réwniez operacje tzw. odroczone, ktdre nastepuja po 3 lub 4 cyklach chemii,
aby guzy nowotworowe ulegly zmniejszeniu i mozliwe bylo ich usuniecie.

Obecny standard leczenia w przypadku chemioterapii opiera si¢ na po-
dawaniu chemii dwulekowej zawierajacej cisplatyng z paklitakselem lub kar-
boplatyng z paklitakselem.

Rak jajnika ma duza tendecj¢ do nawrotéw. Dodatkowo, u wielu pacjen-
tek ze wznowa, rozwija si¢ platynooporno$¢, co sprawia, ze leczenie pierwsze-
go rzutu nie jest juz tak skuteczne jak pierwotnie. Rokowania u tych chorych
sa bardzo zte. PTGO zaleca, aby takie pacjentki byly zachg¢cane do udziatu w
badaniach klinicznych, w celu rozwiniecia nowych metod leczenia 3. Obec-
nie na $§wiecie prowadzone sa badania nad wykorzystaniem m.in. immunote-

rapii, ktéra daje obiecujace efekty np. w leczeniu czerniaka 4.
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3. Innowacje w diagnostyce nowotworu jajnika — biopsja ptynna "

Konwencjonalne metody diagnostyczne, takie jak biopsja tkankowa czy
tez metody serologiczne, jak wykrywanie biomarkeréw m.in. CA-125, maja
ograniczone zastosowanie kliniczne. Biopsja ptynna jest nowa metoda diagno-
styczng polegajaca na wykrywaniu charakterystycznych skladnikéw uwalnia-
nych przez nowotwér do krazenia obwodowego. Do sktadnikéw tych naleza
m.in. krazace nowotworowe DNA (ang. circulating tumour DNA ctDNA),
krazace komérki nowotworowe (ang. cirtulating tumor cells CTCs), bezko-
moérkowe RNA (ang. cell-free mRNA ¢fRNA), TEPs (ang. tumor educated
platels TEPs) oraz egzosomy. Skiadniki te moga by¢ uwalniane z komérek
guza w wyniku sekrecji lub rozpadu komérek w procesie apoptozy badz
nekrozy. Daja one pelny obraz schorzenia i maja zastosowanie diagnostyczne
oraz prognostyczne. Coraz wigcej jest dowoddw, wskazujacych na to, ze biop-
sja ptynna moze w znaczacy sposéb poprawic efekty leczenia klinicznego raka
jajnika. Omawiana metoda diagnostyczna pozwala na wczesne rozpoznanie
choroby, jeszcze przed wystapieniem objawdéw. Zaleta biopsji plynnej jest
réwniez wezesniejsze wykrywanie ewentualnych nawrotéw choroby oraz do-

kladniejsze monitorowanie leczenia.
3.1. CTCs

To komérki nowotworowe, oddzielone od ogniska pierwotnego, ktére
znajduja si¢ i kraza we krwi obwodowej. Opracowano wiele metod izolacji
CTCs opartych na ich whasciwo$ciach fizycznych (tj. na rozmiarze, gestoscei, fa-
dunku elektrycznym oraz zdolnosciach inwazyjnych), biologicznych (tj. pozy-
tywnych markerach nablonkowych, negatywnych markerach krwiotwérezych).
Mozliwos¢ wykrycia CTCs we krwi ma wazne znaczenie prognostyczne, gdyz
pozwala na identyfikacje potencjalnych mikroprzerzutéw, heterogenicznosci
guza, zmian przednowotworowych oraz na obserwacj¢ ewolucji nowotworu
w czasie. Wykrycie CTCs z prébek krwi stanowi pewng trudnos¢ ze wzgledu
na niskie stezenie tych komérek - okoto 1 CTC na 1 000 000 krazacych
komérek we krwi. Po odlaczeniu z guza, CTCs ulegaja przejsciu epitelial-
no-mezenchymalnemu (ang. epithelial-mesenchymal transition EMT), czyli
fenotypowej transformacji prowadzacej do zmiany ich polarnoséci, morfologii
i markeréw komérkowych (np. dochodzi do ekspresji czasteczki adhezyjnej
komoérek nablonkowych; ang. epithelial cell adhesion molecule EpCAM),

w celu uzyskania zdolnosci do migracji i zwigkszonej inwazyjnosci. W wyniku
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tego procesu, CTCs sg zdolne do pokonania bariery jaka stanowi $rédblonek
naczyn krwiono$nych. Komorki, ktére przeszly do krwiobieg, ulegaja
w wigkszosci apoptozie lub nekrozie z powodu m.in. rozpoznania przez uklad
immunologiczny. Tylko niektére unikaja $mierci, przez zwigkszone wydzie-
lanie czynnikéw wzrostu, zmniejszenie ilosci receptoréw $mierci czy nadeks-
presj¢ ligandéw antyapoptycznych. Dodatkowo, CTCs zapobiegaja aktywacji
komérek NK i limfocytéw T poprzez zaprogramowang produkeje ligandu
$mierci PD-1. Unikaja one réwniez fagocytozy przez makrofagi, poprzez
zwickszenie ekspresji czasteczek CD47 na swej powierzchni.

Obecnie do izolacji CTCs wykorzystywany jest CellSearch - urzadzenie
pozwalajace na izolacj¢ komérek nowotworowych, dzigki zastosowaniu powi-
nowactwa immunologicznego. Wykrywa ono CTCs w oparciu o pozytywna
ekspresje czasteczki EpCAM. Niestety, zastosowanie CellSearch w nowotwo-
rze jajnika moze by¢ ograniczone z powodu niskiej ekspresji EpCAM przez
komérki nowotworowe. Dodatkowo, w badaniach z udzialem nowozdiagno-
zowanych kobiet z nowotworem zlosliwym jajnika i pacjentek ze wznowa,
nie znaleziono zaleznosci migdzy liczebnoscia CTCs a obrazem klinicznym
choroby ", W kolejnych badaniach réwniez zanotowano niski poziom eks-
presji EpCAM w przypadku nablonkowego nowotworu jajnika (ang. epithe-
lial ovarian cancer EOC) 7. Ograniczenia te czg$ciowo ominigto, opraco-
wujac alternatywne dzialanie, oparte o rézne biofizyczne wlasciwosci CTCs
(m.in. wielko$¢, potencjal inwazyjny). Zastosowano metod¢ zwang wzbo-
gaceniem CanPatrol, w ktérej CTCs byly filtrowane przez porowate mem-
brany o $rednicy 8 pm i wykrywane za pomocg hybrydyzacji RNA in situ
(RNA - ISH). Subpopulacje CTCs zidentyfikowano, wykorzystujac epitelial-
ne (EpCAM, CK8/18/19), mezenchymalane (vimentin i Twist) oraz nablon-
kowo-mezenchymalne markery hybrydowe '8

Do nowatorskich metod nalezy réwniez wykorzystywanie unikalnych
whasciwosci CTCs, ktére maja zdolno$¢ ,,atakowania” i pobierania czasteczek
adhezyjnych macierzy (ang. cell adhesion molecules CAM), podczas gdy nie-
nowotworowe komérki lub martwe komérki nowotworowe nie posiadaja tej
umiejetnosci 1. Wykorzystano test inwazji komérek, ktéry wzbogaca i iden-
tyfikuje komérki w oparciu o inwazjec CAM (CAM+) i ekspresje standardo-
wych markeréw nablonkowych (Epi+) u 71 pacjentek z podejrzeniem nowo-
tworu. Badania te wykazaly znacznie wyzsza $rednia liczbe CTCs u pacjentek
w stadium III/IV wynoszaca 43,3 CTC/ml krwi, w poréwnaniu do 6 CTC/
ml u pacjentek w stadium I/II oraz 0 CTC/ml u kobiet ze zmianami tagodny-

mi. Inwazyjne CTCs mozna wykry¢ u wickszosci pacjentek z rakiem jajnika,
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ponadto wyzsza liczba CTCs moze wskazywa¢ na pézniejsze stadium choroby.

Inne, nowoczesne techniki s oparte o powinowactwo immunologiczne,
skierowane w strong kilku ligandéw jednoczesnie (m.in. EpCAM, receptor
kwasu foliowego alfa, receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu
2) oraz nanoczasteczki skoniugowane z przeciwcialem przeciw mucynie 1
(MUCT) 20211,

Pomimo wielu nowatorskich metod oznaczania CTCs, ich niskie ste-
zenie w krazeniu obwodowym nadal stanowi pewne wyzwanie. Dlatego ko-
nieczne sa dalsze badania, ktére pozwolityby zoptymalizowa¢ wykrywanie
oraz izolacj¢ tych komérek w raku jajnika.

3.2. ctDNA

W warunkach fizjologicznych osocze zawiera cfDNA (cell free DNA),
czyli bezkomérkowe DNA, pochodzace z komérek, kedre ulegly apoptozie
lub nekrozie. Znaczacy wzrost cfDNA obserwuje si¢ w wyniku uszkodzenia
tkanek, intensywnego wysitku fizycznego, ogdlnoustrojowego zakazenia or-
ganizmu, po radioterapii, a takze podczas ciazy. DNA pochodzenia nowo-
tworowego obecne w osoczu, oznacza si¢ jako ctDNA. Nowotwory zawieraja
unikalne zmiany genetyczne, pozwalajace na odréznienie ctDNA od cfDNA.
Popularna hipoteza zakladata, ze duza cz¢$¢ cfDNA jest uwalniana z komé-
rek, ktére zostaly zniszczone w wyniku niedotlenienia, w mikrosrodowisku
guza nowotworowego (ang. tumor microenviroment TME). Ostatnie bada-
nia potwierdzily, ze poziom cfDNA we krwi jest wyzszy u pacjentek z rakiem
jajnika (180 ng/ml, przy czym u zdrowych kobiet: 30 ng/ml). Oznaczanie
cfDNA moze stuzy¢ jako narzedzie diagnostyczne w przypadku tego scho-
rzenia - analiza genomowa ctDNA moze dostarczy¢ cennych informacji pro-
gnostycznych i predykeyjnych. W poréwnaniu do CTCs, stezenie ctDNA
w osoczu jest duzo wyzsze, a wigc i fatwiejsze do oznaczenia w biopsji plyn-
nej. Analiza ctDNA w osoczu polega na identyfikacji specyficznych dla dane-
go nowotworu mutacji przy wykorzystaniu réznych technologii: cyfrowego
PCR (ang. Digital polymerase chain reaction dPCR) oraz sekwencjonowania
nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing NGS). Analiza ctDNA
moze by¢ rowniez wykorzystywana do identyfikacji specyficznych wzorcéw
metylacji nowotworu u pacjentéw z rakiem jajnika, przy uzyciu technik ta-
kich jak PCR specyficzny dla metylacji (ang. methylation-specific PCR MSP),
test metylacji za posrednictwem mikromacierzy, sekwencjonowanie wodoro-

siarczanu o zmniejszonej reprezentacji (ang. reduced representation bisulfite
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sequencing RRBS), ukierunkowane sekwencjonowanie wodorosiarczanowe
o bardzo wysokim pokryciu (ang. targeted ultra-high coverage bisulfite
sequencing TUC-BS), PCR specyficzne dla metylacji w czasie rzeczywistym
(ang. real-time methylation specific PCR RT-MSP) i multipleksowe zagniez-
dzone metylowane specyficzne PCR (ang. multiplex nested methylated spe-
cific PCR MN-PCR). Gléwna metodq wykrywania metylowanego ctDNA
w surowicy pacjentéw z rakiem jajnika jest PCR MSP. Granica wykrywal-
nosci tego badania wynosi 0,01%, z wysoka czuloscia (>85%) i swoistoscia
(>90%) dla detekgji réznie metylowanych ccDNA 129,

Pomimo tego, ze analiza ctDNA z osocza jest najbardziej preferowang
obecnie metoda, to nadal poszukiwane sg alternatywy. Obecnie ocenia si¢
przydatno$¢ wymazéw z szyjki macicy w diagnostyce raka jajnika i macicy.
Przeprowadzano takze badania prébek pochodzacych z ptukania jamy macicy
i jak dotad ich analiza wskazala, ze moga stanowi¢ realng metod¢ wezesnego
diagnozowania raka jajnika. Zaczeto takze opracowywaé nowe techniki opar-
te na prébkach moczu czy prébkach z pochwy, ktdre potencjalnie mogg by¢
wykorzystywane do oceny ctDNA. Metody te wciaz wymagaja badani w celu

wykazania ich przydatnosci diagnostycznej 5.
3.3. cfRNA

Bezkomérkowe RNA, obecne w surowicy czy innych plynach ciata, sta-
nowi zrédto wiedzy na temat danego nowotworu. Ich warto$¢ diagnostyczna
oraz prognostyczng wykazano w wielu badaniach. W 2008 roku przeprowa-
dzono badanie, w ktérym wykazano wyisze stezenie 8 egzosomalnych miR-
NA w surowicach pacjentek z rakiem jajnika w poréwnaniu do préby kon-
trolnej. Natomiast nie okreslono zwiazku miedzy stezeniem tych czasteczek
a stopniem zaawansowania choroby 2.

Odkrycia te zostaly uwierzytelnione kilkoma innymi badaniami, potwier-
dzajacymi, ze st¢zenie miRNA w surowicy pacjentek chorujacych na raka jaj-
nika jest wyzsze w poréwnaniu z surowicg kobiet z fagodnymi nowotworami
gonady. W kolejnych analizach odkryto, ze rézne poziomy ekspresji miRNA-
-200c koreluja ze stopniem zaawansowania raka jajnika, przy czym bardziej
zaawansowane guzy majg nizsze poziomy miRNA-200c i wyzsze miRNA-141
231\ kolejnych latach przeanalizowano siedem egzosomalnych miRNA
(miRNA-21, -93, -141, -145, -200a, -200b oraz -200c) surowicy. Zauwa-
zono, ze miRNA —145, -200a i - 200b wystepuja w zbyt niskim stezeniu

w surowicy, aby mogly spelnia¢ rolg serologicznych biomarkeréw. W badaniu
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tym jednak potwierdzono, ze miRNA-200c i miRNA-145 sa najbardziej spe-
cyficznymi i wrazliwymi markerami dla réznych stadiéw raka.

cfRNA posiada ogromny potencjal diagnostyczny oraz prognostyczny.
Jednak nadal obecne sa pewne ograniczenia, ktére uniemozliwiaja wprowa-
dzenia tej metody diagnostycznej na szersza skale. Naleza do nich m.in. trud-
niejsza izolacja w poréwnaniu z ctDNA, niestabilna czasteczka RNA, a przez

to brak metod, ktére pozwolilby stosowac ta metode w warunkach klinicznych.
3.4. TEPs (ang. tumour educated platelets)

Plytki krwi w TME w znaczny sposéb wplywaja na jego rozwdj. Po-
twierdzono, ze trombocytopenia lub trombocytoza majg znaczacy wplyw na
zke rokowanie pacjentek z rakiem jajnika. ,,Edukacja plytek krwi”, oznacza
transfer réznych biomolekul z komérek nowotworowych do wnetrza plytek
krwi, co powoduje zmiang profilu RNA trombocytéw. Kluczowymi zaletami
oznaczania TEPs, jako markeréw nowotworowych, jest ich wysoka liczebnos¢,
fatwo$¢ izolacji oraz wysoka jako$¢ uzyskanego RNA. TEPs posiadaja dyna-
miczny profil mRNA, ktdrego analiza dostarcza wielu uzytecznych informacji
diagnostycznych w raku jajnika. Poprzez sekwencjonowanie RNA, zbada-
no potencjat diagnostyczny TEPs u pacjentéw onkologicznych i wykazano,
ze dzigki oznaczaniu tego markeru, mozliwe jest odréznienie oséb z nowo-
tworem od populacji zdrowej z dokladnoscig 96%. Ponadto, dzigki analizie
materialu pochodzacego z TEPs mozna okredli¢ pierwotne ognisko nowo-
tworu z dokladnoscia 71% oraz z precyzyjnoscia 80% odrézni¢ wezesne sta-
dium nowotworu od fagodnych patologii .. Analiza TEP z komplementarna
analiza ctDNA lub CTC moga stanowi¢ podstawe diagnostyczna onkologii

w przysztosci.
3.5. Egzosomy

Egzosomy to pecherzyki zewnatrzkomérkowe o $rednicy 30-100 nm,
otoczone dwuwarstwa fosfolipidows. Sq uwalniane z wickszosci komérek eu-
kariotycznych, a takze z komérek nowotworowych. Zawieraja rézne kategorie
bialek m.in. biatka biorace udzial w prezentacji antygenéw (MHC klasy I lub
I1, CD1), biatka cytoszkieletu (tubuling, aktyne, filamenty aktynowe), biatka
cytoplazmatyczne, bialka zwiazane z transdukejg sygnatu (kinazy biatkowe,
biatka G), biatka szoku cieplnego (HSP 70, HSP 90), jak réwniez niekté-
re bialka pochodzace z komérek guza nowotworowego (ligand Fas - FasL).

85



IMMUNOTERAPIA - PRZYSZEOSC LECZENIA RAKA JAJNIKA...

Oprécz bialek, egzosomy zawieraja kwasy nukleinowe tj. DNA, mRNA, miR-
NA i nieckodujace RNA, ktére poprzez modulowanie ekspresji i translacji in-
nych bialek, odgrywaja role w angiogenezie, egzocytozie oraz nowotworzeniu.
Ich skladnikiem s takze lipidy, ktére utrzymuja strukture pecherzyka i moga
odgrywa¢ role czasteczek sygnatowych. Podstawowym zadaniem egzosoméw
jest transport molekul, przez co odgrywaja wazna role w procesie komunika-
¢ji migdzykomérkowej, maja zdolnos¢ do indukowania sygnatu, prezentacji
antygenéw, ale réwniez wplywajg na regulacj¢ immunologiczna, co jest szcze-
gblnie istotne dla komérek nowotworowych. Oprécz tego wspieraja inwa-
zj¢ nowotworows, dzigki zawartym w sobie czasteczkom (miRNA-200 oraz
miRNA-222-3p) oraz w znacznym stopniu odpowiadaja za opornos¢ na le-
czenie, dzigki obecnosci miRNA-21 oraz aneksyny A3, wykrytej takze w pe-
cherzykach wywodzacych si¢ z opornych na leczenie nowotworéw jajnika 1.

Egzosomy s3 bardzo obiecujacym narzedziem diagnostycznym. Obficie
wystepuja w surowicy i innych plynach ciala, a ich pobranie jest mato inwa-
zyjne lub nieinwazyjne. Sg takze czasteczkami bardzo stabilnymi i odpornymi
na wszelkie oddziatywania zewngtrzne, przez wiele miesigcy czy tez lat. Bio-
molekuly przenoszone przez nie, s specyficzne dla danego guza i koreluja
z zaawansowaniem choroby i rokowaniem. W poréwnaniu z egzosomami
pochodzacymi z fagodnych zmian w jajnikach, egzosomy z raka jajnika zawie-
raja znacznie podwyzszony poziom TGF-B1 i antygenu zwiazanego z czernia-
kiem (MAGE3 i MAGEOG), ktére sa potencjalnymi markerami do odréznie-
nia nowotworéw tagodnych od ztosliwych. W innych badaniach wykazano
zalezno$¢ migdzy poziomem ekspresji biatka (Claudin 4) w pecherzykach
pochodzacych z komérek rakowych a stadium zaawansowania choroby. Po-
nadto, profil miRNA egzosoméw dostarcza wiele wartosciowych informacji
diagnostycznych. Ostatnie badania udowadniaja, ze w przebiegu raka jajnika
obserwuje si¢ podwyzszony poziom miRNA-21, miRNA-141, miRNA-200a,
miRNA-200b, miRNA-200c, miRNA-203, miRNA-205 i miRNA -214
w surowicy krwi pacjentek.

Pomimo potencjalnej warto$ci oznaczania egzosoméw w diagnostyce, na-
dal istnieje wiele probleméw m.in natury technicznej. Najwicksza przeszkoda
sa ograniczenia metod izolacji czystych egzosoméw. Ostatnio zgromadzone
dane sugeruja, ze specyficzny stan mikro§rodowiska nowotworowego wplywa
znaczaco na ilo$¢ i zawarto$é egzosoméw, a na ich wydzielanie wplywa wiele
czynnikéw: stres, niedotlenienie, rodzaj nowotworu. Dlatego nadal potrzebne
sa dalsze badania, ktére moglyby umocni¢ teze¢ praktycznego zastosowania

egzosoméw w diagnostyce.
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3.6. Podsumowanie biopsji plynnej

Postepy technologiczne w obszarze analityki molekularnej w ostatniej
dekadzie, doprowadzily do coraz wigkszego zainteresowania tematem biop-
sji plynnej w diagnostyce. Jednym z gléwnych zalet tego rodzaju biopsiji,
w odréznieniu do biopsji tradycyjnych, jest duzo wczesniejsza wykrywal-
no$¢ nowotworéw, co pozwala na szybsze postawienie diagnozy, wczesniej-
sze rozpoczecie leczenia, a w konsekwencji na uzyskanie lepszych rokowan.
Réwniez pobranie materiatu do badari jest znacznie mniej inwazyjne jako, ze
w tym celu pobierana jest prébka krwi obwodowej, co istotnie zmniejsza ry-
zyko powiklan. Wiedza, na temat potencjalnych markeréw nowotworowych
obecnych we krwi, znaczaco si¢ w ostatnich latach poszerzyta, natomiast ich
oznaczanie nadal sprawia wspélczesnej medycynie wiele trudnosci, ktdre wy-
magaja dalszej pracy i badan.

4. Supresyjne dzialanie komérek nowotworowych

Nowotwory wyksztalcily wiele sposobéw ,,ucieczki” spod regulacji uka-
du odpornosciowego, co sprawia, ze staja si¢ dla niego niezauwazalne. Na-
leza do nich m.in.: generacja zaburzen w prezentowaniu antygenéw nowo-
tworowych limfocytom T, wytwarzanie cytokin o dziataniu supresyjnym na
uktad immunologiczny czy hamowanie aktywacji komérek odpornosciowych,
np. blokowanie czynnosci limfocytéw T CD8+ poprzez interakeje znajduja-
cego si¢ na ich powierzchni receptora PD-1 z jego ligandem PD-L1, znajdu-
jacym si¢ na komoérkach, keére ulegly procesowi nowotworzenia. Poznawanie
mechanizméw interakeji i wplywu komérek nowotworowych na komérki
uktadu odporno$ciowego, pozwala na opracowywanie coraz to efektywniej-
szych i bardziej precyzyjnych metod leczenia np. immunoterapii *°.. Nato-
miast w raku jajnika istnieja pewne ograniczenia w tej metodzie, zwiazane

z intensywnie supresorowym dziataniem TME 7).
4.1. Limfocyty Treg

Limfocyty regulatorowe Treg naleza do komérek uktadu odpornoscio-
wego, ktére hamujg odpowiedz immunologiczng organizmu. Znajduja si¢
w duzym stezeniu w TME i sa podstawowym sposobem ucieczki nowotwo-
ru spod dzialania tego ukladu, ,,wyciszajac” jego funkcjonowanie, poprzez
inhibicj¢ proliferacji efektorowych limfocytéw T oraz hamowanie produkcji
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cytokin. Wytwarzane przez komérki nowotworowe cytokiny, takie jak IL-10
oraz TGF-B, hamuja nasilone reakcje zapalne oraz stymulujg powstawanie
limfocytéw Treg 1. Egzosomy, wydzielane przez komérki guza, zawiera-
ja enzym: 2,3 -dioksygenaz¢ indolaminy (IDO) rozkladajacy tryptofan, ked-
ry jest aminokwasem niezbednym do proliferacji i przezycia limfocytéw T.
Ponadto, podczas metabolizowania tryptofanu powstaje kwas kinureninowy,
ktéry indukuje réznicowanie limfocytéw w limfocyty Treg ).

4.2. Komérki supresorowe pochodzenia mieloidalnego (MDSC)

Komoérki supresorowe pochodzenia mieloidalnego stanowia grupe doj-
rzalych i niedojrzatych komérek szpikowych. Nie wystepuja one u 0séb zdro-
wych, z powodu ich dalszego réznicowania w dojrzate granulocyty, makrofagi
i komérki dendrytyczne. Natomiast u pacjentow onkologicznych, wskutek
obecnosci réznych cytokin, dochodzi do zahamowania réznicowania MDSC
i zwigkszenia ich odsetku w surowicy krwi. Wystepuja w mikrosrodowisku
raka jajnika i wykazuja silne wlasciwosci immunosupresyjne. Wytwarzaja
m.in. cytokiny takie jak: IL-10, transformujacy czynnik wzrostu B (ang. trans-
forming growth factor B TGF - ), enzym IDO czy tez czynnik martwicy
nowotworéw @ (ang. tumour necrosis factor oo TNF-a) 3%\ 2017 roku,
Horikawa i in. wykazali, prowadzac badania na myszach, ze liczba MDSC
zwigksza si¢ w raku jajnika pod wplywem czynnika wzrostu $rédblonka na-
czyniowego (ang. vascular endothelial growth factor VEGF) Y. Czynnik ten,
jest takze wytwarzany przez MDSC, co sprzyja angiogenezie i rozprzestrzenia-
niu nowotworu. Liczba MDSC zwigksza si¢ réwniez pod wplywem cytokin
prozapalnych, wytwarzanych przez komérki guza, np. IL-6 1.

4.3. Makrofagi zwiazane z nowotworem

(ang. tumour assosiated macrophages TAM:s)

TAMs to komérki znajdujace si¢ w mikrosrodowisku guza i odgrywaja-
ce znaczaca role w przetrwaniu i rozwoju komérek nowotworowych. Odpo-
wiadaja za tworzenie immunosupresyjnego Srodowiska nowotworu, poprzez
wydzielanie mediatoréw stanu zapalnego, czynnikéw wzrostu, cytokin, che-
mokin. Wplywaja na angiogenez¢ oraz promuja proces tworzenia si¢ przerzu-
téw. Dodatkowo, odpowiadaja za opornos¢ nowotworu na leczenie 2. TAM
dzieli si¢ na dwa typy fenotypowe o przeciwstawnych funkcjach: M1 i M2
(tab. 1). TAM o fenotypie M1 sa aktywowane klasycznie - przez interferon
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gamma (IFN-y) oraz TNF-a. Wywieraja cytotoksyczne dzialanie w stosun-
ku do komérek nowotworowych. TAM o fenotypie M2 ulegaja aktywacji
pod wplywem: TGF-B, IL-4, IL-13 i promuja rozwdj guza. Makrofagi réz-
nig si¢ réwniez profilem sekrecyjnym - M1 uwalniajg reaktywne formy tlenu,
pSlprodukty azotowe oraz cytokiny prozapalne (IL-1pB, IL-6, IL-12, IL-23 i
TNF), ktére wywieraja dziatanie cytotoksyczne w stosunku do komérek no-
wotworu. Makrofagi M2 wydzielaja gléwnie czynniki wzrostu: naskérkowy
czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor EGF), czynnik wzrostu fibro-
blastéw (ang. fibroblast growth factor FBF), VEGF, kt6re promuja wzrost
oraz angiogenez¢ w obrebie nowotworu. Komérki guza wydzielaja 1L-10,
CCL2/3/4/5/718, CXCL12, VEGF oraz plytkopochodny czynnik wzrostu
(ang. platelet derived growth factor PDGF), ktére wplywaja na réznicowanie
monocytéw w makrofagi o fenotypie M2, dlatego one sa czgsto obserwowane
w tkankach nowotworowych. Przeprowadzono badania, w ktérych zaobser-
wowano, ze podwyzszony stosunek M1/M2 TAM wplywa na zwickszenie
dtugosci zycia o 5 lat ¥¥. W innym badaniu potwierdzono, ze TAM odgrywa-
ja znaczaca role w promowaniu wezesnych przerzutéw raka jajnika do jamy
otrzewnej poprzez wydzielanie EGF B4, Komérki nowotworowe oraz TAM
oddziatuja na siebie wzajemnie. Komérki raka jajnika odgrywaja kluczowa
role w promowaniu polaryzacji komérek TAM M2, natomiast TAM odpo-
wiadaja za oporno$¢ komérek rakowych gonady na cisplatyne.

Tabela 1. Poréwnanie makrofagéw M1 i M2 133,

M1 M2

Dziatanie cytotoksycznie w stosunku do
komérek nowotworowych

Aktywowane przez | IFN-y, TNF-o TGE-B, IL-4, IL-13

Gléwne funkcje Promocja rozwoju guza

reaktywne formy tlenu, pélprodukty azo-

tu oraz IL-1PB, IL-6, IL-12, IL-23 i TNF EGF, FBF, VEGF

Profil sekrecyjny

4.4. Fibroblasty zwiazane z nowotworem
(ang. cancer-assosiated fibroblasts CAFs)

CAFs to fibroblasty obecne w zrgbie guza, odgrywajace wazna role w jego
rozwoju i w opornosci na leki. Komérki te wydzielaja cytokiny prozapalne
. COX-2, CXCL1, CCL5, CXCL11, IL-6, ktdre zwickszaja proliferacje ko-
moérek nowotworowych oraz umozliwiajg przejscie epitelialno-mezenchymalne.

W raku jajnika wyrdznia si¢ 4 subpopulacje fibroblastéw (CAF-S1-CAF-S84),
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ktére zostaly sklasyfikowane na podstawie posiadanych markeréw blonowych:
FAP, 0-SMA, CD29, PDGFRB, FSP1, i kaweoliny 1 (CAV1) 1,

4.5. Adipocyty

Istnieje wiele badari na temat ingerencji otylosci w rozwdj i rokowa-
nia raka jajnika, w ktérych potwierdzono jej negatywny wplyw na przebieg
schorzenia.

Adipocyty wydzielaja cytokiny takie jak, IL-6, IL-8, MCP-1, tkankowy
inhibitor metaloproteinaz-1 (TIMP-1) oraz adiponektyng, majace znaczacy
wplyw na wystapienie przerzutéw oraz progresj¢ choroby 1°°l.

Wykazano réwniez, ze metabolizm lipidéw ksztattuje TME, co moze
wplywad na efektywno$¢ immunoterapii. Strategie leczenia oparte o ta wiedze,

moga potencjalnie zwigksza¢ skuteczno$¢ immunoterapii u pacjentek.
5. Nowotwdr jajnika — immunoterapia i terapia inhibitorami PARP

Immunoterapia jest obecnie preznie rozwijajaca si¢ dziedzing medycy-
ny, zwickszajaca efektywnos¢ leczenia w wielu rodzajach nowotworéw. Na-
tomiast TME raka jajnika jest $rodowiskiem silnie immunosupresyjnym,
co sprawia, ze immunoterapia nie przyniosta do tej pory spektakularnych
efektéw ani zadnego przelomu w przypadku leczenia tego schorzenia. Wigk-
szo$¢ metod jest w fazie badart klinicznych, natomiast inne np. bewacyzu-
mab (przeciwcialo monoklonalne) jest juz jednym ze standardéw leczenia
w krajach zachodnich. Réwniez metody blokujace systemy naprawy DNA ko-
morek nowotworowych, tj. terapia inhibitorami PARP, przyniosly znaczace
osiagnigcia w leczeniu pacjentek z mutacja genu BRCA1/2.

5.1. Terapie nacelowane przeciwko IL-6

Cytokiny sa malymi czasteczkami biatkowymi, do ktérych zaliczamy
m.in. chemokiny, interleukiny i interferony, odpowiedzialnymi za réznico-
wanie, wzrost i proliferacj¢ réznych komérek, szczegélnie odpornosciowych.
Ich gléwna funkcja polega na regulowaniu réznych reakeji uktadu immuno-
logicznego 7.

W raku jajnika szczegélnie zwrdcono uwage na prozapalna IL-6 (obecna
w TME), w przypadku ktérej dowiedziono, ze promuje proliferacj¢ komoérek

owotworowych, wi a na inwazyjno$¢ nowotworu (poprzez zwickszanie
nowotworowych na inwazyjn ¢
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wydzielania VEGF, stymulujacego angiogeneze, co zwicksza ryzyko prze-
rzutéw) oraz jego chemiooporno$¢é. Wytwarzana jest przez komérki rakowe
- TAMs i fibroblasty pod wptywem IL-1B lub TNF-a P¥. Isobe i in. odkryli,
ze IL-6 jest wydzielana gléwnie przez makrofagi M2 zwiazane z guzem nowo-
tworowym B9
Receptor IL-6 (IL-6R) skada si¢ z faricucha a, ktéry jest odpowiedzialny
za wiazanie ligandu oraz z taricucha B (gp130), ktdry przenosi sygnat do wne-
trza komérki nowotworowej 7). Zwiazanie IL-6 przez receptor, aktywuje szlak
przekazywania sygnatu za pomoca kinaz tyrozynowych JAK i biatek STAT3
(ryc. 3). Biatka STAT3 ulegaja fosforylacji, dimeryzacji i przemieszczaja si¢
do jadra komérkowego, gdzie funkcjonuja jako czynniki transkrypcyjne, ak-
tywujace ekspresje gendw kodujacych biatka, ktdre sa odpowiedzialne za pro-
liferacj¢, réznicowanie, angiogeneze¢ i hamowanie apoptozy (powstaja biatka
antyapoptyczne takie jak: BCL-2, BCL-xL, surwiwina), co znaczaco promuje
rozwdj nowotworu . Zahamowanie szlaku JAK/STAT3, np. przez zastoso-
wanie przeciwcial przeciwko IL-6 lub jej receptorowi, uczyniono celem wielu
badan klinicznych. Terapie skierowane przeciwko tej interleukinie daly juz
obiecujace efekty w leczeniu choroby Castelmanna i reumatoidalnego zapa-
lenia stawéw (za pomoca tocilizumabu — humanizowanego przeciwciata mo-
noklonalnego, wiazacego si¢ swoiscie z receptorem IL-6). W fazie II badania
klinicznego z zastosowaniem siltuksymabu (przeciwciata monoklonalnego
faczacego si¢ z wysokim powinowactem z IL-6) oceniono jego wplyw na pla-
tynooporny rak jajnika. Badanie wykazalo, ze siltuksymab byt dobrze tolero-
wany przez wszystkie osiemnascie pacjentek, ktére wziely udziat w badaniu,
przy czym stabilizacje choroby wykazano u o$miu kobiet, z czego cztery byly
wolne od progresji nowotworu przez ponad 6 miesigcy. Natomiast nie wy-
kazano znaczacych efektéw leczniczych - ani catkowitych, ani czgs$ciowych.
W innym badaniu, 23 pacjentki z nawrotem raka jajnika wziely udzial w fazie
I badania, w ktérym oceniano efekty podania karboplatyny z doksorubicyna
oraz tocilizumabem. Caltkowitg odpowiedz zarejestrowano u trzech pacjentek,
czeg$ciowa — u o$miu. Stabilizacje choroby zaobserwowano u szesciu pacjentek,
natomiast progresje - u trzech. W fazie II tego badania, gdzie zastosowano sam
siltuksymab, podawany w trzech cyklach 29 pacjentkom z rakiem opornym
na chemioterapie, ponownie nie wykazano poprawy u zadnej z nich, co suge-
ruje, ze lek ten nie powinien by¢ stosowany w formie monoterapii “’. Z kolei,
w badaniach in vitro, prowadzonych przez Tanga i in., zbadano czasteczke
WP1066, ktéra wykazata zdolno$¢ do inhibicji fosforylacji biatka STAT3

i tym samym do hamowania calego szlaku, co zmniejszylo zdolno$¢ komérek
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nowotworowych jajnika linii SKOV3 i komérek opornych na cisplatyne
do proliferacji, migracji oraz umozliwito indukowanie w nich apoptozy. Ba-
dania te ukazaly czasteczke WP1066 jako obiecujacy kierunek rozwoju no-
wych terapii, w celu zniesienia efektéw wywolywanych przez IL-6 1.

)
(\J&

Rycina 3. Budowa i mechanizm dziatania receptora IL-6

42]

5.2. Szczepionki

Celem szczepionek w terapii nowotwordw jest stymulacja komérek uka-
du odporno$ciowego do proliferacji i réznicowania, poprzez zwigkszenie ich
ekspozycji na antygeny zwiazane z guzem nowotworowym (ang. tumor-as-
sociated antigens, TAAs). Istniejg réznego rodzaju szczepionki: genetyczne,
zawierajace biatka/peptydy oraz zawierajace cate komérki "4, Szczepionki
moga indukowa¢ odpowiedZ uktadu immunologicznego na antygeny, ktére
typowo charakteryzujg komérki rakowe jajnika , np. mezoteling, NY-ESO-1,
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zmutowane biatko p53 lub moga by¢ skierowane przeciwko nowopowstatym
(w wyniku mutacji) czasteczkom 128,

5.2.1. Szczepionki z rekombinowanym NY-ESO-1

Antygen NY-ESO-1 to czasteczka nalezaca do antygenéw rakowo-ja-
drowych (ang. cancer/testis antigen CTA), ulegajaca fizjologicznej ekspresji
gléwnie w meskich komérkach rozrodczych. W stanach patologii, ulega eks-
presji w wielu typach nowotworéw, w tym w raku jajnika — podczas jednego
z badan stwierdzono jej wystgpowanie u 19% pacjentek z 689 przebadanych
431 Spostrzezono réwniez, ze u kobiet z dodatnim wynikiem badania obec-
nosci NY-ESO-1, efektywnos¢ leczenia pierwszego rzutu byta mniej skutecz-
na, a posta¢ nowotworu bardziej agresywna. Ekspresja tego antygenu wzrasta
wprost proporcjonalnie do stopnia zaawansowania schorzenia. Zdolnos¢ do
spontanicznej indukcji humoralnej i komérkowej odpowiedzi immunolo-
gicznej oraz duza immunogenno$¢, czynia t¢ czasteczke obiecujacym celem
immunoterapii. Fakt, ze wystepuje w komérkach zrakowacialych, a nie
w zdrowych, sprawia, ze terapia oparta na tym antygenie jest znacznie mniej
toksyczna dla nienowotworowych tkanek niz standardowa chemioterapia
4 Odunsi i in. prowadzili badania kliniczne z uzyciem rekombinowanych
szczepionek rV-NY-ESO-1 i rF-NY-ESO-1 u 22 pacjentek z rakiem jajni-
ka, u ktérych wykazano ekspresje tego antygenu (tab. 2). U trzech pacjentek,
jeszcze przed podaniem szczepionki, stwierdzono obecnos$¢ przeciwciat anty-
-NY-ESO-1, ktérych miano dodatkowo wzrosto po szczepieniu. Natomiast,
u pozostatych 19 kobiet, w o$miu przypadkach odnotowano pojawienie si¢
przeciwcial w krétkim czasie po pierwszej dawce szczepionki rV-NY-ESO-1.
Ponadto, w wyniku podania szczepionki, znaczaco wzrosto miano limfocytéw
T CD8*i CD4". U dziesieciu pacjentek z 22 (46% badanych) odnotowano
widoczng odpowiedz limfocytéw cytotoksycznych, a u 68% kobiet podda-
nych terapii, wykryto spontaniczng reakcje limfocytéw pomocniczych, pel-
nigcych role wspomagajaca wzgledem komérek CD8*. Wzrost odpowiedzi
limfocytéw CD4" lub jej indukcje de novo stwierdzono u 21 z 22 pacjentek
poddanych badaniu klinicznemu, czyli 91% badanych.

Oprécz szezepionek rekombinowanych, badaniom klinicznym sg réw-
niez poddawane, m.in. szczepionki peptydowe/biatkowe zawierajace NY-
-ESO-1. Dostarczone, w ten sposéb do organizmu, antygeny sa nastgpnie
prezentowane przez komorki dendrytyczne (ktére nalezg do profesjonalnych
komérek prezentujacych antygen, tzw. APC) limfocytom, co pobudza ich
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aktywacje i proliferacje, czego skutkiem jest wzrost ich populacji, co zaobser-

wowano wiasnie w badaniu Odunsiego !,

Tabela 2. Przedstawienie wynikéw badania klinicznego z uzyciem rekombinowanych szcze-

pionek rV-NY-ESO-1 i rF-NY-ESO-1 u pacjentek z rakiem jajnika; n = liczba pacjentek 4.

Rak jajnika: n = 22

Obecnos¢ przeciwciak:

Poczatkowo dodatnia 3
Poczatkowo ujemna 19
Serokonwersja 8/19 (42%)
Liczba 0s6b, u ktérych wykryto przeciwciala po szczepieniu 11/22 (50%)
Wystepowanie odpowiedzi limfocytéw CD4":

Przed szczepieniem 15/22 (68%)
Po szczepieniu 20/22 (91%)
Wystepowanie odpowiedzi limfocytéw CD8*:

Przed szczepieniem 3/22 (14%)
Po szczepieniu 10/22 (45%)

5.3. Leczenie antyangiogenne; inhibicja VEGF

za pomoca bewacyzumabu

VEGEF jest podstawows substancja stymulujaca angiogeneze w obrebie
guza nowotworowego, co szczegblnie sprzyja jego rozwojowi i tworzeniu prze-
rzutdw. Jest wydzielany m.in. przez komérki MDSC i makrofagi M2 w TME
[(30. 46 Polaczenie chemioterapii z bewacyzumabem, ktéry taczy sie z VEGEF,
znaczaco poprawia rokowania pacjentek z zaawansowanym rakiem jajnika
471, Dodatkowo, moga by¢ stosowane réwniez leki faczace si¢ z receptorem
VEGEF, uniemozliwiajace funkcjonowanie tego czynnika. Do lekéw tych na-
lezy m.in. nintedanib ¥ Wspomniany bewacyzumab jest humanizowanym
przeciwciatlem monoklonalnym produkowanym w komérkach jajnika cho-
mika chifskiego (ryc. 4) . W 2018 roku, amerykariska Agencja ds. Lekéw
i Zywnosci zatwierdzita jego stosowanie w polaczeniu z chemioterapia w przy-
padku stadium III i IV raka jajnika. Decyzj¢ oparto na wynikach badania
klinicznego, w ktérym wlaczono stosowanie tego przeciwciata do chemiotera-
pii opartej na karboplatynie i palitakselu. Rezultatem bylo wydluzenie czasu
bez progresji choroby z 13 do 18 miesiecy %Y. Takze w Unii Europejskiej,

bewacyzumab w polaczeniu ze standardowa chemioterapia jest juz obecnie
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stosowany jako leczenie pierwszego rzutu, szczegélnie u pacjentek z pierw-
szym nawrotem choroby 2. Bewacyzumab, oprécz dzialania antyangiogen-
nego, prowadzi réwniez do normalizacji naczyni krwionosnych - zmniejszenia
ich rozmiaru oraz do spadku ci$nienia ptynu miedzykomérkowego w guzach
- zwickszajac tym samym mozliwos¢ penetracji nowotworu przez leki cytotok-

syczne 3,

Rycina 4. Struktura bewacyzumabu. Sklada si¢ z 6 specyficznych mysich sekwencji (czarne
punkty), osadzonych na faiicuchach cigzkich i lekkich przeciwciala, polaczonych ze sobg most-
kami disiarczkowymi P4,

5.4. Inhibitory polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP) ©°

Obecnie w leczeniu nowotworéw stosuje si¢ zwiazki, ktére maja zdol-
no$¢ uszkadzania DNA. Jednak leki te, stosowane w trakcie chemioterapii,
sa nieswoiste - niszcza zaréwno komérki nowotworowe jak i prawidtowe ko-
morki organizmu, z czego wynika ich duza toksycznos¢.

Stale poszukuje si¢ innych lekéw, ktére wykazywalyby mniejsza szko-
dliwo$¢, i ktérych zakres dzialania bylby ograniczony jedynie do tkanek no-

wotworowych z oszczedzeniem komérek prawidtowych organizmu. Obecnie,
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jedna z najbardziej obiecujacych terapii stosowanych w leczeniu raka jajnika
jest leczenie przy pomocy inhibitoréw PARP.

Inhibitory PARP wykazuja toksyczne dziatanie jedynie wzgledem ko-
mérek z mutacjami genéw BRCAI i BRCA2, ktére warunkuja rozwéj raka
jajnika i piersi, a wigc charakteryzuja si¢ duza specyficznoscia, pozwalajaca
na oszczedzenie prawidlowych komorek.

5.4.1. Rola PARP w komérce

Obecnie znanych jest 18 polimeraz PARP, jednak dotychczas wykazano
aktywno$¢ jedynie 6 z nich w odpowiedzi na uszkodzenia DNA w komérce.
Cecha wspdlng tych enzymdw jest obecnos¢ domeny katalitycznej, przepro-
wadzajacej reakcje poli(ADP-rybozy)lacji, ktéra jest procesem przeprowadza-
nym w nastepstwie defektu DNA w koméree.

Aktualnie uwaza si¢, ze najwickszy udzial w naprawie uszkodzonego
DNA maja polimerazy PARP-1 i PARP-2. W badaniach, przeprowadzo-
nych na myszach, u ktérych znokautowano gen dla PARP-1, zaobserwowano,
ze naprawa peknie¢, mimo ze zaburzona, stale utrzymywala si¢ na poziomie
10%, co oznacza, ze gléwny udzial w naprawie DNA odgrywa PARP-1.

5.4.2. Udzial PARP-1 w naprawie

Gléwna rolg tego enzymu jest detekcja oraz sygnalizacja obecnosci pek-
ni¢¢ w helisie DNA (pojedynczych lub podwdjnych). PARP-1, w postaci
dimeru, przylacza si¢ do peknictego DNA, co prowadzi do aktywacji jego
domeny katalitycznej znajdujacej si¢ na C-koricu (ryc. 5).

Domena ta rozktada NAD* do nikotynoamidu i ADP-rybozy, a w dal-
szej kolejnosci przylacza powstale czasteczki ADP-rybozy do bialek akcepto-
rowych, tworzac polimery ADP-rybozy (PAR). PARP-1 za posrednictwem
PAR, informuje bialka efektorowe o uszkodzeniu. Kolejna wazna rola PARP-
1 jest jej wplyw na strukture chromatyny peknietego DNA, co jest niezbedne
do przeprowadzenia procesédw naprawczych. Enzym ten przeprowadza po-
li(ADP-rybozy)lacj¢ histonéw oraz innych bialek chromatyny (na biatka te
oddzialuja takze wolne PAR), co w konsekwencji prowadzi do rozluznienia
chromatyny w miejscu uszkodzenia i pozwala na przylaczenie si¢ odpowied-

nich bialek naprawczych.
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Uszkodzenie DNA 'L

sie do peknieé DNA

NAD*
Przytaczanie fancuchow
poli(ADP-rybozy)
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+ pADPr

%FARP-1 i| PARP-2 wiaza l

s C g . q I Degradacja faricuchow
\8 Rekrutacja enzymoéw @  poli(ADP-rybozy)
\ naprawczych np. \L
XRCC1, Polp, Lig3

Naprawa DNA

FVATAY

Rycina 5. Mechanizm dzialania polimeraz PARP-1 i PARDP-2 %,

5.4.3. Proces rekombinacji homologicznej (ang. homologous
recombination HR) - bialka BRCA 1 i BRCA2

Biatka kodowane przez geny BRCA-1 i BRCA-2 pelnia wazna funkcje
w komorce - odpowiadaja m.in. za naprawe podwdjnych peknie¢ w DNA
(DSBs) w procesie HR. Mutacje w tych genach maja swoje powazne kon-
sekwencje — brak funkcjonalnego biatka uniemozliwia naprawe podwéjnych
uszkodzeri DNA, co prowadzi do zaburzenia stabilnosci genomu, zapoczatko-

WUjacego proces nowotworzenia.
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5.4.4. Dzialanie inhibitor6w PARP w terapii przeciwonowotworowej

Inhibitory PARP zaburzaja naprawe pojedynczych peknie¢ w obrebie
DNA. W konsekwencji, podczas replikacji moze doj$¢ do powstania DSBs
z wolnym koricem, gdy polimeraza replikacyjna natrafi na pojedyncze pek-
nigcie. W prawidlowych komérkach dosztoby do naprawy DSBs, jednak
w komérkach z uszkodzonymi genami rekombinacji homologicznej, proces
ten nie moze zaj$¢. Taki stan powoduje fragmentacj¢ DNA oraz apoptoze ko-
moérki. Dlatego inhibicja PARP jest bardzo obiecujaca metoda w przypadku
leczenia nowotworédw z mutacjami genéw BRCA1 i BRCA2. Ponadto, zaleta
terapii jest fakt, ze stosowane inhibitory PARP nie beda wplywaly na komérki,
w ktérych proces rekombinacji homologicznej zachodzi prawidtowo, dzigki
czemu jest to metoda o niskiej toksycznosci wzgledem zdrowych tkanek.

5.5. Terapia z zastosowaniem limfocytéw T z chimerowym receptorem
antygenowym (ang. Chimeric Antigen Receptor T cell CAR-T)

Terapia komérkowa CAR-T to kolejna strategia leczenia przeciwno-
wotworowego. W terapii tej wykorzystywane sa komoérki odpornosciowe
pobierane od pacjenta, ktére sa nastgpnie modyfikowane w warunkach la-
boratoryjnych, aby wykazywaly dzialanie przeciwnowotworowe. Do tej pory
stosowano limfocyty T, ale trwaja badania nad wykorzystaniem réwniez in-
nych komérek, np. komérek NK.

Chimeryczny receptor antygenowy (ang. chimeric antigen receptor
CAR) to biatko receptorowe, ktére sklada si¢ z wewnatrzkomérkowej dome-
ny sygnatowej, domeny przezblonowej, domeny rozdzielajacej oraz fragmen-
tu zewnatrzkomérkowego, ktéry wiaze docelowy antygen, obecny na komoér-
kach nowotworowych.

Obecnie terapia ta znalazta zastosowanie w leczeniu nowotworéw he-
matologicznych, szczegdlnie ostrych biataczek limfoblastycznych i limfocyto-
wych oraz chloniakéw zlosliwych B-komérkowych. Dzigki uzyskanym efek-
tom, zaczgto prowadzi¢ badania w celu wykorzystania tej metody réwniez
w terapii innych nowotwordw.

W 2020 roku A. Rodriguez-Garcia i in. wykazali, ze limfocyty T, ktére
posiadaly czasteczk¢ CAR specyficzng wzgledem receptora Miillera hamuja-
cego substancje 2 (ang. Miillerian inhibiting substance type 2 receptor MI-
SIIR), wykazywaly znaczng reaktywno$¢ i eliminowaly nadekspresje MISIIR
w guzach in vivo. Grupa badaczy przeprowadzita eksperymentalne badania
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in vitro i potwierdzita skuteczno$¢ MISIIR CAR-T w rozpoznawaniu réznych
typéw ludzkich linii komérkowych raka jajnika, ktére wykazuja zazwyczaj
duzg ekspresje tej czasteczki 5

W kolejnych badaniach, poglebiono temat ekspresji MISIIR w guzach
jajnika i zauwazono, ze procent ekspresji tych czasteczek u réznych pacjentéw
znacznie sie wahat od 20 do 95% 571,

W kolejnym badaniu, stwierdzono réwniez zmienne poziomy ekspre-
sji MISIIR w réznych warstwach guza od tego samego pacjenta, przy czym
niektére z nich wykazywaly negatywny wynik dla barwienia MISIIR 5%, Mo-
globy to wplywa¢ na zmniejszong skuteczno$¢ leczenia u takich pacjentéw.
W celu wykluczenia tego problemu, konieczne byloby zastosowanie terapii
celowanej w rézne kombinacje antygenéw obecnych na komérkach nowo-
tworowych w tym samym czasie. Podobna alternatywe stosuje si¢ w przypad-
ku nowotworédw krwi, gdzie wykorzystuje si¢ limfocyty CAR-T skierowane
przeciw czasteczkom CD19, ale ze wzgledu na to, ze nie na wszystkich komér-
kach nowotworowych ulegaja one ekspresji, zacz¢to réwniez stosowaé CAR-T
celowane w inne antygeny takie jak np. CD22, aby zwickszy¢ efektywnos¢
terapii 7.

Obecnie metoda ta jest wykorzystywana u oséb z nowotworami
hematologicznymi i osiaga znakomite rezultaty. Powyzsze badania wskazuja,
ze podobne wyniki mozna osiagna¢ réwniez w przypadku raka jajnika, jednak

wymagane sa dalsze badania, aby efektywnos¢ tego leczenia byta jak najwyisza.
3. Rokowania

Rokowania nie s3 zbyt pomyslne w przypadku raka jajnika. Ponad 70%
nowotwordw ztosliwych tego narzadu wykrywanych jest w IIT i IV stadium,
m.in. z powodu niecharakterystycznych objawéw. Dodatkowo, wiele kobiet
(w 2019 roku bylo to ponad 3 miliony) uczgszcza na wizyty do ginekologa rza-
dziej niz raz w roku lub weale. Sg to osoby, ktdre nie maja regularnie przepro-
wadzanych badan kontrolnych/profilaktycznych np. USG przezpochwowego,
ktére pozwolitoby wykry¢ grozne dla zycia zmiany juz na wczesnym etapie
€01 W tym zakresie wciaz sg potrzebne kampanie edukacyjne, uswiadamiajace
koniecznos¢ regularnego uczgszezania na ginekologiczne wizyty kontrolne.

Jednakze, wiele czynnikéw i czasteczek, ulegajacych ekspresji w komor-
kach rakowych jajnika, dodatkowo moze pogorszy¢ rokowania wplywajac

na zwickszona inwazyjnos¢ i agresywnos$¢ nowotworu.
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Do takich czynnikéw naleza opisane w podrozdziale 3.1.5. egzosomy,
wydzielane przez komérki nowotworowe, ktdre zawieraja rézne molekuly
mogace sprzyja¢ m.in. tworzeniu przerzutéw. Moga zawieraé czasteczke adhe-
zyjna CD44, ktéra reguluje proces tworzenia si¢ przerzutéw w sposéb spe-
cyficzny dla danego narzadu. Za posrednictwem pecherzykéw, CD44 moze
trafi¢ do komorek otrzewnej, gdzie zapoczatkuje tworzenie si¢ nowych sku-
pisk komérek nowotworowych, wywodzacych si¢ pierwotnie z jajnika. Po-
nadto, czasteczki zawarte w pecherzykach, moga indukowa¢ chemioopornosé
- miR-214 bierze udziat w indukeji opornosci na platyng *). Sharma Shayna i
in. udowodnila istnienie 12 biatek w egzosomach linii komérkowej SKOV3,
zwiazanych z proliferacja, inwazyjnoscia i przerzutami nowotworu %, Wraz
z postgpem wiedzy o egzosomach, bedzie mozna okresli¢ rokowania pacjentek
na podstawie ekspresji ich zawartosci. Mozna stwierdzi¢, ze kobiety, u ktérych
dochodzi do powstawania duzych ilosci pecherzykéw, maja gorsze rokowania
niz pozostale pacjentki, u kedrych ich stgzenie w plynach ciala jest mniejsze 5.

Innym czynnikiem, obecnym w gorzej rokujacych rakach jajnika, jest
czynnik transkrypcyjny Snail, odpowiedzialny za indukcj¢ EMT, co powodu-
je, ze komérki nowotworowe tracg cechy nablonkowe w zamian za uzyskiwa-
ne cechy mezenchymalne, co prowadzi do zwigkszenia ich inwazyjnosci. Jest
to zjawisko wysoce niekorzystne. Dodatkowo, czynnik ten indukuje ekspresje
chemokin: CXCL1 i CXCL2, ktére sa ligandami receptora CXCR2 wyste-
pujacego na MDSC, co powoduje przyciaganie tych komérek do guza. Ich
negatywne efekty zostaly opisane juz w podrozdziale 4.2 1),

Obecnoé¢ wigkszej liczby receptoréw dla IL-6 na komoérkach nowo-
tworowych wiaze si¢ z gorszymi rokowaniami dla pacjentek. Wigksza liczba
receptoréw powoduje, ze wigcej czasteczek interleukiny moze si¢ przylaczy¢
i przez to wywrze¢ znaczniejszy wplyw na komérke. Efekty dziatania IL-6

s3 zdecydowanie negatywne i wiaza si¢ z zasadniczo gorszymi rokowaniami “°l.

4. Wnioski

Tradycyjne metody leczenia dalej stanowia standardowy sposéb leczenia
pacjentek z rakiem jajnika. Obecnie rozwijana immunoterapia wraz z inhibi-
torami PARP moze stanowi¢ przysztos¢ leczenia, zwlaszcza, ze u kobiet z na-
wrotem choroby, czesto rozwija si¢ platynoopornosé, wobec ktérej stosowana
chemioterapia wykazuje zmniejszona skuteczno$¢. Silnie supresorowe TME
nowotworu jajnika wciaz stanowi trudna do pokonania bariere, dlatego meto-
dy immunoterapii nie daja tak spektakularnych efektéw jak w leczeniu innych
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choréb. Mimo to, zastosowanie bewacyzumabu, pozwolito wydtuzy¢ czas bez
progresji nowotworu chorym w badaniach klinicznych, przez co zostat on za-
aprobowany przez amerykanska FDA do standardowego leczenia. Inne meto-
dy takie jak CAR-T czy terapie nacelowane na IL-6 wymagaja dalszych badan
i konsultagji.

Réwniez innowacyjne metody diagnostyczne moga, w niedalekiej przy-
sztoéci, staé gléwnym sposobem diagnozowania, szczegblnie, ze jednym
z gtéwnych zalet biopsji plynnej, w odréznieniu do biopsji tradycyjnej, jest
duzo wezesniejsza wykrywalnos¢ nowotworu, czgsto w nizszym stadium, dzie-
ki czemu rokowania pacjentek sa znacznie lepsze. Jest ona réwniez mniej in-
wazyjna, wigc ryzyko powiklan jest zdecydowanie mniejsze.

Poznanie mechanizméw ,,ucieczki” nowotworu spod regulacji ukfadu
immunologicznego, umozliwito tworzenie bardziej precyzyjnych metod le-
czenia, z uwzglednieniem poszczeg6lnych proceséw, zachodzacych w obrebie
guza. Mimo, ze niektére z nich wymagaja udoskonalenia, stanowia obiecu-
jacy poczatek do wypracowania nowych, skutecznych sposobéw terapii raka
jajnika.
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terapeutyczna u pacjentow
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Abstrakt: Rak urotelialny jest ztosliwym nowotworem wywodzacym si¢ z nablonka przejscio-
wego wyscielajacego drogi moczowe. Zajmuje on 9 miejsce wiréd zachorowari na nowotwory
zhodliwe i jest 12 przyczyna zgondéw u pacjentow leczonych onkologicznie. W stadium przerzu-
towym, pomimo wdrozonego leczenia mediana przezy¢ catkowitych (mOS) nie przekracza 17
miesigcy. Leczeniem z wyboru rozsianego raka urotelialnego pozostaje paliatywna chemiotera-
pia oparta na pochodnych platyny z nast¢pcza immunoterapia wykorzystujaca inhibitory im-
munologicznych punktéw kontrolnych PD-1 lub PD-L1. Identyfikacja wysokiego stopnia eks-
presji nektyny-4 w komoérkach raka urotelialnego i opracowanie enfortumabu vedotinu (EV),
koniugatu przeciwciala skierowanego przeciwko nektynie-4 i aurystatyny E (MMAE), zna-
czaco zwickszyla mozliwosci terapii chorych na przerzutowego raka urotelialnego. Obiecujace
wyniki badari przedklinicznych oceniajace bezpieczeristwo i skutecznos$é¢ EV na modelach zwie-
rzecych doprowadzily do rejestracji badan klinicznych, w ktérych stosowano EV w paliatyw-
nym leczeniu raka urotelialnego. W przeprowadzonych badaniach klinicznych zaraportowano
wyrazny wzrost odsetka odpowiedzi obiektywnych (ORR), znaczaca poprawg mediany przezy¢
catkowitych (mOS) i mediany czasu wolnego od progresji (mPFS) w stosunku do standardowe;j
chemioterapii. Rejestrowana poprawa tych wskaznikéw raportowana byla przy zachowaniu
umiarkowanej toksycznosci leczenia. Pomimo, iz EV doczekat si¢ rejestracji w Stanach Zjed-
noczonych i Europie, wciaz istnieje pilna potrzeba poszukiwania nowych opgji terapeutycz-
nych zapewniajacych dostatecznie wysokie regresje i wydhuzajacych wskazniki przezywalnosci.
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W ostatnim czasie zauwazalnie ro$nie liczba nowych zarejestrowanych terapii taczacych z EV
z innymi lekami nakierowanymi na cele molekularne w leczeniu przerzutowego raka urotelial-
nego. Publikacja wynikéw tych badan w przyszlosci moze dostarczy¢ przelomowych wnioskéw,
pozwalajacych na modyfikacje leczenia i intensyfikujacych skutecznos¢ prowadzonych terapii.

Stowa kluczowe: enfortumab vedotin, leczenie systemowe, rak urotelialny

Abstract: Urothelial carcinoma is a malignant neoplasm originating from the transitional ep-
ithelium lining the urinary tract. It ranks 9th among malignant neoplasms and is the 12th
cause of death in oncology-treated patients. In the metastatic stage, despite the implemented
treatment, the median overall survival (mOS) does not exceed 17 months. The treatment of
choice for disseminated urothelial carcinoma remains palliative chemotherapy based on plati-
num derivatives with subsequent immunotherapy using PD-1 or PD-L1 immune checkpoint
inhibitors. The identification of high levels of nectin-4 expression in urothelial cancer cells
and the development of enfortumab vedotin (EV), a conjugate of an antibody directed against
nectin-4 and auristatin E (MMAE), has significantly increased the treatment options for pa-
tients with metastatic urothelial cancer. Promising results from preclinical studies evaluating
the safety and efficacy of EV in animal models led to the registration of clinical trials using EV
in the palliative treatment of urothelial cancer. The clinical trials reported marked increases in
objective response rates (ORR), significant improvements in median overall survival (mOS)
and median progression-free time (mPFS), compared to standard chemotherapy. Recorded im-
provements in these indicators were reported while maintaining moderate treatment toxicity.
Although EV has achieved registration in the United States and Europe, there is still an urgent
need to find new therapeutic options that provide sufficiently high regressions and prolong
survival rates. Recently, there has been a noticeable increase in the number of new registered
therapies combining EV with other drugs targeting molecular targets for the treatment of
metastatic urothelial cancer. The publication of the results of these studies in the future may
provide breakthrough conclusions, allowing modification of treatment and intensifying the
effectiveness of ongoing therapies.

Key words: enfortumab vedotin, systemic treatment, urothelial carcinoma

1. Wstep

Rak urotelialny, inaczej zwany rakiem z nablonkdéw przejéciowych to
nowotwoér ztosliwy wywodzacy si¢ z nablonka przejsciowego wyscielajacego
$wiatlo miedniczek nerkowych, moczowodéw, pecherza moczowego i cewki
moczowej !, Jednostka ta zajmuje 9 miejsce wéréd zachorowar na nowotwo-
ry Zosliwe, jednoczesnie stanowiac 12 w kolejnosci przyczyng zgondw u pa-
cjentéw chorych onkologicznie ?. Pomimo wysokiej chemiowrazliwosci tego
nowotworu, ogélny odsetek 5-letnich przezy¢ we wszystkich stadiach tego
schorzenia wynosi 43,9% niezaleznie od plci, a u chorych w stadium prze-
rzutowym leczonych systemowo chemioterapia mediana przezy¢ catkowitych

(1.3

nie przekracza 17 miesiecy ). Stwarza to potrzebe identyfikacji nowych ce-

16w molekularnych komérek nowotworowych i opracowywania skutecznych
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terapii, ktorych zastosowanie mogloby przyczyni¢ si¢ do poprawy rokowania
tej grupy chorych Bl

2. Obecne standardy postepowania terapeutycznego

U pacjentéw chorujacych na raka urotelialnego w stadium przerzuto-
wym cechujacych si¢ dobrym stanem ogdlnym, leczeniem I linii pozostaje
chemioterapia z wykorzystaniem pochodnych cisplatyny lub karboplatyny,
wedlug schematéw takich jak: MVAC (metotreksat, winblastyna, doksorubi-
cyna, cisplatyna), GC (gemcytabina, cisplatyna), czy opcji leczniczych z wy-
korzystaniem gemcytabiny i karboplatyny “. U chorych niekwalifikujacych
si¢ do leczenia pochodnymi platynowcéw, lub kiedy podczas tego leczenia
doszlo do progresji choroby, nalezy rozwazy¢ terapi¢ inhibitorami immuno-
logicznych punktéw kontrolnych skierowanych przeciwko PD-1 lub PD-L1:
avelumabem, pembrolizumabem lub niwolumabem P\. U chorych, u kté-
rych stwierdza si¢ mutacje w genie kodujacym czynnik wzrostu fibroblastéw
(FGFR) zastosowanie znajduje erdafitynib 1. U pacjentéw u ktérych doszlo
do progresji po leczeniu II linii wybér kolejnej opcji terapeutycznej byl spo-
rym wyzwaniem. Do niedawna jedynym leczeniem byla terapia docetakselem
lub paclitaxelem, ktérych zastosowanie wigzalo si¢ jednak z niskim odset-
kiem obiektywnych odpowiedzi . Pojawienie si¢ nowej opcji terapeutycznej:
enfortumabu vedotinu, znaczaco zwickszylo mozliwos¢ leczenia pacjentéw
z zaawansowanym rakiem urotelialny po wyczerpaniu wezesniejszych linii le-

czenia 71,

3. Enfortumab vedotin, jako celny koniugat leku i przeciwciala,
nakierowany na nektyne-4

Enfortumab vedotin jest koniugatem w pehni ludzkiego, humanizowa-
nego przeciwciata i monometylowanej aurystatyny E (MMAE) ®. Idea zasto-
sowania koniugatéw przeciwcial i cytostatykéw jest ostatnio szeroko badana
w onkologii ®. Zwiazki te pozwalaja na dokladna depozycje leku wewnatrz
komérki nowotworowej, ograniczajac przy tym ogélnoustrojowa cytotoksycz-
no$¢ podawanej substancji '”. Celem molekularnym dla enfortcumabu vedoti-
nu jest nektyna 4, zewnatrzkomérkowe biatko, wykazujace wysoka ekspresje
na powierzchni komérek réznych nowotworéw, w tym raka urotelialnego
11 Nektyna-4 stymuluj¢ aktywacje szlaku sygnalowego WNT/B-kateniny,
a takze mediuje dziatanie receptoréw ERBb2, promujacych aktywacje $ciezki
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sygnalizacyjnej PI3K-AKT "2 Aktywacja tych szlakéw sygnalowych stymulu-
je proliferacje i nasila zdolno$¢ do metastazy komérek nowotworowych 131,
Drugim komponentem koniugatu enfortumabu vedotinu jest monometylo-
wana aurystatyna E (MMAE). Substancja ta dziala jako antymitotyk, ktéry
przytacza si¢ do mikrotubul i powoduje ich depolimeryzacje, uniemozliwiajac
tym samym wytworzenie wrzeciona podziatowego i podzial komérek nowo-
tworowych'%. Po dozylnej podazy i zwiazaniu si¢ z nektyna-4 kompleks leku
i przeciwciala ulega endocytozie, gdzie nastgpnie w pecherzykach endocytar-
nych pod wplywem cigcia proteolitycznego dochodzi do odlaczenia MMAE
od kompleksu z przeciwciatem i indukowania dziatania terapeutycznego .

4. Badania przedkliniczne wykorzystania enfortumabu
w raku urotelialnego

Przefomowym dla opracowania terapii przeciwnowotworowej w raku
urotelialnym bylo opublikowane w 2016 roku doniesienie o skutecznosci en-
fortumabu vedotinu w badaniach przedklinicznych. Pia M. et al., jako pierwsi
zaraportowali o potencjalnym znaczeniu nektyny-4 jako celu molekularnego
dla nowych terapii choréb nowotworowych. Badacze oznaczyli immunohisto-
chemicznie ekspresje nektyny-4 w 2394 preparatach ludzkich rakéw: pecherza
moczowego, piersi, trzustki, pluc, jajnika, rakéw zakresu glowy i szyi oraz raka
przelyku. Ekspresja nektyny-4 obserwowana byta lacznie w 69% przypadkéw
wszystkich badanych nowotworéw. Komérki raka urotelialnego wykazaly
ekspresje dla nektyny-4 w stopniu silnym w 31%, podczas gdy komérki raka
drobnokomérkowego pluc lub jajnika wykazywaly silng ekspresje nektyny-4
na poziomie 0%. Dla komérek raka urotelialnego przeprowadzone badanie
immunohistochemiczne ujawnito ekspresj¢ nektyny-4 w stopniu umiarko-
wanym lub silnym w 60% badanych preparatéw, a immunohistochemiczny
wskaznik H-score przewyzszyl warto$é¢ 100. Réwnolegle ze zidentyfikowanym
celem molekularnym badacze z zespotu Pia M. et al., zaprojektowali koniugat
humanizowanego ludzkiego przeciwciata i monometylowanej aurystatyny-E
nakierowany na nektyne-4. Do przeprowadzenia badania bezpieczefistwa
i skutecznosci enfortumabu vedotinu w modelach zwierzgcych zastosowano
ksenoprzeszczep linii komérek ludzkiego raka pecherza moczowego AG-B1,
ktére pasazowano u myszy ICR-SCID. Po podaniu koniugatu lekowego
w dawce 8mg/kg m.c. osiagni¢to znaczace zahamowanie wzrostu guza, w
poréwnaniu do préby, gdzie podano samo przeciwciato. Raportowano takze

o regresjach catkowitych rakéw urotelialnych u myszy. Podczas prowadzenia
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eksperymentu nie doniesiono o jakichkolwiek dziataniach niepozadanych

w probie badanej i kontrolnej "¢,

5. Badania kliniczne wykorzystania enfortumabu vedotinu
w leczeniu raka urotelialnego

Obiecujace wyniki badan przedklinicznych doprowadzily do rejestracji
kilku badari klinicznych, oceniajacych skuteczno$¢ enfortumabu vedotinu
u pacjentéw leczonych na miejscowo zaawansowanego lub rozsianego raka
urotelialnego.

W badaniu klinicznym I fazy o kryptonimie EV-101 zastosowano mo-
noterapi¢ enfortumabem vedotinem u 155 chorych na raka urotelialnego
w stadium przerzutowym choroby, u ktérych doszto do progresji po leczeniu
pochodnymi platyny lub terapig anty PD-(L)1. Celem badania byla ocena
bezpieczenistwa, tolerancji oraz wyznaczenia dawki leku. Okreslona w bada-
niu dawka o najwyzszym profilu bezpieczeristwa wyniosta 1,25 mg/kg m.c,
i podawana byta w 1, 8 i 15 dniu, 28-dniowego cyklu. Objawy nieporzadane
podczas stosowania terapii wystapily u 30% pacjentéw, wykazywaly stopieri
nasilenia od lekkiego po umiarkowany i obejmowaly: wysypki skérne, lysie-
nie, zmeczenie, obnizenie apetytu i obwodowe neuropatie. Odsetek obiek-
tywnych odpowiedzi u chorych wyniést 43%, a $redni czas trwania odpowie-
dzi 7,3 miesigca. Mediana przezy¢ catkowitych (mOS) u pacjentéw wyniosta
12,3 miesiaca, a wskaznik catkowitych przezy¢ po 1 roku wynidst 51,8%.
W momencie zakoriczenia badania, po 16,4 miesigcznym czasie obserwacji,
36% chorych nadal zylo. Badania EV-101 potwierdzito zakres bezpiecznych
dawkowan enfortumabu vedotinu, jego bezpieczeristwo i skuteczno$é u cho-
rych na przerzutowego raka urotelialnego "7

Pozytywnie zakoriczone badanie kliniczne I fazy doprowadzito do re-
jestracji wieloosrodkowego badania klinicznego fazy II o kryptonimie EV-
201. Do badania wlaczono 91 pacjentéw z 40 osrodkéw na calym $wiecie
chorujacych na miejscowo zaawansowanego lub rozsianego raka urotelialnego,
u ktérych doszlo do progresji po leczeniu pochodnymi platyny, lub terapia
anty-PD-(L)1. Enfortumab vedotin zostal podany pacjentom w ustalonej
w badaniu I fazy dawce 1,25 mg/kg m.c, w dniach 1, 8 i 15, 28- dniowego
cyklu. Pierwszorzgdowym punktem koficowym badania byt odsetek odpowie-
dzi na leczenie, ktéry wynidst 52%. U 31% chorych zaraportowano czedciowa
odpowiedZ na leczenie, a 20% pacjentéw uzyskalo catkowita regresje guza.

Podobnie jak w badaniu klinicznym I fazy zgloszono objawy nieporzadane,
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z ktérych najczestsze obejmowaly neutropenie, wysypke plamisto- grudkowa
i zmeczenie. Powyzsze objawy po podjeciu odpowiednich interwencji tera-
peutycznych byly dobrze kontrolowane. Stwierdzono najwyzszy odsetek od-
powiedzi na leczenie enfortumabem vedotinem w tej grupie populacji '®.

W 2022 roku, podczas corocznego spotkania American Society of Cli-
nical Oncology (ASCO), zaprezentowano dlugoterminowe wyniki badania
II fazy o kryptonimie EV-301. W badaniu tym poréwnywano leczenie en-
fortumabem vedotinem w populacji pacjentéw z przerzutowym rakiem uro-
telialnym do leczenia z wykorzystaniem chemioterapii opartej na docetaxelu,
paclitaxelu i vinflunidynie. Kryteriami wiaczenia do badania EV-301 obejmo-
waly: histopatologiczne potwierdzenie raka urotelialnego; progresja podczas
leczenia lub po zakoriczeniu leczenia przeciwciatami anty-PD-1/ anty PD-
L1; wczedniejsze stosowanie schematéw chemioterapii opartej na platynow-
cach oraz dobry stan kliniczny chorego oceniany w skali ECOG na 0 lub 1
punktéw. W ramieniu kontrolnym, 307 chorych otrzymywato chemioterapie
w oparciu o docetaxel, paclitaxel lub vinflunidyn¢ w dawkach odpowiednio:
75 mg/m?, 175 mg/m?, 320 mg/m* podawanych w 1 dniu 21-dniowego cyklu.
W ramieniu badawczym 301 chorym podano enfortumab vedotin w dawce
1,25 mg/kg m.c. wdniu 1, 8 i 15 28- dniowego cyklu. Pierwszorzedowy punkt
konicowy obejmowal mediang przezy¢ catkowitych (mOS) chorych, natomiast
do punktéw drugorzedowych zaliczono: mediang czasu wolnego od progre-
sji (mPFS), wskaznik odpowiedzi na leczenie (ORR) oraz bezpieczetristwo.
Mediana przezy¢ catkowitych w ramieniu pacjentéw u ktdrych zastosowano
enfortumaem vedotinem wyniosta 12,91 miesiaca w poréwnaniu do ramie-
nia kontrolnego, gdzie mediana przezy¢ catkowitych wyniosta 8,94 miesiaca.
Mediana czasu wolnego od progresji (mPES) przy zastosowaniu enfortumabu
vedotinu wyniosta 5,55 miesiaca, w poréwnaniu z chemioterapia, gdzie mPFS
osiagnela warto$¢ 3,71 miesigca. Czgsto$¢ dzialan nieporzadanych byla po-
réwnywalna pomiedzy chorymi otrzymujacymi enfortumab vedotin, a cho-
rymi otrzymujacymi chemioterapi¢. Badanie EV-301 jasno pokazuje istotna
przewage zastosowania enfortumabu-vedotinu u chorych na zaawansowanego
raka urotelialnego, u ktérych zostaly wyczerpane inne opcje terapeutyczne
w postaci chemioterapii czy immunoterapii. Wniosek ten znajduje potwier-
dzenie w fakcie, ze nowe leczenie enfotumabem vedotinem wykazuje podob-

ny profil toksycznosci w stosunku do chemioterapii "',
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6. Wprowadzenie enfortumabu vedotinu jako Srodka leczniczego

W grudniu 2019 Food And Drug Administration (FDA) z uwagi na
pozytywne wyniki fazy I i II, zatwierdzita enfortumabu vedotinu jako §ro-
dek terapeutyczny u pacjentéw z lokalnie zaawansowanym lub przerzuto-
wym rakiem urotelialnym 2. W kwietniu 2022, European Medicines Agen-
cy (EMA), zatwierdzila enfortumab vedotin jako lek stosowany w leczeniu
przerzutowego raka urotelialnego na terytorium Unii Europejskiej. Jak dotad,
w Polsce enfortumab vedotin nie jest objety programem lekowym, a pacjenci
podejmujacy leczenie musza sfinansowa¢ koszty terapii.

7. Koniugaty lekow i przeciwcial jako nowa i szeroko badana
opcja lekowa w rozsianym raku urotelialnym

Koniugaty lekéw i przeciwcial w rozsianym raku urotelialnym staly si¢
czgsto badang opcja lekowa. Na szczegdlna uwagg zastuguje badany réwnole-
gle do enfortumabu vedotinu lek, sacituzumab govitecan. Jest to zwiazek be-
dacy koniugatem przeciwciala skierowanego przeciwko biatku Trop-2 i po-
chodnej irynotekanu- SN 38 2!, W ostatnim czasie stale zwigksza si¢ liczba
badan klinicznych oceniajacych bezpieczeristwo i skuteczno$¢ tego rozwiaza-
nia terapeutycznego w réznych jednostkach onkologicznych 2. W badaniu 2
fazy o kryptonimie TROPHY-U-01 badano skutecznoé¢ i bezpieczeristwo sa-
cituzumabu gowitecanu na kohorcie pacjentéw, u ktérych doszto do progresji
po zastosowaniu pochodnych platyny lub inhibitoréw immunologicznych
punktéw kontrolnych. Uzyskano ORR na poziomie 27%, a mPES i mOS
wynosily odpowiednio: 5,4 i 10,9 miesigca *?. Obecnie trwa III fazy badania

klinicznego oceniajacego skutecznos¢ i bezpieczenstwo tej terapii lekowej.

8. Nowe kombinacje enfortumabu vedotinu z innymi lekami,
jako szeroko badane rozwigzanie terapeutyczne w leczeniu
rozsianego raka urotelialnego

W ostatnim czasie podejmowane sg liczne proby taczenia enfortumabu
vedotinu z inhibitorami PD-1/PD-L1. Na uwagg zastuguje badanie klinicz-
ne | fazy traktujace o polaczeniu enfortumabu vedotinu z pembrolizumabem
w leczeniu lokalnie zaawansowanego lub rozsianego raka urotelialnego. W
badaniu tym polaczenie enfortumabu vedotinu z pembrolizumabem skutko-
walo osiggnicciem odsetka obiektywnych odpowiedzi (ORR) na poziomie
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64,5%, w poréwnaniu do monoterapii enfortumabem-vedotinem, gdzie
ORR wynidst 45,2% @31,

Na szczegblng uwage zastuguje badanie Ib/II fazy o kryptonimie MOR-
PHEUS mUC, do ktérego wlaczono 305 pacjentéw chorych na lokalnie
zaawansowanego lub rozsianego raka urotelialnego. W pierwszej fazie bada-
nia MORPHEUS mUC pacjentom w ramieniu kontrolnym podano atezo-
lizumab, podczas gdy w 6 ramionach badawczych u pacjentéw zastosowa-
no polaczenie atezolizumabu z jednym z wybranych lekéw: enfortumabem
vedotinem, niraparibem, magrolimabem, isatuximabem, linagliptyng i to-
cilizumabem. Jako pierwszorzgdowy punkt koricowy zostal obrany odsetek
obiektywnych odpowiedzi (ORR). W drugiej fazie badania MORPHEUS
mUC pagcjenci beda otrzymywali kombinacje atezolizumabu i enfortumabu
vedotinu lub linagliptyny, z wylaczeniem przypadkéw, kiedy w fazie pierwszej
polaczenia te nie wykazywaly aktywnosci leczniczej. Opublikowanie wynikéw
badania MORPHEUS mUC moze wskaza¢ kierunki rozwoju terapii chorych
na zaawansowanego raka urotelialnego. Potrzebne sa jednak dalsze préby kli-
niczne ewaluujace skutecznos¢ tego rodzaju terapii na wigkszych kohortach
chorych 4.

Rejestracji doczekaly si¢ takze inne badania kliniczne oceniajace za-
stosowanie polaczent enfortumabu vedotinu z innymi lekami stosowanymi
w terapii rozsianego raka urotelialnego. Ich wyniki mogg istotnie zmodyfiko-
waé podejscie terapeutyczne w leczeniu tej jednostki chorobowej, pozwalajac

na osiagnigcie dtugich przezy¢ u chorych w tym rodzaju nowotworu % 26:27- 281,

Tabela 1.Wybrane badania kliniczne I fazy oceniajace skutecznoéé potaczeri enfortumabu
vedotinu z innymi lekami w leczeniu raka urotelialnego [opracowanie wlasne na podstawie:
clinicaltrials.gov]

Identy.ﬁkator Jednostka chorobowa | Zastosowane leczenie Status badania | Ref.
badania
Przerzutowy rak Edrafitynib + .
NCT04963153 urotelialny Enfortumab vedotin Rekrutacja [25]
NCT05524545 | Lrrerzutowy rak Evorpacept + Rekrutacja | [26]
urotelialny Enfortumab vedotin
NCT04724018 PrzerZ}ltowy rak Sacituzumab gov1t.ekan + Rekrutadja [27]
urotelialny Enfortumab vedotin
Rak urotelialny Durvalumab +
NCT04960709 | nacickajacy na blong | tremelimumab + Rekrutacja (28]
mie$niowa enfortumab vedotin
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9. Podsumowanie

Pomimo istotnych postgpéw w onkologii leczenie raka urotelialnego
w stadium zaawansowanym pozostaje wciaz powaznym problemem terapeu-
tycznym. Jeszcze do niedawna jedyna opcja leczenia chorych na rozsianego
raka urotelialnego byta paliatywna chemioterapia oparta na pochodnych pla-
tyny, ktéra wiazala si¢ z niskim ORR, mPES i mOS. Wprowadzenie inhi-
bitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych anty-PD-1 i anty-PD-L1
poprawito wskazniki przezywalnosci tej grupy pacjentdw, ktére jednak weiaz
pozostawaly niezadawalajace. Zarejestrowanie enfortumabu vedotinu, jako
koniugatu przeciwciala i aurystatyny E, istotnie wydluzyto mediang przezy¢
catkowitych u chorych, ktérzy doswiadezyli progresji po zastosowaniu che-
mioterapii i immunoterapii. Istnieje konieczno$¢ dalszych badan polaczen
enfortumabu vedotinu z innymi lekami, a takze identyfikacji nowych, poten-
cjalnych celéw molekularnych, celem wypracowania odpowiednich rozwiazan
terapeutycznych, ktére moglyby przyczyni¢ si¢ do istotnej poprawy rokowan

u pacjentdw z rozsianym rakiem urotelialnym.
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Abstrakt: Rak piersi jest najczgstszym nowotworem zlosliwym na $wiecie i stanowi przyczyng
7% zgondéw z powodu choréb nowotworowych na §wiecie. W obliczu tego wysitek naukowcéw
ukierunkowany jest na poszukiwanie nowych, skuteczniejszych lekéw znajdujacych zastoso-
wanie w terapii raka piersi. W$réd chorych na raka piersi szczegélna grupe stanowia pacjent-
ki z przerzutowym rakiem piersi o statusie receptoré6w HER2-low (niska ekspresja receptora
HER?2). Dotychczas chore te byly traktowane tak samo jak pacjentki o statusie HER2 ujem-
nym i nie otrzymywaly terapii celowanej anty-HER2. Wprowadzenie trastuzumabu deruk-
stekanu do terapii w tej grupie pacjentek drastycznie odmienilo rokowanie i dalo nadzieje na
wydluzenie mediany czasu wolnego od progresji choroby (ang. median progression-free survi-
val mPFS) oraz mediany catkowitego przezycia (ang. prolonged median overall survival mOS).

Stowa kluczowe: Trastuzumab deurkstekan, rak piersi HER2-low

Abstract: Breast cancer is the most common malignancy in the world and accounts for 7%
of cancer deaths worldwide. In the face of this, researchers' efforts are directed toward the
search for new, more effective drugs applicable to breast cancer therapy. Among breast can-
cer patients, patients with metastatic breast cancer with HER2-low (low HER2 receptor ex-
pression) status are a special group. Until now, these patients have been treated the same
as patients with HER2 negative status and have not received anti-HER2 targeted therapy.
The introduction of trastuzumab deruxtecan into therapy in this group of patients has
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completely transformed the prognosis and offered hope for an increase in median progres-
sion-free survival (mPFS) and prolonged median overall survival (mOS).

Keywords: Trastuzumab deruxtecan, HER2-low breast cancer

1. Wstep

Choroby nowotworowe stanowia druga co do czgstosci przyczyneg zgo-
néw na $wiecie i sg istotnym problemem z punktu widzenia polityki zdrowot-
nej wielu paristw $wiata . Wsérdéd nowotwordw zlodliwych szczegélnie waz-
ne miejsce zajmuje rak piersi, bedacy najczgstszym nowotworem ztosliwym
na $wiecie. Co roku diagnoza ta dotyka ponad 2 miliony oséb w $wiatowej po-
pulacji. Rak ten odpowiada za prawie 12% wszystkich nowotworéw ztosliwych
i wyprzedza pod tym wzgledem nowotwory takie jak rak ptuca (11,4%) czy
rak jelita grubego (10%). Stanowi on przyczyne niemal 7% zgonéw rocznie
z powodu choréb nowotworowych 2. Niniejszy rozdzial w sposéb komplek-
sowy charakteryzuje przelomowy lek jakim jest trastuzumab-derukstekan -

mechanizm jego dziatania oraz miejsce w nowoczesnej terapii raka piersi.
2. Czynniki ryzyka

Do czynnikdéw ryzyka rozwoju raka piersi naleza;:

e DPle¢ zeriska - Rak piersi w 99% przypadkéw dotyczy populacji ko-
biet, przypadki zachorowania na raka piersi przez mezczyzn zdarzaja
si¢ sporadycznie i stanowig zaledwie 1% wszystkich diagnozowa-
nych rakéw piersi P,

*  Wiek - Poza plcig zeriskg stanowi jeden z czynnikéw najmocniej
skorelowanych z pojawieniem si¢ raka piersi. Ryzyko rozwoju raka
piersi ro$nie wraz z wiekiem pacjentki . Wigkszos¢ przypadkéw
dotyczy kobiet migdzy 50 a 70 rokiem zycia, a przypadki zachoro-
wania kobiet przed 35 rokiem zycia naleza do rzadkosci i stanowig
zaledwie 2,4% przypadkéw P. Pomimo rzadszego wystgpowania,
mlodsze pacjentki (<40 lat) maja wigkszg tendencj¢ do rozwoju bar-
dziej agresywnych biologicznie form raka piersi i rokuja przewaznie
gorzej ¢,

e  Predyspozycje genetyczne - Uwaza sig, ze okoto 7-10% przypadkéw
rakéw piersi moze mie¢ podloze dziedziczne. Do genéw bioracych
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udzial w patogenezie raka piersi naleza migdzy innymi BRCA1
i BRCA2, a takie ATM oraz TP53 . Mutacje w genach BRCA1
i BRCA2 odgrywaja szczegdlna role w rozwoju raka piersi- sa one
odpowiedzialne za odpowiednio 52% i 32% wszystkich przypadkéw
dziedzicznego raka piersi ¥, Z kolei mutacje w genie supresorowym
ATM, ktérych obecno$¢ stwierdza si¢ u 1-2% populacji wiazg si¢
z 2-3 razy wicksza szansg rozwoju raka piersi niz w populacji ogél-
nej Pl Utrata funkcji bialka supresorowego p53 predysponuje nato-
miast do rozwoju wielu choréb nowotworowych i rak piersi nie jest
tu wyjatkiem "%, Zmiane taka stwierdza sie w okolo 30% przypad-
kéw raka piersi 'Y,

*  Ekspozycja na estrogeny - Przedtuzona ekspozycja na estrogeny sta-
nowi istotny czynnik ryzyka rozwoju raka piersi ', Zrédta zwick-
szonej ekspozycji na hormony estrogenowe moga by¢ endogenne jak
i réwniez egzogenne. Przyjmuje sig, ze istotna jest zaréwno dawka
jak i czas przez jaki tkanka gruczolu piersiowego jest stymulowana
przez estrogeny ¥l Wezesna pierwsza miesigczka, péZzna menopau-
za, brak porodéw oraz pierwszy poréd po 30 roku zycia stanowia
przyczyne przedluzonego czasu narazenia na estrogeny i zwickszaja
ryzyko raka piersi 'Y, Do egzogennych zrédet narazenia na estroge-
ny nalezy z kolei stosowanie doustnych srodkéw antykoncepcyjnych
(OCD) oraz hormonalna terapia zastgpcza (HRT). OCD moga
nieznacznie zwigksza¢ ryzyko rozwoju raka piersi u pewnych grup
kobiet . HRT zwigksza ryzyko wystapienia raka piersi, natomiast
korzysci ze stosowania HRT w uzasadnionych przypadkach prze-
wyzszaja ten potencjalnie negatywny wplyw 6,

*  Styl zycia -Otylos¢, niska aktywnos¢ fizyczna oraz naduzywanie alko-
holu predysponuja do rozwoju réznorakich choréb nowotworowych
w tym raka piersi "7\, Badania pokazuja, ze juz spozycie alkoholu
na poziomie 10 graméw dziennie zwigksza ryzyko raka piersi o 5%
w grupie kobiet przed menopauza i 0 9% po menopauzie ¥l Po-
nadto, kazde dodatkowe 10 graméw alkoholu spozywanego dzien-

19 Ruch i ¢éwiczenia fizycz-

nie zwicksza to ryzyko o kolejne 4%
ne wplywajg natomiast ochronnie na ryzyko rozwoju raka piersi.
Na podstawie danych z badan epidemiologicznych wiadomo,
ze kobiety regularnie wykazujace aktywnos¢ fizyczna maja o 10-25%
mniejsze ryzyko rozwoju raka piersi w poréwnaniu z kobietami nie
120

wykazujacymi zadnej aktywnosci fizycznej 2% Otylo$¢ jako stan
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charakteryzujacy si¢ licznymi zaburzeniami wiaze si¢ ze zwigkszo-
nym ryzykiem zaréwno chordéb sercowo-naczyniowych jak i nowo-
tworowych 21,

Do mechanizméw laczacych otytos¢ i zwiekszone ryzyko raka piersi na-
leza migdzy innymi: insulinoopornos$¢ i powiazana z nig hiperinsulinemia,
zwickszone stgzenie peptydéw anabolicznych takich jak IGF-1 czy tez wiazaca
sie z otyloscia sklonnoé¢ do przewleklych stanéw zapalnych tkanek 2.

3. Terapia raka piersi

W terapii raka piersi zastosowanie znajduje: leczenie chirurgiczne, che-
mio- i radioterapia, terapia hormonalna oraz brachyterapia 1%, Decyzja o za-
stosowaniu danej formy leczenia uzalezniona jest od czynnikéw takich jak:
typ histologiczny nowotworu, stopieri zaawansowania histopatologicznego
i klinicznego nowotworu, profil ekspresji receptoréw estrogenowych (ER),
receptoréw progesteronowych (PR), status HER2, indeks mitotyczny Ki67,
czy tez obecno$¢ przeciwwskazari do zastosowania danej formy leczenia 4.
Standardem postgpowania w wigkszosci rakéw piersi w stadium ograniczo-
nym lub zaawansowanym lokoregionalnie jest radykalne leczenie operacyjne

z zastosowaniem terapii systemowe;j.
3.1. Systemowa terapia raka piersi

Systemowsq terapi¢ raka piersi dzielimy na neoadjuwantows i adjuwan-
towa. Terapia systemowa obejmuje hormonoterapi¢ w przypadku rakéw hor-
mono-wrazliwych, chemioterapie, a takze terapi¢ molekularna anty-HER2
u pacjentek o statusie HER2+. Terapia neoadjuwantowa znajduje zastosowa-
nie szczegdlnie u pacjentek z lokalnie zaawansowanym rakiem piersi bez prze-
rzutéw odleglych. Jej celem jest zmniejszeniem rozmiaréw guza i ulatwienie
operagji chirurgicznej. Terapia adjuwantowa ma z kolei za zadanie eliminacje
utajonych mikroprzerzutéw i wydluzenia czasu przezycia chorych po zastoso-

waniu leczenia chirurgicznego .
3.2. Strategie leczenia

Na podstawie ekspresji ER/PR/HER2/Ki-67 raki piersi mozemy po-
dzieli¢ na podtypy biologiczne pozwalajace prognozowaé odpowiedz na dany
typ leczenia oraz jego skuteczno$¢. Wyrédzniamy cztery zasadnicze podtypy
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molekularne: Luminalny A, Luminalny B, Podstawnopodobny (ang. triple
negative breast cancer TNBC) oraz HER2-bogaty (ang. HER2-enriched)
26l Z punktu widzenia doboru optymalnego leczenia dla danego pacjenta,
niezbedne jest przeprowadzenie badania histopatologicznego z oznaczeniem
receptoréw estrogenowych, progesteronowych, receptoréw HER2 a takze
indeksu mitotycznego z wykorzystaniem Ki67. Badanie to umozliwia zakla-
syfikowanie raka piersi do jednego z wymienionych wyzej podtypéw moleku-
larnych. Badanie to powinno by¢ przeprowadzone w o$rodku referencyjnym
posiadajacym wystandaryzowane metody oznaczeni, co zapewnia pewno$é
i wiarygodno$¢ otrzymanych wynikéw.

Tabela 1. Podstawowe podtypy molekularne raka piersi wedlug konsensusu z St gallen (2013)
[opracowanie wlasne] 27!

LUMINALNY A ER+ iflub PR+ HER2 ujemny Ki67 <14 %
LUMINALNY B ER+ iflub PR+ HER2 dodatni Ki67 dowolny
(HER+)

LUMINALNY B ER+ iflub PR+ HER2 ujemny Ki67 wysoki (>14%)
(HER-)

TROJUJEMNY ER-, PR- HER2 ujemny Ki67 dowolny
(TNBC)

HER2 - dodatni ER-, PR- HER2 dodatni Ki67 dowolny

Typ luminalny A najlepiej reaguje na hormonoterapig. W leczeniu raka
luminalnego B stosuje si¢ chemioterapi¢ oparta na antracyklinach i taksanach,
a takze hormonoterapig. Jedli jest to podtyp z obecnoscia receptoréw HER2,
stosuje si¢ dodatkowo terapi¢ anty-HER2 (trastuzumab, pertuzumab). W te-
rapii raka tréjujemnego zastosowanie znajduj¢ gléwnie chemioterapia. Raka
HER2- dodatniego leczy si¢ z kolei przy pomocy terapii anty-HER2 oraz

chemioterapii %),
4. Trastuzumab Derukstekan

Trastuzumab derukstekan (nazwa handlowa - ENHERTU®) po raz
pierwszy wszedl do uzycia klinicznego w 2019 roku, kiedy to FDA (ang. Food
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and Drug Administration) w przyspieszonym trybie zatwierdzita jego uzycie
u pacjentéw z HER2 dodatnim, nieresekcyjnym lub metastatycznym rakiem
piersi, leczonych weczesniej przynajmniej dwoma liniami lekéw przeciw re-
ceptorom HER2. Decyzja ta byta poklosiem bardzo pozytywnych wynikéw
badania o nazwie DESTINY-Breast01, ktére wykazato catkowity odsetek od-
powiedzi (ang. overall response rate ORR) na poziomie 60,3%, natomiast
mediana czasu odpowiedzi na lek (ang. duration of response DOR) wyniosta
14,8 miesiecy . Od tego czasu lek ten stanowi obiekt zainteresowania spe-
cjalistéw onkologii klinicznej na calym $wiecie, ktérzy upatruja w nim nadzie-

je na prawdziwy przelom w leczeniu licznych HER2 dodatnich nowotworéw.
4.1. Mechanizm dzialania

Trastuzumab derukstekan (T-DXd) nalezy do grupy lekéw skoniugo-
wanych typu ADC (ang. Antibody- Drug Conjugate). Sktada si¢ z humani-
zowanego przeciwciala monoklonalnego klasy IgG1 przeciwko receptorowi
HER?2 (trastuzumab) oraz chemioterapeutyku bedacego inhibitorem topo-
izomerazy I (derukstekan), potaczonych kowalencyjnie przez tetrapeptydowy
Yacznik Y. Taka budowa leku zapewnia celowang terapi¢ raka, opierajacy si¢
na dostarczaniu leku bezposrednio do komérek nowotworowych wykazuja-
cych ekspresje receptora HER2 i minimalizuje narazenie zdrowych komérek
na dzialanie derukstekanu ®". Sam trastuzumab oprécz tego, ze stanowi swo-
isty transporter chemioterapeutyku do komérek zmienionych, moze ponadto
blokowa¢ receptor HER2 przyczyniajac si¢ w ten sposéb do zahamowania
stymulacji komérek raka przez czynniki wzrostu 2. T-DXd spoéréd innych
ADC wyréznia si¢ wyjatkowo wysokim stosunkiem chemioterapeutykéw do
przeciwciala wynoszacym okolo 8:1 3. Dzigki tak wysokiemu stosunkowi
lek:przeciwciato T-DXd wykazuje unikalny efeke, tzw. “Bystander effect”, po-
legajacy na przenikaniu chemioterapeutyku réwniez do sasiednich komérek,
nie wykazujacych ekspresji receptoréw HER2 na swojej powierzchni. Uwaza
si¢, ze to whasnie ten efekt jest odpowiedzialny za skuteczno$¢ trastuzumabu
derukstekanu w leczeniu rakéw piersi z niska ekspresja receptora HER2.

Po dotarciu T-DXd do komérek docelowych sekwencja zdarzeri wyglada
nastepujaco:

—  Polaczenie trastuzumabu do receptora HER2 na powierzchni komérek
raka;
—  Internalizacja kompleksu do wnetrza komorki i rozklad facznika kom-

pleksu T-DXd przez enzymy lizosomalne;
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—  Uwolnienie derukstekanu, ktdry laczac si¢ z topoizomeraza I hamuje
jej dziatanie prowadzac do zahamowania replikacji DNA, zatrzymania
cyklu komérkowego i w konsekwencji do apoptozy komérki B4,

4.2. Miejsce w terapii

Prawdziwy przelom stanowi mozliwo$¢ zastosowania T-DXd w lecze-
niu pacjentek z przerzutowym rakiem piersi wykazujacym niska ekspresje
receptora HER2 (HER2-low). Pacjentki te byly dotychczas traktowane tak
samo jak pacjentki HER2 ujemne ze wzgledu na fake, ze dostgpne terapie
anty-HER?2 nie poprawialy istotnie wynikéw leczenia w tej grupie chorych &,
Co za tym idzie, w tej grupie pacjentek mozliwosci celowanego leczenia byly
ograniczone i w razie progresji choroby podczas stosowania terapii pierwszej
linii byly one zazwyczaj kwalifikowane do systemowego leczenia paliatywnego
B¢l Wszystko zmienilo sie wraz z przeprowadzeniem badania o nazwie DE-
STINY-Breast04, ktére wykazalo skutecznos¢ zastosowania T-DXd w grupie
pacjentek z przerzutowym rakiem piersi o statusie HER2-low. Wyniki bada-
nia pokazaly 50% redukcje ryzyka zgonu lub progresji choroby w tej grupie
wzgledem standardowo stosowanej chemioterapii. Przekltada si¢ to na $rednie

wydluzenie przezycia o 6 miesigcy ©7.
4.3. Skutki uboczne

Do skutkéw ubocznych odnotowanych podczas terapii T-DXd naleza
przede wszystkim tagodne zaburzenia, takie jak nudnosci, wymioty oraz ly-
sienie. Do czgéciej obserwowanych powaznych efektéw ubocznych zaliczamy
neutropenie u 13,7% pacjentdéw, anemig - u 8%, $rédmiazszowe zapalenie pluc -

u 12,1% oraz zaburzenia kurczliwosci lewej komory u 4,6% pacjentéw B8,
5. Podsumowanie

Trastuzumab derukstekanu stanowi niewatpliwie jeden z najbardziej
obiecujacych lekéw wspédlczesnej onkologii. Daje nadziej¢ na poprawg ro-
kowania w licznych grupach pacjentéw, zaréwno z przerzutowym rakiem
piersi, jak i innymi rakami wykazujacymi ekspresje receptora HER2. Obec-
nie T-DXd posiada rejestracje w terapii nowotwordw takich jak niedrobno-
komérkowy rak pluca, zaawansowany rak zoladka, rak jelita grubego oraz

rak piersi, w ktérym zastosowanie T-DXd opisano w powyzszym tekscie.
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Z pewnoscig w najblizszych latach mozemy spodziewa¢ si¢ licznych préb za-

stosowania tego nowatorskiego leku w réznych grupach pacjentéw, co moze

istotnie wydtuzy¢ rokowanie w tych grupach chorych.

Referencje

[1]

(2]

128

Hulvat MC. Cancer incidence and trends. Surg Clin North Am.
2020;100(3):469-481. doi:10.1016/j.suc.2020.01.002.

Sung H, Ferlay J, Siegel RL i in. Global cancer statistics 2020:
GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for
36 cancers in 185 countries. CA. 2021;71(3):209-249. doi:10.3322/
caac.21660.

Gucalp A, Traina TA, Eisner JR i in. Male breast cancer: a dise-
ase distinct from female breast cancer. Breast Cancer Res Treat.

2018;173(1):37-48. doi:10.1007/s10549-018-4921-9.

Radecka B, Litwiniuk M. Breast cancer in young women. Ginekol

Polska. 2016;87(9):659-663. doi:10.5603/gp.2016.0062.

Hankey BF. State bite age distribution of breast cancer cases.
JNCI | National Cancer Inst. 1994;86(19):1441. doi:10.1093/
inci/86.19.1441.

Ribnikar D, Ribeiro JM, Pinto D i in. Breast cancer under age
40: a different approach. Curr Trear Options Oncol. 2015;16(4).
doi:10.1007/s11864-015-0334-8.

Bennett LM. Breast cancer: genetic predisposition and exposu-
re to radiation. Mol Carcinog. 1999;26(3):143-149. doi:10.1002/
(sici)1098-2744(199911)26:3%3C143::aid-mc2%3E3.0.co;2-s.

Ford D, Easton DF, Stratton M i in. Genetic heterogeneity and pene-
trance analysis of the BRCA1 and BRCA2 genes in breast cancer fa-
milies. Am | Hum Genet. 1998;62(3):676-689. doi:10.1086/301749.

Jerzak KJ, Mancuso T, Eisen A. Ataxia—telangiectasia gene (ATM)
mutation heterozygosity in breast cancer: a narrative review. Curr

Oncol. 2018;25(2):176. doi:10.3747/c0.25.3707.



J. WYSOCZANSKI, R. DUTCZAK, J. CIESIELKA, Z. WITKOWSKA, K. HANDZEL, A. ANCZYK

[10]

Kaur RP, Vasudeva K, Kumar R, Munshi A. Role of p53 gene
in breast cancer: focus on mutation spectrum and therapeutic
strategies. Curr Pharm Des. 2018;24(30):3566-3575. doi:10.2174/
1381612824666180926095709.

Varna M, Bousquet G, Plassa LF, Bertheau P, Janin A. TP53 status
and response to treatment in breast cancers. J Biomed Biotechnol.
2011;2011:1-9. doi:10.1155/2011/284584.

Menarche, menopause, and breast cancer risk: individual participant
meta-analysis, including 118 964 women with breast cancer from
117 epidemiological studies. Lancer Oncol. 2012;13(11):1141-1151.
doi:10.1016/s1470-2045(12)70425-42012;13(11):1141-1151.
doi:10.1016/s1470-2045(12)70425-4 .

Rosato V, Bosetti C, Negri E i in. Reproductive and hormonal fac-
tors, family history, and breast cancer according to the hormonal re-
ceptor status. Eur | Cancer Prev. 2014;23(5):412-417. d0i:10.1097/
cej.0b013e3283639f7a.

Kelsey JL, Gammon MD, John EM. Reproductive factors
and  breast cancer. Epidemiologic  Rev. 1993;15(1):36-47.
doi:10.1093/oxfordjournals.epirev.a036115.

Kanadys W, Barariska A, Malm M i in. Use of oral contracepti-
ves as a potential risk factor for breast cancer: a systematic review

and meta-analysis of case-control studies up to 2010. /nt J Environ

Res Public Health. 2021;18(9):4638. doi:10.3390/ijerph18094638.

Marsden J, Pedder H. HRT and breast cancer risk — Fast facts. Post Re-
prod Health. 2021;27(1):42-44. doi:10.1177/2053369120973424.

Sun YS, Zhao Z, Yang ZN i in. Risk factors and preventions
of breast cancer. Int | Biol Sci. 2017;13(11):1387-1397. d0i:10.7150/
ijbs.21635.

Freudenheim JL. Alcohol's effects on breast cancer in women. Alco-
hol Res. 2020;40(2). doi:10.35946/arcr.v40.2.11.

Romieu I, Scoccianti C, Chajés V i in. Alcohol intake and breast
cancer in the European prospective investigation into cancer and
nutrition. Int | Cancer. 2015;137(8):1921-1930. doi:10.1002/
ijc.29469.

129



TRASTUZUMAB DERUKSTEKAN - PRZELOM W LECZENIU RAKA PIERSI

[20]

[27]

130

Kolak A, Kaminiska M, Sygit K i in. Primary and secondary preven-
tion of breast cancer. Ann Agric Environ Med. 2017;24(4):549-553.
doi:10.26444/aaem/75943.

Saltiel AR, Olefsky JM. Inflammatory mechanisms linking obesity
and metabolic disease. / Clin Investig. 2017;127(1):1-4. doi:10.1172/
192035,

Hopkins BD, Goncalves MD, Cantley LC. Obesity and cancer
mechanisms: cancer metabolism. / Clin Oncol. 2016;34(35):4277-
4283. d0i:10.1200/jc0.2016.67.9712.

Waks AG, Winer EP. Breast cancer treatment. JAMA.
2019;321(3):288. doi:10.1001/jama.2018.19323.

Maughan KL, Lutterbie MA, Ham PS. Treatment of breast cancer.
Am Fam Physician. 2010;81(11):1339-1346.

Shien T, Iwata H. Adjuvant and neoadjuvant therapy for breast
cancer. /PN ] Clin Oncol. 2020;50(3):225-229. doi:10.1093/jjco/
hyz213.

Prat A, Pineda E, Adamo B i in. Clinical implications of the intrin-
sic molecular subtypes of breast cancer. Breast. 2015;24:526—S35.
doi:10.1016/j.breast.2015.07.008.

Harbeck N, Thomssen C, Gnant M. St. Gallen 2013: Brief Pre-
liminary Summary of the Consensus Discussion. Breast Care.
2013;8(2):102-109. doi:10.1159/000351193.

Goldhirsch A, Wood WC, Coates AS, Gelber RD, Thiirlimann B,
Senn HJ. Strategies for subtypes—dealing with the diversity of bre-
ast cancer: highlights of the st gallen international expert consen-

sus on the primary therapy of early breast cancer 2011. Ann Oncol.
2011;22(8):1736-1747. doi:10.1093/annonc/mdr304.

Narayan P, Osgood CL, Singh H, et al. FDA Approval Summa-
ry: Fam-Trastuzumab Deruxtecan-Nxki for the Treatment of Un-
resectable or Metastatic HER2-Positive Breast Cancer. Clinical
Cancer Research. 2021;27(16):4478-4485. doi:10.1158/1078-0432.
CCR-20-4557.

Keam §J. Trastuzumab deruxtecan: first approval. Drugs.
2020;80(5):501-508. doi:10.1007/s40265-020-01281-4.



J. WYSOCZANSKI, R. DUTCZAK, J. CIESIELKA, Z. WITKOWSKA, K. HANDZEL, A. ANCZYK

(31]

(30]

Fu Z, Li §, Han S, Shi C, Zhang Y. Antibody drug conjugate: the
“biological missile” for targeted cancer therapy. Signal Transduct
Target Ther. 2022;7(1). doi:10.1038/s41392-022-00947-7.

Valabrega G, Montemurro F, Aglietta M. Trastuzumab: mechanism
of action, resistance and future perspectives in HER2-overexpres-
sing breast cancer. Ann Oncol. 2007;18(6):977-984. doi:10.1093/
annonc/mdl475.

Nakada T, Sugihara K, Jikoh T, Abe Y, Agatsuma T. The latest rese-
arch and development into the antibody—drug conjugate, [fam-] tra-
stuzumab deruxtecan (ds-8201a), for HER2 cancer therapy. Chem
Pharm Bull. 2019;67(3):173-185. doi:10.1248/cpb.c18-00744.

Yamato M, Hasegawa J, Maejima T i in. DS-7300a, a DNA to-
poisomerase I inhibitor, dxd-based antibody—drug conjugate targe-
ting B7-H3, exerts potent antitumor activities in preclinical models.
Mol Cancer Ther. 2022;21(4):635-646. doi:10.1158/1535-7163.
mct-21-0554.

Fehrenbacher L, Cecchini RS, Geyer Jr CE i in. NSABP B-47/NRG
oncology phase III randomized trial comparing adjuvant chemothe-
rapy with or without trastuzumab in high-risk invasive breast cancer
negative for HER2 by FISH and with IHC 1+ or 2+. J Clin Oncol.
2020;38(5):444-453. d0i:10.1200/jco.19.01455.

Tarantino P, Hamilton E, Tolaney SM i in. HER2-Low bre-
ast cancer: pathological and clinical landscape. / Clin Oncol.
2020;38(17):1951-1962. doi:10.1200/jco.19.02488.

T-DXd: new standard for her2-low breast cancer. Cancer Discov.
2022:0F1. doi:10.1158/2159-8290.cd-nb2022-0043.

Modi S, Jacot W, Yamashita T i in. Trastuzumab deruxtecan

in previously treated her2-low advanced breast cancer. New Engl

J Med. 2022. doi:10.1056/nejmoa2203690.

131
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dla pacjentéw onkologicznych z guzami

litymi z fuzja genéw NTRK
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Wydziat Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt: Standardowe leczenie nowotworéw obejmujace leczenie chirurgiczne, chemioterapig
oraz radioterapi¢ wigze si¢ z wystgpowaniem licznych i obciazajacych pacjenta dziatar niepo-
zadanych, a w dodatku czgsto bywa nieskuteczne. Nowoczesne podejscie do terapii przeciwno-
wotworowej obejmuje zastosowanie lekéw wysoce specyficznych wzgledem danych czasteczek.
Jednym z nich jest larotrektynib, bedacy inhibitorem kinazy TRK. Jest on wykorzystywany
w leczeniu guzéw litych z obecna fuzja genéw z rodziny NTRK, ktére stanowig az 1% wszyst-
kich guzéw litych. Jego zastosowanie wiaze si¢ z mniejszq liczbg dziatan niepozadanych dla
chorych oraz znaczng (>70%) efektywnoscia kliniczng pod postacia zmniejszenia objgtosci
guza, a nawet mozliwoscia wystapienia catkowitej remisji choroby. Ponadto warto zaznaczy¢,
ze larotrektynib wykazuje powyzszy efekt we wszystkich rodzajach guzéw litych (niezaleznie od
ich typu histopatologicznego), ktdre wykazuja fuzje genéw NTRK oraz jest skuteczny w bardzo
szerokim przedziale wickowym obejmujacym osoby od 1 miesiaca do 84 roku zycia. Wszystkie
te cechy wskazuja, ze larotrektynib stanowi przelom w leczeniu guzéw litych z obecna fuzja
NTRK oraz daje nadziej¢ wielu pacjentom na catkowita lub czgiciows remisjg choroby.

Stowa kluczowe: larotrektynib, nowotwér, NTRK, TRK

Abstract: Standard cancer treatment involving surgery, chemotherapy and radiation thera-
py is associated with numerous and patient-burdensome side effects, and is often ineffective.
Modern approach to anticancer therapy includes the use of drugs that are highly specific to
the molecules involved. One of these is larotrectinib, which is a TRK kinase inhibitor. It is
used in the treatment of solid tumors with NTRK family gene fusions present, which account
for as much as 1% of all solid tumors. Its use is associated with fewer side effects for patients
and significant (>70%) clinical efficacy in the form of tumor volume reduction and even the
possibility of complete remission of the disease. In addition, it is noteworthy that larotrectinib
shows the above effect in all types of solid tumors (regardless of their histopathological type)
that express NTRK gene fusion, and is effective in a very wide age range covering patients
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from 1 month to 84 years old. All of these features indicate that larotrectinib is a viable treat-
ment for solid tumors with NTRK fusion present, and offers hope to many patients for com-
plete or partial remission of their disease.

Keywords: larotrectynib, tumor, NTRK, TRK

1. Wstep

Transformacja nowotworowa to proces polegajacy na nagromadzeniu
w materiale genetycznym komorki licznych bledéw, ktére w konsekwengji
prowadza do jej niekontrolowanych podziatéw i rozwoju choroby nowo-
tworowej. Kazdy nowotwér zawiera charakterystyczny jedynie dla siebie ze-
staw nagromadzonych bledéw w DNA, jednak wiele z poszczegélnych nie-
prawidlowosci sa powtarzalne wérdd réznego typu nowotworéw. Guzy lite
ze wzgledu na swdj zozony, lecz malo stabilny genom cechuja si¢ wigksza
niestabilnoscia genomowg powodujaca wystgpowanie m.in. fuzji genowych.
Uwazano, iz fuzje genéw sa specyficzne dla danego rodzaju nowotworu, jed-
nak pézniejsze badania przeczyly tej tezie ", Przykladem jest fuzja gendw z ro-
dziny NTRK (receptorowej kinazy tyrozynowej dla neurotrofin) powodujaca
powstawanie nieprawidtowej kinazy receptora tropomiozyny (TRK). Nowo-
czesne podejécie do terapii onkologicznej uwzglednia stosowanie lekéw wy-
soce specyficznych, ktdre sg skierowane przeciwko konkretnej czasteczce lub
receptorowi charakterystycznemu dla danego nowotworu, co nadaje leczeniu
spersonalizowany charakter. Larotrektynib bedacy inhibitorem skierowanym
przeciwko TRK, stanowi nowa opcje terapeutyczng w leczeniu guzéw litych
zlokalizowanych w réznych czgdciach ciala, ktére sg spowodowane fuzja ge-
néw NTRK. Wskazania do jego stosowania obejmuja nowotwory w stadium
zaawansowanym lub te, ktére rozprzestrzenily si¢ na inne cze¢sci ciata lub sy-
tuacje, w ktdrych operacja usunigcia nowotworu moze spowodowaé powazne
powiklania oraz jedli nie ma innych zadowalajacych mozliwosci leczenia. Pod-
stawa wlaczenia leczenia jest wykrycie zmian w genie NTRK 2. Jest to mozli-
we przez zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji opartego na DNA
lub RNA, a takze innych testéw takich jak fluorescencyjna hybrydyzacja

B4 Dostepne sg ogra-

in situ (FISH) lub PCR z odwrotng transkryptaza

niczone dane dotyczace przydatnoéci diagnostycznej immunohistochemii

w wykrywaniu zmian genu NTRK w praktyce patologii onkologicznej .
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2. Metodologia

Ponizszy rozdzial monografii zostal opracowany na podstawie dostep-
nych publikacji naukowych udostgpnionych w medycznych bazach nauko-
wych, takich jak Google Scholar, PubMed oraz medycznych podrecznikéw
akademickich. Na podstawie danych dost¢pnych w analizowanych artykutach
zostaly wykonane tabele.

3. Udzial gen6w NTRK w procesie nowotworzenia

Jak juz wspomniano wyzej podstawa do wlaczenia terapii larotrekey-
nibem jest wystapienie fuzji genéw z rodziny NTRK. Genem fuzyjnym na-
zywamy gen hybrydowy utworzony z fragmentéw pierwotnie niezaleznych
genéw tzw. partneréw fuzyjnych. Partnerskie geny moga by¢ zlokalizowane
na jednym, badz wielu chromosomach. Rodzina genéw NTRK sklada si¢
z — NTRK1 (locus 1g23.1), NTRK2 (locus 9q21.33) i NTRK3 (locus
15q25.3) — kodujacych kinazy tyrozynowe receptora tropomiozynowego (od-
powiednio: TRKA, TRKB oraz TRKC) i bioracych udziat w procesie rozwoju
i utrzymania prawidtowego funkcjonowania neuronéw . Sa one aktywowane
przez rézne ligandy, w tym czynnik wzrostu nerwéw (NGF), neurotroficzny
czynnik pochodzenia mézgowego (BDNF), neurotrofing 4 (NT-4) i neuro-
trofing 3 (NT-3). Fuzje TRK (fuzje mi¢dzy jednym z genéw NTRK a genem
partnerskim 5') powstaja w wyniku rearanzacji wewnatrzchromosomalnych
lub mi¢dzychromosomalnych, ktére facznie prowadza do ekspresji chimerycz-
nej onkoproteiny charakteryzujacej si¢ niezalezng od ligandu aktywacja kina-
zy. To prowadzi do niekontrolowanej aktywacji szlakéw wewnatrzkomérko-
wych odpowiedzialnych za proliferacj¢ komérki i napedza proces onkogenezy.
Lacznie moga by¢ one odpowiedzialne za 1% wszystkich guzéw litych -4,
Rearanzacje genéw NTRK1/2/3 stwierdzono w wielu typach nowotworéw,

ktére mozna pogrupowad wedlug czestosci z jaka fuzje te sa wykrywane:

*  Rzadkie typy raka, kedre wykazuja fuzje NTRK z czgstoscig >90%,
w tym wydzielniczy rak piersi, analogiczny rak wydzielniczy sutka
(MASC), wrodzony nerczak mezoblastyczny (podtypy komérkowe
lub mieszane) i wlékniakomiesaki wczesnodzieciece;

e Czeste guzy lite z przewaga fuzji NTRK 5-25%: rak brodawko-
waty tarczycy, nowotwory szpicowate, nowotwory podscieliskowe
przewodu pokarmowego (GIST) bez kanonicznych zmian KIT,
PDGFRA lub RAS oraz niektére glejaki dziecigee;
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*  Cuzeste guzy lite z niska czestoscia wystgpowania fuzji genéw NTRK
(<5%, ale przewaznie <1%), takie jak gruczolakorak ptuc lub trzust-
ki, rak plaskonablonkowy glowy i szyi, rak drég zélciowych, rak
piersi, jelita grubego i nerkowokomérkowy, czerniak, pierwotne

guzy mézgu wieku dorostego oraz migsaki tkanek migkkich inne

niz GIST &1,

NTRK Gene Fusions Lead to the Formation of
Oncogenic TRK Fusion Proteins'

CHROMOSOMES GENE FUSION TRK FUSION PROTEIN

<+ = > >
Partner Partner Gene

Gene B rre2s
B vreiizs

Rycina 1. Ilustracja fuzji genéw, ktdrej powodem jest produkeja onkogennie zmienionych bia-

fek TRKA, TRKB i TRKC ¢,
4. Mechanizm dzialania i informacje ogélne

Larotrektynib jest inhibitorem kompetycyjnym adenozynotréjfosforanu
(ATP) i wysoce selektywnym inhibitorem dla kinazy receptora tropomiozyny
(TRK). Lek wywiera efekt przeciwnowotworowy blokujac sygnalizacje wzro-
stu w komérkach z konstytutywna aktywacja biatek TRK, wynikajacg z fu-
zji genéw w komorce, delecji domeny regulujacej biatka lub w komérkach,
w ktérych zachodzi nadekspresja biatka TRK. Hamowanie tych efektow jest
podstawa leczenia nowotworéw fuzyjnych TRK. Larotrektynib dostepny pod
nazwa handlowg Vitrakvi, zostal zarejestrowany w przypadkach miejscowo
zaawansowanych, przerzutowych lub nieoperacyjnych guzéw litych oraz
gdy inne terapie nie cechujg si¢ zadowalajacymi wynikami. Dostgpny jest
w postaci kapsulek (25mg, 100mg) lub roztworu doustnego (20mg/100ml).
W standardowej terapii lek przyjmuje si¢ doustnie dwa razy dziennie do czasu
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progresji choroby lub wystapienia nieakceptowalnej toksycznosci. Dawkowa-
nie u dzieci i mlodziezy jest oparte na wielkosci powierzchni ciata. Zalecana
dawka u dzieci i mlodziezy to 100 mg/m?* larotrektynibu dwa razy na dobe,
maksymalnie 100 mg na dawke. Do dzialaii niepozadanych zglaszanych
w trakcie terapii zaliczy¢ mozna: zwigkszenie aktywnosci AIAT, zwickszenie
aktywnosci AspAT, zmniejszenie liczby neutrofiléw (neutropenia), zmniej-
szenie liczby leukocytéw (leukopenia), zaburzenia smaku, wzrost aktywno-
§ci fosfatazy alkalicznej we krwi, wymioty, zaparcia, zmegczenie, nudnosci,
niedokrwisto$¢, zawroty glowy, i bl migsni 2. Bezpieczeristwo stosowania
u 0s6b w podesztym wieku (265 lat) jest spéjne z profilem obserwowanym
u mlodszych pacjentéw. Na podstawie dzialania leku nie mozna wykluczy¢
dzialania teratogennego ['").

5. Rezultaty badan klinicznych

Pomiedzy 2014 a 2019 rokiem przeprowadzono trzy otwarte bada-
nia kliniczne fazy 11 II ,SCOUT” i ,NAVIGATE”. Lacznie wzi¢to w nich
udzial 159 pacjentéw w przedziale wiekowym od 1 miesiaca do 84 roku zycia.
W badaniu ,SCOUT” mogli wzia¢ udzial pacjenci z udokumentowang fu-
zja genu NTRK lub bez niej, natomiast u pacjentéw wlaczonych do bada-
nia ,NAVIGATE” musial wystgpowaé nowotwor ze stwierdzong fuzja TRK.
Wigkszo$¢ pacjentéw bioracych udziat w badaniu bylo wezesniej poddanych
standardowej terapii. Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania oraz brak spe-
cyficznosei fuzji genéw NTRK dla konkretnego typu nowotworu pacjenci
objeci badaniami stanowili heterogenna grupe obejmujaca rézne typy gu-
zé6w nowotworowych (tabela 1.). Lek byt podawany doustnie, w ciaglym
28 dniowym harmonogramie, dwa razy dziennie w dawce 100 mg u doro-
stych oraz 100 mg/m?* (maksymalnie 100 mg) w grupie pediatrycznej. 79%
chorych przyjmowata larotrektynib przez 12 miesiecy, a 66% przez 24 miesia-
ce. Zbiorcza analiza wynikéw badania wykazala, ze 79% (121/153) pacjentéw
uzyskato pozytywna odpowiedz na leczenie pod postacia zmniejszenia wiel-
kosci guza. Catkowita odpowiedZ rozumiang jako remisja choroby, uzyskato

natomiast 16% pacjentéw '8

I. Kontynuacja badan obejmujaca tacznie 192
pacjentéw wykazata catkowity odsetek odpowiedzi pozytywnej na poziomie
72% (139/192). W badaniu brato réwniez udzial 33 chorych z pierwotnymi
guzami OUN. W ich grupie zarejestrowano potwierdzona odpowiedz u 24%
(8/33), catkowita odpowiedZ u 9% (3/33) oraz stabilizacj¢ choroby u 61%

(20/33) . Dane te wskazuja, ze larotrektynib moze by¢ réwniez aktywny
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w OUN, co daje perspektywy na prowadzenie dalszych badaii w tym kierun-
ku. Larotrektynib wykazuje zblizong skuteczno$¢ w poréwnaniu do innego
leku o podobnym mechanizmie dziatania — entrektynibu, w przypadku kté-
rego pozytywna odpowiedz na leczenie stwierdzona w badaniach wynosi od
70 do 74%. Jednak leczenie larotrektynibem skutkuje mediana lat zycia przed
progresja na poziomie 5.4 i mediang catkowitych lat zycia 7.0 w poréwnaniu
do entrektynibu, gdzie bylo to odpowiednio 1.2 oraz 1.81%1% 22! Powyisze
dane przedstawiono graficznie w tabeli numer 2 (tabela 2.).

Tabela 1. Procentowy rozktad typow zidentyfikowanego guza u leczonych pacjentow
[opracowanie wlasne] 181,

Rodzaj guza Ilo$¢ pacjentéw
Wiékniakomigsak niemowlecy 29 (18%)
Guz podscicliskowy przewodu pokarmowego 4 (3%)
Inny migsak tkanek miekkich 36 (23%)
Tarczyca 26 (16%)
Gruczot $linowy 21 (13%)
Pluco 12 (8%)
Okreznica 8 (5%)
Czerniak 7 (4%)
Pier$ 5 (3%)
Miesak kosci 2 (1%)
Rak drég zétciowych 2 (1%)
Trzustka 2 (1%)
Wrodzony nerczak mezoblastyczny 1 (<1%)
Watrobowokomérkowy 1 (<1%)
Prostata 1 (<1%)

Tabela 2. Dane z opisanych badan klinicznych wraz z ich wynikami pod postacia
odsetka pacjentow, u ktorych obserwowano odpowiedz zwigzang z leczeniem
[opracowanie wiasne] 12 18 19,

Okres badania do 2019 roku
Pozytywna odpowiedz na leczenie 79%
Calkowita odpowiedz na leczenie 16%
Okres badania po 2019 roku
Pozytywna odpowiedz na leczenie 72%
Odpowiedz w zakresie pierwotnych guzéw OUN
Pozytywna odpowiedz na leczenie 24%
Calkowita odpowiedz na leczenie 9%
Stabilizacja choroby 61%
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6. Refundacja

Lek uzyskal warunkowe dopuszczenie do obrotu, a w Polsce od 1 marca
2023 roku jest objety programem lekowym (szacunkowa cena leku wynosi
€6,330.85 za 56 kapsulek 100 mg). Refundacja obejmuje: leczenie chorych
z réznymi typami nowotworéw litych, w przypadku ktérych stwierdza si¢
fuzje genu NTRK, leczenie dotyczace pacjentéw z nowotworami w stadium
miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym, u ktérych brak jest mozli-
wosci leczenia miejscowego lub jego podjecie moze doprowadzi¢ do powaz-
nych i niekorzystnych nast¢pstw zdrowotnych, przypadki wyczerpania innych
mozliwosci oraz brak innych terapii o potwierdzonych korzyéciach klinicz-
nych w danym wskazaniu ??. Kazdy pacjent spelniajacy powyzsze kryteria
moze zostaé wlgczony do programu lekowego, ktéry obecnie na terenie Polski
jest prowadzony w dwéch osrodkach. Sa to Wojskowy Instytut Medyczny
w Warszawie oraz Uniwersyteckie Centrum Kliniczne w Gdansku. W przy-
sztosci bedzie to mozliwe w wickszej ilosci miejsc, w zwiazku z ogloszonymi
konkursami w innych wojewddztwach, m.in. $wigtokrzyskim i matopolskim.
Szczegbtowe informacje dotyczace kryterium przyjecia do programu sa zawar-

te w bazie ClinicalTrials %24,

7. Podsumowanie

Wdrozenie spersonalizowanego leczenia dostosowanego pod konkretne-
go pacjenta na podstawie profilu molekularnego wystepujacego u niego no-
wotworu stanowi przyszto$¢ terapii onkologicznej. Umozliwia to uniknigcie
licznych dzialan niepozadanych obserwowanych u chorych poddawanych
chemioterapii oraz radioterapii, ktdre obejmuja w przypadku chemioterapii:
mielosupresj¢, niedokrwisto$¢, wypadanie wloséw, silne nudnosci i wymioty,
ktére czesto wiaza si¢ z koniecznoscia przyjmowania lekéw przeciwwymiot-
nych, czy ogélne wyniszczenie oraz w przypadku radioterapii: zapalenie napro-
mienianej okolicy, wiéknienie skéry, tkanki podskdrnej i migsni, czy ryzyko
wystapienia w przysztosci nowotworu w obrebie poddanego terapii fragmen-

tu ciata 2> 20

I. Larotrektynib jako lek wysoce specyficzny powoduje znacznie
mniej dziataii niepozadanych oraz ich mniejsze nasilenie w stosunku do wy-
zej wspomnianych metod leczenia przez mniejsze oddzialywanie toksyczne
na prawidtowe komérki. Jego zastosowanie charakteryzuje si¢ ponad 70%
odpowiedzig na leczenie oraz wskaznikiem catkowitej odpowiedzi na pozio-

mie 16%. Ponadto w przysztoéci lek moze potencjalnie by¢ wykorzystywany
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w leczeniu nowotworéw pierwotnych OUN, ze wzgledu na dobre rezultaty
jego zastosowania w grupie chorych z tym rodzajem guzéw. Nalezy podkre-
§li¢, ze skutecznos¢ leczenia z jego uzyciem zostata wykazana w wielu typach
guzoéw litych i byta niezalezna od wieku chorych, co umozliwia jego szerokie
zastosowanie. Dodatkowo pacjenci poddani terapii z jego uzyciem wykazuja
dtuzsza mediang przezycia bez nawrotéw oraz ogdlng w stosunku do innego
stosowanego preparatu o podobnym mechanizmie dzialania - entrekeynibu.
Badania kliniczne nad larotrektynibem oraz innymi specyficznymi inhibito-
rami stosowanymi w celowanych terapiach przeciwnowotworowych powinny
by¢ dalej rozwijane ze wzgledu na ogromny potencjal w leczeniu wyselekejo-
nowanych pod wzgledem molekularnym nowotworéw, ktére stanowia sze-
roko rozpowszechniony problem medyczny ze wzgledu na prowadzony styl
zycia oraz starzejace si¢ spoleczeristwo 7. Dalsze badania umozliwig wprowa-
dzenie kolejnych, jeszcze skuteczniejszych generacji lekéw oraz obniza koszt
terapii obecnymi preparatami, co znacznie zwigkszy ich dostgpnosé. Stanowi
to nadzieje dla wielu obecnie i przysztych chorych na dluzszy okres przezycia

oraz nawet na catkowita remisj¢ choroby.
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Pluvicto- nowy radioligand
stosowany w leczeniu raka prostaty
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Abstrake: Rak prostaty jest najczgstszym nowotworem zlosliwym u mezezyzn. Kazdego roku
w Europie diagnoze styszy ok. 417 tys. mezezyzn, a liczba rozpozna¢ wzrasta gléwnie w wyniku
upowszechnienia oznaczania stezenia markera nowotworowego PSA we krwi. Sposéb leczenia
zalezy od szeregu czynnikéw m.in. stopniem zaawansowania nowotworu. Wyzwanie stanowi
zaawansowany rak prostaty, oporny na chemioterapic. Nowy lek — Pluvicto, ktdrego substancja
czynng jest wipiwotyd-tetraksetan lutetu 177-Lu oddzialuje na komérki wykazujace ekspresje
antygenu PSMA poprzez promieniowanie beta i doprowadza do zniszczenia ich DNA. Dotych-
czasowe badania pozwalaja snu¢ przypuszczenia, ze terapia z wykorzystaniem tego leku bedzie
lepsza alternatywa dla obecnych metod leczenia zaawansowanego raka gruczotu krokowego.

Stowa kluczowe: radioligand, lutet, nCRPC, PSMA

Abstract: Prostatecanceristhe most commonmalignant tumor among men.Approximate-
ly 417,000 people in Europe arediagnosedeveryyear and the number of diagnosesisincreas-
ingmainly as a result of popularizing the determination of the concentration of the tumor
marker PSA in the blood. The treatmentmethoddepends on manyfactors, includingcancerstage.
Advanced prostatecancer, whichisresistant to chemotherapy, ischallenging. A newdrug - Plu-
victo, whoseactivesubstanceisvipivotide-lutetium 177-Lu tetraxetan, affectscellsexpressing the
PSMA antigen. It leads to the destruction of their DNA through beta radiation. The studies-
carried out so far allowus to speculatethat the ligand-relatedtherapywill be a betteralternative
to the currentmethods of treatingadvancedprostatecancer.

Keywords:radioligand, lutetium, mCRPC, PSMA
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1. Wstep

Rak prostaty jest jednym z najczgéciej wystepujacych nowotworéw zlo-
Sliwych w populacji mezczyzn na $wiecie. W Polsce od kilku lat nowotwér
ten pod wzgledem zapadalnosci wyprzedza nowotwér pluca. Transforma-
cja zlosliwa w obrebie gruczotu krokowego przebiega wieloetapowo, czesto
majac swéj poczatek jako $rédnablonkowa neoplazja 2. W zdecydowanej
wigkszoéci rak prostaty wystepuje jako postaé ograniczona, rzadziej pojawiaja
si¢ nacieki na otaczajace narzady czy przerzuty do lokalnych weztéw chlon-
nych. Najrzadziej pojawiajaca si¢ posta¢ z obecnymi przerzutami odleglymi
jest réwniez postacia najbardziej ztosliwa, znacznie ograniczajaca jako$¢ zycia
i w praktyce nieuleczalna .

Nowotwér prostaty w ponad 95% przypadkéw wystepuje w postaci
gruczolakoraka, zlosliwego nowotworu pochodzenia nablonkowego, ktéry
tworzy struktury gruczotowe. Lokalizuje si¢ zaréwno w zrazikach gruczolu
krokowego jak réwniez w obrebie przewodéw, co jednak zdarza si¢ rzadziej™*?).
Jako pozostate 5% w gruczole krokowym rozwina¢ si¢ moga inne typy no-
wotwordw zlodliwych, takie jak migsaki czy raki z nablonka przej$ciowego
oraz nowotwory o mniejszym potencjale ztosliwosci, okreslane jako rozrosty
tagodne, czego przykladem jest gruczolak gruczotu krokowego.

Do znanych czynnikéw ryzyka rozwoju raka prostaty oprécz wieku, za-
licza si¢ obciazajacy wywiad rodzinny oraz przynalezno$¢ rasows i etniczna.
Choroba wydaje si¢ by¢ jednak bardziej niz z innymi czynnikami z grupy ry-
zyka zwiazana z wiekiem - po przekroczeniu 80 roku zycia rozwija si¢ u ponad
80% mezczyzn . Dodatkowo rol¢ w rozwoju nowotworu zosliwego gru-
czotu krokowego odgrywaja androgeny - u mezczyzn z niedoczynnoscia przy-
sadki oraz poddanych kastracji praktycznie nie stawia si¢ jego rozpoznania ..

1.1. Objawy raka prostaty

Pacjenci w poczatkowym stadium raka prostaty czesto nie odczuwa-
ja zadnych specyficznych dolegliwosci. Moga si¢ u nich pojawi¢ objawy z
dolnego odcinka drég moczowych (lower urinary track symptoms, LUST)
m.in. zwiazane z gromadzeniem moczu (parcie na mocz), jego oddawaniem
(czeste oddawanie moczu) czy uczucie niepelnego oddania moczu . Badania
wskazuja na zwickszone ryzyko wystgpowania zlokalizowanego raka stercza
u pacjentéw z LUST. Uwaza sig, ze moze to wynika¢ z czestszego zglaszania
si¢ do lekarza pacjentéw z LUST, u ktérych wskutek badan diagnozuje si¢
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raka stercza w fagodnym stadium. Nie ma natomiast badan, ktére potwierdza-
lyby zwiazek miedzy zaawansowanym rakiem prostaty a LUST . Wraz z roz-
wojem nowotworu pacjenci moga zauwaza¢ hematospermig i hipospermie ©'.

Rak stercza przerzutuje najczesciej do kosci, co objawia si¢ bélami kost-
[1,9]

nymi . Inne objawy zaawansowanego nowotworu to niedokrwisto$¢ wsku-

tek zajecia szpiku kostnego i obrzek dolnej czgéei ciata ).
1.2. Epidemiologia raka prostaty

Zgodnie z danymi przedstawianymi w raporcie “Nowotwory zlosliwe
w Polsce w 2020 roku” nowotwér gruczotu krokowego jest najczestszym
nowotworem mezczyzn z udzialem niemal 20%. Zachorowalno$¢ charakte-
ryzuje si¢ najwicksza dynamika wzrostu, przy jednoczesnie utrzymujacej si¢
tendencji wzrostowej umieralnosci (rycina 1.)

Struktura zachorowan u mezczyzn Struktura zgonéw u mezczyzn

Urinary blodder  Olrginica
5 Colon
R1%

Rycina 1. Struktura zachorowar i zgonéw na nowotwory wéréd mezczyzn wedtug raportu ,No-
wotwory zlosliwe w Polsce w 2020 roku” publikowanego przez Krajowy Rejestr Nowotworéw

Podobne tendencje wzrostowe obserwuje si¢ w calej Europie, gdzie no-
wotwor prostaty okresla si¢ jako najczestszy nowotwdr lity wystepujacy z czeg-
stotliwo$cig ponad 214 na 1000 przypadkéw 10,

Jest to choroba dosiggajaca gléwnie starszych pacjentéow w wicku 70
i 80 lat. W zwiazku z wydhuzajacym si¢ czasem zycia, przewiduje si¢, ze pro-
blem raka prostaty bedzie jedynie narastat.

2. Diagnostyka raka prostaty

W diagnostyce raka prostaty wykorzystuje si¢ badania laboratoryjne
stezenia antygenu sterczowego PSA we krwi pacjenta, palpacyjne badanie
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przezodbytnicze. Jednak w celu ostatecznego rozpoznania raka prostaty nie-

zbedne jest wykonanie biopsji narzadu "',
2.1. Oznaczanie stezenia PSA

Antygen sterczowy jest biatkiem wytwarzanym przez komérki nablon-
ka zaréwno zdrowego, jak i zmienionego chorobowo gruczotu krokowego.
W surowicy znajduje si¢ PSA zwiazany z nosnikami biatkowymi (PSA zwia-
zane, complexed PSA, cPSA) i tzw. wolne PSA (free PSA, fPSA) 2. Rutyno-
wo w surowicy oznacza si¢ catkowite PSA (total PSA, tPSA), ktdrego zakres
referencyjny wynosi od 0 do 4 ng/ml ", PSA nie jest markerem swoistym
dla raka gruczolu krokowego, wzrost jego stezenia w surowicy obserwuje si¢
réwniez w przypadku tagodnego rozrostu gruczotu krokowego (benin pro-
static hyperplasia, BPH), jego zapalenia, w wyniku urazu stercza zwigzanego

np. z biopsja gruczotu krokowego '3

I. Przed wykonaniem badania pacjent
powinien przestrzegaé kilku zaleceri, alby uzyskany wynik byt wiarygod-
ny. Na co najmniej 2 dni przed oznaczeniem PSA powinien zrezygnowaé
z czynnodci takich jak jazda na rowerze czy podréz pociagiem. Wskazane jest
réwniez zrezygnowanie z czynnosci seksualnych w tym czasie. Nie powinno
si¢ réwniez wykonywa¢ badania per rectum ani biopsji gruczotu krokowego
w krétkim okresie czasu przed oznaczeniem stezenia PSA we krwi. W celu
oceny ryzyka raka stercza u pacjentéw z wynikiem PSA w zakresie 4-10 ng/ml
pomocny jest stosunek fPSA do tPSA. Frakcja ponizej 10% sugeruje raka pro-
staty, natomiast powyzej 25% lagodny przerost prostaty. Wyniki pomigdzy
10% a 25% sa niejednoznaczne .

2.2. Palpacyjne badanie przez odbytnicze

Badanie per rectum jest prostym badaniem, ktére pozwala oceni¢ wiel-
kos¢ i ewentualng nieregularno$¢ powierzchni gruczolu krokowego . Jego
skuteczno$¢ we wezesnym wykrywaniu raka stercza jest jednak ograniczona.
Wigkszo$¢ pacjentéw, u kedrych wykryto raka prostaty podczas przesiewowych
badan PSA, nie wykazywalo nieprawidlowosci w badaniu per rectum. Jednak
nieprawidfowosci wykryte palpacyjnie w badaniu per rectum sa wskazaniem
do biopsji gruczolu krokowego niezaleznie od poziomu PSA we krwi 9],
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2.3. Biopsja iglowa pod kontrola ultrasonografii przez odbytniczej
(transrectalultrasonography, TRUS)

Biopsje gruczotu krokowego jest wykonywana przez skére migdzy mosz-
na a odbytem lub przez $ciang odbytnicy. Podczas biopsji gruczot jest lokali-
zowany za pomocg ultrasonografii przezodbytniczej . Standardowo pobiera
si¢ 10 wycinkéw z gruczotu krokowego, ktére nastgpnie badane s3 histopa-
tologicznie i oceniane wg skali Gleasona. Nie powinno przeprowadzaé si¢
rutynowo biopsji u pacjentéw z fagodna postacig choroby i bez obecnosci
innych nieprawidlowosci np. podwyzszonego poziomu PSA 'V, Skala Gleaso-
na opiera si¢ na ocenie architektoniki komérek dwéch dominujacych ognisk
nowotworu. Nizszy numer w skali Gleasona oznacza wyzszy stopien zrézni-
cowania komérek nowotworowych, ale réwniez wolniejszy rozwdj i nizsza
skfonnos¢ do tworzenia przerzutéw. Obecnie utkaniu nowotworowemu przy-
pisuje si¢ stopieni ztosliwosci od 3 do 6. Wartosci dwéch dominujacych ognisk
nowotworu dodaje si¢, a wynik podaje jako Gleasonscore. Minimalny wynik
mozliwy do uzyskania to 6, ktéry oznacza niski stopien ztosliwosci nowotwo-
ru, natomiast maksymalny wynosi 10 i sugeruje wysoki poziom zlosliwosci,
szybki wzrost, duza tendencje do naciekania otaczajacych tkanek "%,

2.4. Biopsja fuzyjna

Biopsja fuzyjna przezkroczowa lub przezodbytnicza polega na fuzji obra-
26w uzyskanych za pomoca TRUS i rezonansu magnetycznego w celu doklad-
niejszego ukierunkowania biopsji. Zastosowanie znajduje w nastgpujacych
przypadkach:

*  mezczyzni z podwyzszonym poziomem PSA, ale negatywnym wyni-
kiem biopsji pod kontrolag TRUS,

*  pacjenci z duzym objetosciowogruczotem krokowym,

*  nadzér nad mezczyznami z potwierdzonym biopsja rakiem stercza

[11,17]

niskiego ryzyka
Do wzglednych przeciwwskazanii do wykonania biopsji fuzyjnej, podob-

nie jak do innych technik biopsji prostaty, sa: ostre zapalenie gruczotu kro-

kowego, koagulopatia wystepujaca u pacjenta, bolesne stany anorektum Y.
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3. Metody leczenia

Wybér metody leczenia raka prostaty zalezy od przebiegu i zaawanso-
wania choroby oraz od wieku pacjenta. W zastosowaniu sa zaréwno metody
chirurgiczne, metody wykorzystujace promieniowanie jonizujace, klasyczna
chemioterapia oraz hormonoterapia [tabela 1.]. Metody te zdajg si¢ jednak
pozostawad jedynie czgsciowo skuteczne w opornym na kastracje raku pro-
staty z przerzutami (metastatic castration-resistant prostate cancer, mCRPC).

Tabela 1. Metody leczenia raka prostaty, [opracowanie wlasne]

Metody leczenie raka prostaty Charakterystyka

Leczenie operacyjne Polega na usunigciu gruczolu krokowego oraz
pecherzykdéw nasiennych. Zalecane u pacjen-
téw z postacia ograniczona do stercza.

Terapia deprywacji androgenéw Podstawowa metoda leczenia hormonowraz-
(ang. androgen deprivation therapy, liwego raka prostaty. Stosowana dodatkowo
ADT) przed leczeniem operacyjnym zwigksza jego

efektywnos¢. Réwniez jako terapia paliatywna
wéréd pacjentéw wykluczonych z leczenia
radykalnego '8,

Polega na orchideoktomii radykalnej-catko-
witym usunieciu jader. Ze wzgledu na zla
tolerancj¢ przez pacjentéw preferowana jest

kastracja farmakologiczna 1),

Kastracja chirurgiczna

Wykorzystuje analogii hormonu uwalniajacego
hormon luteinizujacy jak goserelina czy le-
uprorelina i buserelina lub/oraz antyandrogeny,
np. flutamid czy octan cyprotenu. Nowsze leki
hamujace wplyw androgenéw to antagonisci
receptora androgenowego. Stosowanie anta-
gonistéw szlaku AR (ang. androgen receptor,
AR), takich jak abirateron lub enzalutamid
jest szczegélnie skuteczne w przypadku postaci
opornej na kastracje bez przerzutéw (castra-
tion-resistant prostate cancer, CRPC) 3,

Kastracja farmakologiczna

Chemioterapia Zalecana u pacjentéw z postacia uogélniong
raka stercza oraz w raku stercza z przerzutami,
opornym na kastracj¢ mCRPC. Najczgsciej
wykorzystuje si¢ taksany-docetaksel oraz kaba-

zytaksel, rzadziej mitoksantron 71922,

Radioterapia Wykorzystuje radiofarmaceutyki takie jak ra-
dionuklid sumaru-153, radionuklid strontu-89
oraz rad- 223 22 Wykazuje znaczna sku-
teczno$¢ w przypadku postaci zlokalizowanych
oraz z przerzutami do ukladu kostnego.
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Immunoterapia Immunoterapia komérkowa przy zastosowaniu
szczepionki Sipuleucel-T jest zatwierdzona do

leczenia bezobjawowego i minimalnie objawo-
wego CRPC 12122,

Glikokortykosteroidy Stosowane pomocniczo. Blokuja uwalnianie
androgenéw przez kore nadnerczy na zasadzie
petli ujemnego sprzgzenia zwrotnego- farma-
kologiczna adrenalektomia '),

W przypadku przerzutéw konieczne bywa stosowanie lekéw niweluja-
cych efekty zajmowania okolicznych i odleglych narzadéw. Pacjenci najcze-
$ciej wymagaja bisfosfonianéw, ktére zapobiegaja utracie gestosci kosci, gdzie
przerzuty lokalizujg si¢ w 90% przypadkéw . Zblizone dzialanie, przy tym
jednak mniejsza skuteczno$¢ wykazuje donesumab bedacy inhibitorem ligan-

du RANK.
4. ""Lutet wipiwotyd-tetraksetan

Pluvicto jest radiofarmaceutykiem, ktérego substancja czynna jest wi-
piwotyd-tetraksetan lutetu 177-Lu. Jest przeznaczony do leczenia pacjentéw
z postgpujacym mCRPC z obecnoscia antygenu blonowego gruczotu kroko-
wego (ang. prostate-specific membrane antigen, PSMA), ktérzy byli wezeéniej
leczeni inhibitorami szlaku sygnalowego AR i chemioterapia oparta na taksa-
nach. Wipiwotyd-trateksan lutetytu 177-Lu wiaze si¢ z komérkami wykazu-
jacymi ekspresjc PSMA, a nastgpnie emituje promieniowanie beta z lutetytu
177-Lu, ktére oddzialywuje na komérki z receptorami PSMA oraz ich otocze-
nie i w konsekwencji indukuje uszkodzenie DNA komérek . Lek Pluvicto
jest podawany dozylnie. Srednie maksymalne stezenie leku po podaniu dozyl-
nie zalecanej dawki wynosi 6,58 ng/ml. Wydalanie nast¢puje gtéwnie przez
nerki, a $redni czas péttrwania dla tego leku wynosi 41,6 godziny.

4.1. Badanie VISION

Badanie VISION to randomizowane, wieloosrodkowe, otwarte badanie
III fazy, ktérego celem byla ocena przezycia pacjentéw z przerzutujacym, po-
stepujacym, opornym na kastracj¢ rakiem gruczotu krokowego z obecnoscia
antygenu PSMA 24, W badaniu wzigto udziat 831 mezczyzn, ktérzy musieli
spetnia¢ okreslone kryteria:
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*  obecno$¢ postepujacego PSMA-dodatniego mCRPC,

*  stan sprawnosci wg ECOG 0-2,

*  co najmniej 1 przerzut widoczny w TK, MRI lub badaniu obrazo-
wym kosci,

*  odpowiednia czynno$¢ nerek, watroby oraz odpowiednie parametry
hematologiczne,

*  weczesniejsze leczenie co najmniej 1 inhibitorem szlaku sygnatowego
AR,

*  wczesniejsze leczenie co najmniej 2 schematami leczenia taksana-
mi (jeden schemat definiowany byt jako ekspozycja na co najmniej
2 cykle leczenia taksanem),

*  oczekiwana dlugo$¢ zycia przekraczata 6 miesiecy,

*  kastracyjny poziom testosteronu <50 ng/dl (<1,7 nmol/l).

Pacjenci poddani byli badaniu PET z wykorzystaniem gozetotytu galu
(5Ga) w celu oceny ekspresji PSMA. Aby dany chory zostat zakwalifikowany
do badania, musiata u niego wystgpowac co najmniej jeden guz z wychwytem
%Ga wiekszym niz w prawidlowej tkance watroby.

Badanie zostalo przeprowadzone w 84 osrodkach (52 w Ameryce Pét-
nocnej i 32 w Europie).Pacjenci zostali losowo przydzieleni do dwéch grup,
z ktérych jedna liczyta poczatkowo 551 o0séb, a jej cztonkowie otrzymywali
7,4 GBq""Lu-PSMA-617 dozylnie co 6 tygodni przez 4 cykle (do maksymal-
nie 6 cykli wedlug uznania klinicystéw) oraz najlepsze leczenie standardowe
(ang. Standard of care, SOC). Druga grupa, ktéra sktadala si¢ z 280 0sdb, otrzy-
mywala jedynie najlepsze leczenie standardowe. Sposréd dozwolonych terapii
standardowych wykluczono chemioterapi¢, immunoterapie, ogdlnoustrojo-
we radioizotopy (rad-223) oraz leki eksperymentalne. Terapie, ktére byty do-
zwolone obejmowaly m.in. zatwierdzone terapie hormonalne, bisfosfoniany,
denosumab, glukokortykoidy. Pacjenci byli poddawani kontrolnym skanom
CT lub MRI i scyntygrafii kosci znakowanym technetem-99m (99mTc)
co 8 tygodni przez 24 tygodnie, a potem co 12 tygodni. Otrzymywali
oni tylko SOC lub w polaczeniu z 7"Lu-PSMA-617 do momentu progre-
sji choroby, ktéra zostala potwierdzona obrazowaniem lub do wystapienia
niemozliwych do zaakceptowania efektéw toksycznych, braku klinicznych
korzysci, zastosowania zakazanych metod leczenia. Punkty koricowe badania
obejmowaly calkowite przezycie (ang. overall survival OS) i przezycie wolne
od progresji radiologicznej (ang. progression free survival, PFS). Drugorze-

dowe punkty koricowe ocenialy czas do wystapienia objawowych incydentéw
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kostnych lub zgonu, obiektywna odpowiedz radiologiczna przy uzyciu kry-
teriéw okreslonych w RESIST 1.1 oraz odsetek kontroli choroby oceniany
wg RESIST 1.1. Dodatkowo badano réwniez odpowiedz PSA i jakos¢ zy-
cia zwigzana ze zdrowiem Y. Mediana przezycia i mediana rPFS wynosily
kolejno: 11,3 i 3,4 miesiaca dla pacjentéw leczonych SOC oraz 15,3 i 8,7
miesigca dla chorych poddawanych terapii skladajacej si¢ z SOC oraz ’Lu-
-PSMA-617. Wigkszy spadek poziomu PSA obserwowany byl wsréd pacjen-
téw otrzymujacych SOC razem z "Lu-PSMA-617 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Ocena jakosci zycia zwiazana ze stanem zdrowia byla znacznie
wyzsza u pacjentéw leczonych "Lu-PSMA-617 razem z SOC. Natomiast
czas do nasilenia bélu wynosit odpowiednio 5,9 miesiaca dla terapii skka-
dajacej si¢ z SOC oraz izotopu i 2,2 miesiaca, dla grupy kontrolnej. Naj-
czgstsze zmiany niepozadane, ktdre pojawily si¢ u pacjentéw leczonych SOC
i 7Lu-PSMA-617, to: zmgczenie (43,1%), sucho$¢ w jamie ustnej (38,8%),
nudnosci (35,3%), niedokrwistos¢ (31,8%), bdl plecow (23,4%). U chorych
otrzymujacych jedynie SOC wystapily te same objawy niepozadane, jednak
obejmowaly one znacznie mniejszy odsetek pacjentéw. Wszystkie objawy,
za wyjatkiem suchosci w jamie ustnej mogly by¢ zwiazane z postgpem choro-

by, a nie otrzymywanym leczeniem 4.

4.2. Badanie TheraP

Randomizowane badanie 2 fazy prowadzone z ramienia Australijskiej
i Nowozelandzkiej Grupy Badan nad Rakiem Moczowo-Plciowym i Prosta-
ty (ang. Australian and New Zealand Urogenital and Prostate Cancer Trials
Group, ANZUP), oceniajace skuteczno$¢ oraz profil bezpieczenistwa che-
mioterapii z uzyciem kabazytakselu w stosunku do terapii '”’Lu- PSMA-617
wykazalo, ze "Lu-wipiwotyd- tetraksetanu jest skuteczniejszy w osiaganiu
pierwszorzgdowego punktu koricowego PSA (zmniejszenie PSA o > 50%
w stosunku do wartosci wyjsciowej) u mezezyzn z mCRPC, u ktdrych weze-
$niej doszto do progresji podczas standardowego leczenia docetakselem. Pa-
gjenci z obu grup jednoczesnie kontynuowali leczenie antagonista LHRH
jako wymagane leczenie podstawowe 2. U 65 z 99 pacjentéw (66%) przy-
dzielonych do grupy przyjmujacej dozylnie ’Lu- PSMA-617 o aktywnosci
6-8,5 GBq po maksymalnie 6 cyklach (dawka w odst¢pach 6-10 tygodni)
zaobserwowano obnizenie PSA o > 50% w stosunku do wartosci zmierzo-
nej przed rozpoczeciem leczenia. Dla poréwnania 37 ze 101 (66% vs 37%
lub 44%) uczestnikéw przydzielonych do grupy, z keérych 85 przyjmowato
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kabazytaksel w dawce 20 mg/m? przez maksymalnie 10 cykli (odstgp migdzy
dawkami wynosit 21 dni) osiagnelo podobne korzysci z terapii 122227,
Radioligand lutetu opézniat réwniez progresj¢ choroby, progresj¢ radio-
logiczna oraz zapewnial dluzsze PFS, definiowane jako okres od daty rando-
mizacji do daty pierwszego dowodu $wiadczacego o progresji PSA lub daty
ostatniej znanej wizyty kontrolnej bez progresji PSA, w stosunku do kabazy-
takselu *). Jednoczesnie czestos¢ ciezkich dzialan niepozadanych 3. i 4. stop-

nia byta wyisza w grupie pacjentéw leczonych taksanem 2,
4.3. Badanie LuPSMA

W czasie trwania badania LuPSMA wsréd przydzielonych do grupy
przyjmujacej 4 cykle '”’Lu-PSMA-617 o $redniej podawanej radioaktywnosci
w granicach 7,5 GBq, u 32 z 50 mezczyzn (64%) z postgpujacym PSMA-
-dodatnim, objawowym mCRPC zaobserwowano obnizenie wartosci PSA
0 2 50% wzgledem poziomu wyjsciowego. 22 zakwalifikowanych uczest-
nikéw osiagneto spadek poziom PSA o > 80% 1. W gronie pacjentéw,
u ktérych doszto do obnizenia PSA mediana catkowitego przezycia (ang. ove-
rall survival, OS) wyniosta 18,4 miesiaca, podczas gdy mediana OS w calej
badanej kohorcie byta réwna 13,3 miesiaca (okres obserwacji wynosit 31,4
miesiaca). Wickszo$¢ pacjentéw otrzymywala uprzednio docetaksel (84%),
kabazytaksel (48%) oraz abirateron lub enzalutamid (92%), a "Lu-PM-
SA-617 zdawal si¢ wykazywa¢ wyisze wskazniki odpowiedzi od wspomnia-
nych terapii systemowych 2%,

5. Dyskusja

23 marca 2022 r. Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i lekéw
(ang. Food and Drug Addministration, FDA) zarejestrowala preparat Pluvicto
(Lu 177 wipiwotyd tetraksetanu), produkt firmy Novartis do leczenia chorych
na PSMA-dodatniego mCRPC. Jednoczesnie zaakceptowano radioaktyw-
ny $rodek diagnostyczny Locametz (gozetotyd galu Ga 68) wykorzystywany
w diagnostyce PET na etapie kwalifikacji do leczenia. Zaakceptowanie pierw-
szego radioligandu do leczenia przerzutowego nowotworu prostaty stanowi
wyjécie na przekér narastajacemu problemowi, jakim niewatpliwie staje si¢
oporny na kastracje¢ ztosliwy nowotwér nablonkowy stercza, w kedrym 5-let-

nie przezycie nie przekracza 30% .
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Zaleta nowej terapii jest mechanizm dziatania poprzez wigzanie, inter-
nalizacj¢ oraz zatrzymywanie w obrebie komérek nowotworowych gruczolu
krokowego - tak obrany model molekularnego dziatania minimalizuje ryzy-
ko powaznych niepozadanych dzialaii ogélnoustrojowych ?¥). Powstajace
w czasie rozpadu lutetu promieniowanie beta minus nie pozostaje jednak bez
wplywu na okoliczne tkanki oraz na narzady wykazujace zwickszona ekspresje
PSMA, takie jak: gruczoly $linowe, przewdéd pokarmowy, nerki czy gruczoly
fzowe 327230 7 badan wynika jednak, ze dzialania niepozadane wysokiego
stopnia zwiazane z nieprawidlowosciami ze strony tych narzadéw (3. i 4.)
sa stosunkowo rzadkie, co sktania do stwierdzenia, ze poziom akumulacji ta
w zdrowych tkankach jest nieznaczny, a terapia jest bezpieczna przy niskiej
toksycznosci (ekspresja na poziomie 100-1000 razy nizszym niz w prostacie)
%1 Niezmiennie, niektdre dzialania takie jak uczucie piasku pod powickami
i sucho$¢ w jamie ustnej nie s przyjemne dla pacjentéw.

Najbardziej problematyczny wydaje si¢ etap kwalifikacji do leczenia i sam
jego przebieg. Skutecznos¢ kliniczna Pluvicto jest bezwzglednie uzalezniona
od ekspresji enzymu PSMA w obrebie guza, co moze generowacd konieczno$é
wywazania dawki, w celu unikniecia niepotrzebnego promieniowania. Z kolei
sam efekt promieniotwdrczy wymusza na pacjencie przestrzeganie pewnych
zasad oraz chwilows izolacje z racji ust¢pujacej emisji promieniowania. Moze
to powodowaé negatywne nastroje w gronie chorych. Dodatkowo dlugotrwa-
fe skumulowane narazenie zwigksza prawdopodobieristwo wystapienia kolej-
nego nowotworu P!,

Watpliwo$ci budzi¢ moze réwniez konieczno$¢ przejscia przez poten-
cjalnie nieskuteczne terapie zanim zostanie si¢ dopuszczonym do schematu
z uzyciem radioligandu. Czynnikiem wykluczajacym z tej nowatorskiej formy
terapii jest rowniez obnizony klirens kreatyniny, ktéry w grupie najwickszego
ryzyka raka prostaty (> 70 roku zycia) w zwiazku z wielochorobowoscia na-
rastajaca wraz z wiekiem, pozostawia bez opcji terapeutycznych pewna grupe
pacjentdw.

Zarejestrowanie przez FDA stanowi takze punkt wyjsciowy do badari
i w dalszym postgpowaniu rejestracji, nad innymi potencjalnymi preparatami
radiologicznymi preferencyjnie oddzialowujacymi z komérkami guza za po-
$rednictwem PSMA. Prowadzone sg badania kliniczne nad wykorzystaniem

[32,33

w tym celu aktynu emitujacego promieniowanie alfa *>%). Jedne z nich poda-
ja go jako nastepny krok, w przypadku niepowodzenia, koniecznosci przerwa-

nia i progresji po leczeniu ’Lu-PSMA-617 53,
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Abstrakt: Nowotwory stanowia jedna z gléwnych przyczyn $mierci na calym $wiecie, a potrzeba
opracowania skutecznych i mniej toksycznych terapii przeciwnowotworowych jest nieustannie
obecna. W ostatnich latach zainteresowanie immunoterapia, zwlaszcza wykorzystaniem wiru-
séw onkolitycznych, wzrosto ze wzgledu na ich zdolnos¢ do selektywnego infekowania i nisz-
czenia komoérek nowotworowych, przy minimalnym efekcie cytopatycznym na zdrowe tkanki.
W tym kontekscie wirus odry (ang. measles virus - MV) stal si¢ obiektem intensywnych badai
jako potencjalne narz¢dzie w immunoterapii nowotwordw. W badaniach przedklinicznych i
klinicznych wykorzystuje si¢ rézne strategie terapeutyczne, takie jak bezposrednie wstrzykiwa-
nie MV do guza lub dootrzewnowo w celu osiagniccia selektywnej infekeji i destrukeji komo-
rek nowotworowych. Istnieja réwniez badania nad inzynieria genetyczng wirusa odry w celu
zwigkszenia jego onkolitycznej aktywnosci. Wyniki badan klinicznych wykazuja obiecujace
odpowiedzi terapeutyczne, w tym czgsciowa lub catkowita remisje nowotwordw. Wirus odry
wykazuje zdolnos¢ do aktywacji ukladu odpornosciowego, indukowania odpowiedzi immuno-
logicznej oraz zwigkszania skutecznosci terapii przeciwnowotworowych. W niniejszym artykule
przedstawiamy przeglad postepéw w badaniach zastosowania wirusa odry w immunoterapii
nowotworéw oraz omawiamy jego mechanizmy dzialania i wyniki badan klinicznych. W tym
celu przeanalizowano zwiazana z tematem literature dostgpna w medycznych bazach danych, w

tym: PubMed, Scopus, Google Scholar.

Stowa kluczowe: MV, wiroterapia onkotyczna

Abstract: Cancer is one of the leading causes of death worldwide, and the need to develop
effective and less toxic anti-cancer therapies is ever-present. In recent years, interest in immu-
notherapy, especially the use of oncolytic viruses, has increased due to their ability to selectively
infect and destroy cancer cells, with minimal cytopathic effects on healthy tissues. In this con-
text, measles virus (MV) has become the focus of intense research as a potential tool in cancer
immunotherapy. Preclinical and clinical studies are using various therapeutic strategies, such
as direct injection of MV into the tumor or intraperitoneally to achieve selective infection and
destruction of tumor cells. There is also research into genetic engineering of the measles virus
to enhance its oncolytic activity. Results of clinical trials show promising therapeutic responses,
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including partial or complete remission of tumors. The measles virus has shown the ability to
activate the immune system, induce an immune response and enhance the efficacy of anti-can-
cer therapies. In this article, we provide an overview of the progress in the study of the use
of measles virus in cancer immunotherapy and discuss its mechanisms of action and results of
clinical trials. For this purpose, we analyzed the related literature available in medical databases,

including: PubMed, Scopus, Google Scholar.

Keywords: MV, oncotic virotherapy

1. Wprowadzenie

Nowotwory staja si¢ jednag z gléwnych przyczyn $mierci na calym
$wiecie. Zgodnie z raportem Miedzynarodowej Agencji Badari nad Rakiem
(ang. International Agency for Research on Cancer - IARC) z roku 2018, rocznie
diagnozuje si¢ osiemnascie milionéw nowych przypadkéw choréb nowotwo-
rowych, ktére sa powodem niemalze dziesigciu milionéw zgonéw 2.

Zasady nowotworzenia sa podobne w réznych nowotworach. Podczas
podzialéw komérkowych lub przez czynniki egzogenne — fizyczne np. pro-
mieniowanie UV, jonizujace, chemiczne np. weglowodory aromatyczne, afla-
toksyna B1, azbest, biologiczne: wirusy (np. brodawczaka ludzkiego, zapale-
nia watroby typu B i C) P czesto dochodzi do mutacji, ktére w wigkszosci
sa korygowane przez wyspecjalizowane biatka wewnatrzkomérkowe. W sytu-
agji, kiedy mechanizmy te nie sg skuteczne, komérki zmutowane sg usuwane
w wyniku apoptozy. Wiekszo$¢ mutacji to mutacje pasazerskie - nie wplywa-
jace na funkcjonowanie komoérek. W odréznieniu od tego mutacje mechani-
zméw sterujacych umozliwiaja nabycie zdolnoséci komérek nowotworowych,
takich jak m. in. zdolno$¢ do tworzenia przerzutéw badz odporno$¢ na apo-
ptoze “.

Wszystkie komoérki nowotworowe zawierajq wiele mutacji, dlatego
tworza, struktury obce, ktére moga by¢ potencjalnie wykrywane i niszczone
przez uklad odpornosciowy cztowieka. Zaburzenie tego mechanizmu przez
dysfunkcje ukladu immunologicznego, jest Scisle zwiazane z progresja i na-
wrotami guza. Bezposrednio komérki nowotworowe lub mikrosrodowisko
guza promujg dzialania immunosupresyjne, dzigki czemu nowotwér zyskuje
korzystne warunki do wzrostu. To zagadnienie wzbudzito rozwéj immuno-
terapii, ktérej najwazniejszym celem jest aktywacja i modyfikacja komérek

uktadu odpornosciowego do atakowania komérek nowotworowych 5¢.
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W immunoterapii nowotworéw czesto stosowanym leczeniem jest che-
mioterapia, radioterapia, jak réwniez terapie hormonalne, ktérych gléwna
wada sa powazne skutki uboczne . Wiekszo$¢ zlosliwych nowotworéw,
szczegblnie w zaawansowanym stadium, pomimo ogromnego postgpu osia-
gnictego ostatnimi czasy, nadal pozostaje nieuleczalna. Problem ten sprowa-
dza potrzebg opracowania nowych terapii — bardziej ukierunkowanych oraz
mniej toksycznych ¥,

Rewolucyjnym narzedziem w leczeniu nowotworéw moze okazaé si¢ wi-
roterapia onkolityczna, ktéra w ciagu ostatnich dwéch dekad przynosi obie-
cujace wyniki . Jest to nowe podejscie do leczenia, wykorzystujace zdol-
no$¢ wybranych wiruséw do selektywnego infekowania i destrukcji komérek
nowotworowych "\ Wirusy onkolityczne przez replikacje¢ moga skutecznie
namnaza¢ si¢ w komérkach guza wzmacniajac dzialanie przeciwnowotworowe.

Tysiace lat ewolucji adaptacyjnej dostarczyly wirusom wielostronne, sku-
teczne strategie infekowania komérek ludzkich oraz eksploatacji komérkowe-
go aparatu biosyntetycznego. Te dzialania prowadza do lizy zainfekowanych
komérek, uwolnienia wirusowego potomstwa i rozprzestrzeniania infekeji na
sasiednie tkanki Y,

Wigksza cze$¢ wiruséw onkolitycznych uzywanych w terapiach prze-
ciwnowotworowych to szczepy, ktére moga infekowaé oraz replikowaé sig
u ludzi nie wywolujac choroby lub szczepy atenuowane. Istotna funkcjq tych
wybranych wiruséw jest zdolno$¢ wykorzystywania ukladu odpornosciowego
czlowieka - gospodarza do identyfikowania i destrukeji komérek nowotworo-
wych 12,

Terapie onkowirusowe cechuja si¢ swoistoscia wobec komérek nowo-
tworowych, co daje im przewage nad innymi immunoterapiami celujacymi
we wszystkie dzielace si¢ komérki. Co wigcej wirusy onkolityczne sa mniej
korelatywne od konkretnych wzorcédw ekspresji receptora i wynikajacej z tego
opornosci transkrypeyjnej badz mutacyjnej, ktéra moze wystapi¢. Onkowirusy
pozwalajg na wzmacnianie lub przywracanie nieskutecznej odpornosci prze-
ciwnowotworowej czy tez indukowanie nowej odpowiedzi antygenowej .

Dotychczas translacje kliniczna przeszly niektére rodziny wiruséw onko-
litycznych, w tym adenowirusy, wirus odry, wirus opryszczki pospolitej, wirus
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej oraz wirus Newcastle 4.

Celem tego przegladu jest podsumowanie postgpéw w badaniach kli-
nicznych i przedklinicznych zastosowania wirusa odry w immunoterapii no-

wotwordw, a takze omdéwienie obecnych strategii rozwoju tej dziedziny.
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2. Charakterystyka onkolitycznych szczepéw wirusa odry

Wirus odry (ang. measles virus - MV), nalezacy do rodziny Paramyxoviri-
dae, jest otoczkowym, jednoniciowym wirusem RNA o ujemnej nici. Powo-
duje powszechna, wysoce zakazng infekeje drég oddechowych, czasem prowa-
dzaca do $miertelnych powikla w postaci uszkodzert pluc i mézgu. Szczepy
szczepionki MV sa natomiast niezakazne i niepatogenne oraz skutecznie sto-
sowane jako szczepionki dozywotnio uodparniajace na odrg .

Genom MYV sklada si¢ z szesciu gendéw kodujacych osiem odr¢bnych bia-
fek. RNA jest chronione przez kompleks rybonukleoproteinowy, skladajacy
si¢ z nukleoproteiny (N), duzego biatka (L) i jego kofaktora — fosfoproteiny
(P). Kompleks ten otoczony jest macierza (M). Biatko fuzyjne (F) i biatko
hemaglutyniny (H) wystaja z dwuwarstwy lipidowej i sa odpowiedzialne
za wnikanie wirusa do komérki gospodarza ",

Zakazenie wirusem odry odbywa si¢ za pomoca fuzji blonowej niezaleznej
od pH. Biatko H faczy si¢ z receptorami na powierzchni komérki, indukujac
zmiang konformacyjna, ktéra aktywuje biatko F, co prowadzi do fuzji blon ['7.
Nastepnie zakazone komérki eksprymuja na swojej powierzchni wirusowe
proteiny H i F, umozliwiajac oddzialywanie z receptorami MV sasiednich
komérek. Prowadzi to do fuzji komérka-komérka "8 Proces ten daje po-
czatek gigantycznym agregatom komérkowym, okreslanym jako ,,syncytia”,
ktére ostatecznie przechodza w $mieré¢ apoptyczna. Tworzenie si¢ syncy-
tiéw ma zwiazek z poprawg cytotoksycznosci za posrednictwem wiruséw 7.
Dla przykladu w linii komérkowej glejaka wielopostaciowego U87, trans-
fekcja fuzogennych glikoprotein H i F wirusa odry, indukuje tworzenie syn-
cytiéw, ktdre nastgpnie moga niszczy¢ do 80 sasiednich nietransfekownych

komérek .
2.1. Receptory wirusa odry oraz mechanizmy specyficznosci

Receptory wirusa odry wiaza si¢ z biatkiem H, ktdre, odpowiada za roz-
poznanie i wiazanie wirusa z komérkami gospodarza ['®. Biatko H jest trans-
blonowa glikoproteing o masie czasteczkowej 79 kDa, skladajaca si¢ z dwdch
podjednostek — H i L. Podjednostka H bierze udzial w identyfikowaniu
i wigzaniu do powierzchni komorki receptoréw, natomiast podjednostka
L jest odpowiedzialna za wejscie wirusa do komérki 71,

Wirus odry moze wiaza¢ si¢ z kilkoma réznymi receptorami, co umoz-

liwia rozprzestrzenianie szerokiego zakresu infekeji i kolonizacje wielu typéw
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komérek gospodarza ©?!. Znane s trzy gléwne receptory wirusa odry —
CD150, CD46 oraz nektyna-4. S one wykorzystywane przez MV do wejscia
do komérki docelowej 2.

CD150 to biatko transblonowe o masie 75-110 kDa, ktére jest zwiazane
z blona komérkowa limfocytéw NK, B i T. Biatko to miedzy innymi bie-
rze udzial w regulacji proliferacji oraz réznicowania komérek, a takze udzial
w interakcjach komérkowych. CD150 nosi nazwe receptora dzikiego. Innym
receptorem tego typu jest SLAMF1 (CD150a), ktéry jest biatkiem homolo-
gicznym do CD150 i réwniez ulega ekspresji na powierzchni limfocytéw, nie-
ktérych komérek dendrytycznych, makrofagéw i komérek nablonkowych 3.

W przeciwieistwie do tego laboratoryjne, atenuowane szczepy szczepion-
kowe linii MV-Edmonston (MV-Edm), ktére sg selektywnie onkolityczne,
gléwnie bazuja na CD46 - biatku bedacym kofaktorem blony zaangazowa-
nym w regulacj¢ dopelniacza, obecnym we wszystkich komérkach jadrzastych
24 Komérki nowotworowe wykazuja wysoki poziom ekspresji tego biatka,
ktére prawdopodobnie chroni je przed lizg spowodowang ukladem dopelnia-
cza ). Szczepy MV-Edm s3 zdolne do wykorzystywania CD46 jako alterna-
tywe do SLAM w celu wchodzenia do komérki docelowej, dzigki seryjnemu
pasazowaniu iz vitro, tym samym ulatwiajac im infekcje komérek nowotwo-
rowych z nadekspresjqg CD46, inicjujac przy tym niewielki efekt cytopatyczny
w zdrowych komérkach organizmu, o mniejszej ekspresji tego receptora /.

Niedawno zidentyfikowany receptor nablonkowy - nektyna-4 (ang. po-
iliovirus-receptor-like-4 - PVRL4), to biatko adhezyjne, wystepuje zaréwno
w szczepach typu dzikiego, jak i w szczepionkach 7). Bialko to jest wazne
w patogenezie wirusa odry, gdyz powoduje ,,uwalnianie” wirusa do nablonka
drég oddechowych podczas infekeji . Dodatkowo, wykazuje obfita ekspre-
sje w gruczolakoraku pluc, okreznicy, jajnika oraz piersi, co powoduje, ze jest

28

potencjalnym markerem nowotworowym %8, Zwickszona aktywno$é prze-
ciwnowotworowa MV-Edm w komérkach gruczolakorakéw z podwyzszony-
mi poziomami nektyny-4, sklania ku przekonaniu, iz jej ekspresja koreluje
z onkoliza za posrednictwem tego wirusa %),

Oproécz powinowactwa MV do konkretnych receptoréw komérkowych,
istnieja inne mechanizmy determinujace selektywnos¢ nowotworowa szcze-
péw MV-Ebm. W komérkach nowotworowych zjawiskiem powszechnym sa
defekty w szlaku przeciwwirusowym IFN, co czyni je bardziej podatnymi na
infekcje wirusowe, w przeciwienistwie do prawidlowych komérek B2 W zdro-
wych komérkach opornych na MV wykrycie wirusowego RNA, powoduje

aktywacje kaskady wrodzonych szlakéw odpornosciowych prowadzacych do
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produkcji interferonéw typu 1 (IFNa/B). Doprowadza to do indukgji genéw
stymulowanych IFN, odpowiedzialnych za obrong¢ przeciwwirusows i apop-
tozg. Aby uchroni¢ nowotwér przed atakiem uktadu odpornosciowego gospo-
darza, mechanizm ten jest czesto zaburzony w tych komérkach BV, Swiadczy
o tym badanie wykonane przez Berchtold et al. oceniajace wplyw wrodzonej
obrony immunologicznej na podatno$¢ komérek migsaka na onkolizg oparta

o wirus szczepionki odry 32,

3. Bezpieczefistwo wirusé6w odry onkolitycznej

Stosowanie wiroterapii onkogennej moze nasuwaé powazne obawy
dotyczace bezpieczenstwa. MV typu dzikiego jest w stanie wywola¢ grozna
chorobg, jednakze atenuowane szczepy szczepionkowe MV-Edm, podawane
milionom dzieci przez ostatnie dekady, prezentujg doskonate wyniki w za-
kresie bezpieczeistwa - nie maja zdolnosci do wywolywania jawnej choroby
B3 Ponadto rozprzestrzenianie si¢ MV-Edm w populacji ogélnej jest bardzo
nieprawdopodobne, gdyz wigkszo$¢ os6b zyjacych w krajach uprzemystowio-
nych posiada odporno$¢ przeciwko odrze nabytg za posrednictwem przebytej
choroby, badz szczepienia oraz jak dotad nie odnotowano powrotu szczepéw

tej szczepionki do patogennosci 4.

4. Dzialanie ukladu odpornosciowego w onkolizie za posrednictwem

MV

Wazng cecha w wykorzystywaniu wirusa odry w walce z nowotworami
jest zastosowanie uktadu immunologicznego do rozpoznawania, namierzania
i w konsekwencji destrukcji komérek nowotworowych. Szczegélnie obiecu-
jace okazuja si¢ by¢ transgeny, wzmacniajace odpowiedz immunologiczna
gospodarza, skierowana przeciwko nowotworowi. W badaniu prowadzonym
przez Grote et al. wykazano pozytywny wplyw neutrofili na efeke przeciw-
nowotworowy wirusa odry. Wygenerowano MV z zakodowanym czynni-
kiem stymulujacym tworzenie kolonii mysich granulocytéw i makrofagéw
(GM-CSF). Ekspresja tego czynnika powodowala wzmocnienie funkcji
neutrofili u gospodarza. W mysim modelu ludzkiego chloniaka, skutecz-
no$¢ wirusa odry, kodujacego mysi GM-CSF, byta skorelowana z naciekiem
neutrofili w guzie i regresja guza, co istotnie zwigkszylo potencjal terapeu-
tyczny wirusa . W innym badaniu Grossardt et al. ponownie potwierdzi-
li pozytywny wplyw GM-CSF w wiroterapii onkolitycznej wirusem odry.
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Uzyto komérek MC38cea, w immunokompetentnym mysim modelu gruczo-
lakoraka okreznicy, z zakodowanym ludzkim antygenem rakowo-ptodowym
(ang. carcino-embryonic antigen - CEA). Badanie to wykazalo, ze MV z zako-
dowanym CEA, uzbrojony w GM-CSF, zwickszal mediang catkowitego prze-
zycia oraz doprowadzil do trwalej catkowitej remisji u jednej trzeciej myszy.
Myszy te odrzucily nowotwory przy ponownej prowokacji, wykazujac pamigé
immunologiczng z trwala ochrong 1°%).

Innym sposobem wykorzystania ukladu odpornosciowego w leczeniu
nowotworéw wirusem odry jest przelomowa terapia umozliwiajaca aktywa-
¢je limfocytéw naciekajacych guz (ang. tumor-infiltrating lymphocytes - TIL).
Infekcja MV komérek nowotworowych powoduje przyciaganie cytotoksycz-
nych limfocytéw T do guza oraz zwigkszenie ekspresji PD-L1 (biatka pro-
gramowanej $mierci) w komérkach nowotworowych i odpornosciowych 7.
W badaniu prowadzonym przez Engeland et al. polaczono wyzej opisang za-
lezno$¢ z mozliwoscia wykorzystania inhibitoréw punktéw kontrolnych (ang.
immune checkpoint inhibitors — 1Cls). Wygenerowano atenuowane wektory
wirusa odry kodujace przeciwciata CTLA-4 i PD-L1 i stwierdzono, iz wiru-
soterapia MV zostata znaczaco wzmocniona przez ICIs w immunokompety-
cyjnym mysim modelu czerniaka ¥, Kolejna mozliwoscia, ktéra angazuje
TIL do atakowania komérek rakowych, sg Bi-specyficzne czynniki angazuja-
ce komérki T (ang. bispecific T-cell engager - BiTE). Sa to jednotaricuchowe
fragmenty zmienne o podwdjnej specyficznosci wobec pozadanego antygenu
nowotworowego i komérek T, zblizajac je do siebie oraz tworzac sztuczna
synapse immunologiczng ®?. W badaniu przeprowadzonym przez Speck
et al. wykazano skuteczno$¢ terapeutyczna funkcjonalnych przeciwciat BiTE
zakodowanych na onkolitycznych wirusach odry w dwéch réznych modelach
guzdéw litych bez oznak toksycznosci. Skutecznos¢ byla zwiazana ze zwigkszo-
nym naciekiem limfocytéw T wewnatrz guza oraz indukejg ochronnej odpor-
nosci przeciwnowotworowej 401,

Komérki dendrytyczne s3 nastgpnym ogniwem ukladu odpornoscio-
wego zaangazowanym w udzial w terapii przeciwnowotworowej wirusem
odry. Plazmocytoidalne komérki dendrytyczne prowadza do immunogennej
$mierci komérek nowotworu przez indukowanie produkeji IFNa oraz pre-
zentacj¢ krzyzows antygenéw guza komérkom T CD8+. Wykazano réwniez,
iz zainfekowanie MV komérek czerniaka, powoduje aktywacje komérek den-
drytycznych, stymulujac adaptacyjng przeciwnowotworowa odpowiedz im-

munologiczng .
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5. Aktualne doniesienia w badaniach klinicznych

Pierwszym badaniem klinicznym, w ktérym zastosowano niezmodyfi-
kowany szczep szczepionki MV-Edmonston-Zagreb (MV-EZ) jako srodek
onkolityczny, bylo badanie I fazy ze zwigkszaniem dawki, przeprowadzone
w Szwajcarii. Celem badania byta ocena wpltywu MV-EZ na chloniaka skér-
nego z komérek T (ang. cutaneous T-cell lymphoma - CTLC) w stadium >11Ib,
ktéry byt oporny na konwencjonalne leczenie lub obserwowano nawrét po
konwencjonalnej terapii. Badanie to przeprowadzono u 5 pacjentéw odpor-
nych na odr¢ z CTLC. Trzem pacjentom podano po cztery wstrzykniecia
w dwéch cyklach leczenia, a dwém pacjentom po dwa wstrzyknigcia w jednym
cyklu leczenia. Dodatkowo, aby chroni¢ zdrowe tkanki przed rozprzestrzenia-
niem si¢ MV-EZ, kazde wstrzykniecie wirusa byto poprzedzone podskérnym
podaniem interferonu-alfa na 72 i 24 godziny przed leczeniem wirusowym.
Jak opisano wyzej — komérki nowotworowe sa bardziej podatne na infekcje
wirusowe niz prawidlowe tkanki, poniewaz wyst¢puja u nich wrodzone de-
fekty w szlakach sygnalowych IFN, stad wynika podanie IFNa przed terapia
wirusowa. Dawki stosowane wahaly si¢ od 10> do 10° TCID, /zastrzyk. Le-
czenie to bylo dobrze tolerowane, nie zaobserwowano toksycznosci ogranicza-
jacej dawke. Terapia MV-EZ spowodowala catkowita regresj¢ jednego guza
CTCL u jednego pacjenta po pierwszym cyklu leczenia, druga zmiang leczono
w nastepnym cyklu. Cze¢sciowe regresje zaobserwowano u czterech pacjentéw.
U dwdch pacjentéw zaobserwowano réwniez poprawe w odleglych nieostrzy-
kiwanych zmianach. CTCL jest choroba immunosupresyjna, a pomimo tego,
miana przeciwcial przeciwko odrze wzrosly u wszystkich pigciu pacjentéw po
leczeniu MV-MZ. Wste¢pne wyniki tych badari sa obiecujace, w szczegdlnosci,
ze podawane dawki wirusa byly bardzo niskie 2.

W USA przeprowadzono badanie kliniczne, ktére ocenialo uzytecz-
no$¢ i bezpieczeristwo MV-CEA u pacjentek z nawracajacym rakiem jajni-
ka. Dwudziestu jeden pacjentkom odpornym na odrg z rakiem jajnika opor-
nym na platyne i paklitaksel, ograniczonym do jamy otrzewnej, wstrzyknigto
dootrzewnowo MV-CEA. U wszystkich pacjentek choroba byta oporna na
chemioterapi¢ z mediang 3 schematéw chemioterapii przed rozpoczgciem
badania klinicznego. Dootrzewnowe podawanie wirusa powtarzano co mie-
sigc do facznej liczby 6 dawek na pacjenta. Leczono siedmioma poziomami
dawek (3 pacjentki na jeden poziom dawki) od 10°do 10° TCID, /zastrzyk.
Nie stwierdzono dziatari toksycznych ograniczajacych dawke przy zadnym po-
ziomie dawki. U wszystkich trzech pacjentek leczonych dawka maksymalna
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- 100°TCID.,, wykazano podwyzszone poziomy CEA w surowicy. Stabilizacje
choroby otrzymano u wszystkich pacjentek w zakresie dawek 107-10°, lecz
przy nizszych poziomach dawek stabilizacj¢ osiagni¢to u 5 z 12 pacjentek.
Wskazuje to na zalezno$¢ odpowiedzi od dawki. Badane osiagnely mediang
przezycia catkowitego (OS) 12,15 miesiaca zycia, przy oczekiwanej medianie
przezycia 6 miesiecy w tej populacji pacjentéw ?), opartej na historycznych
kontrolach 4. Dodatkowo u pacjentek otrzymujacych wyisze dawki 10®
i 10° mediana OS wynosita 38,4 miesigca. U 5 badanych stwierdzono spadek
poziomu antygenu nowotworowego CA-125 o >30%, natomiast analiza im-
munohistochemiczna prébek guza wykazala silng ekspresj¢ CD46 u 13 z 15
pacjentek, u ktérych byly dostgpne prébki tkanek do analizy CD46. Potwier-
dza to mozliwo$¢ uzytku CD46 obecnie wykorzystywanego przeciwko odrze,
do optymalizacji skutecznosci leczenia nowotwordw 3.

Istnieje badanie nad terapia MV-NIS (rekombinowanej pochodnej
MV-Edm z ekspresja genu symportera jodku sodu - NIS), ktéry podawano
dootrzewnowo pacjentkom z nawracajacym rakiem jajnika. Celem badania
byla ocena bezpieczenistwa terapii MV-NIS oraz przydatnosci obrazowania
opartego na NIS. Dodatkowo, opierajac si¢ o wstgpne obserwacje kliniczne
i dane przedkliniczne !, oceniano réwniez zdolno$é wirusoterapii odry do
indukowania odpowiedzi przeciwnowotworowej przez uklad immunologicz-
ny w mechanizmie aktywacji komérek T pomocniczych 1 (CD4+), ktére sa
istotnym mediatorem przeciwnowotworowym 6. W badaniu uczestniczylo
16 pacjentéw opornych na toksol i platyne, z niepowodzeniem wezesniejszych
terapii ($rednio 3,4 schematy leczenia). Kazdy z badanych otrzymat MV-NIS
co 4 tygodnie przez maksymalnie 6 cykli. Leczenie bylo dobrze tolerowane,
a mediana przezycia catkowitego byla niezwykle obiecujaca. Pacjentéw leczo-
no dawkami - 10¢-10°TCID. . Najczgstsze zdarzenia niepozadane, ktére to-
warzyszyly leczeniu to béle brzucha i zmeczenie. U 13 z 16 pacjentéw nasta-
pita stabilizacja choroby (11 z 13 otrzymywalo dawke 10°TCID, ), mediana
OS wynosita 26,6 miesiaca, przy oczekiwanej medianie 6-12 miesiccy, w tej
populacji pacjentéw. U wszystkich badanych w analizie immunohistoche-
micznej wykryto wysokie poziomy ekspresji CD46 lub nektyny-4. Wyniki te
po raz kolejny udowodnily skuteczno$¢ wiroterapii onkotycznej 7,

Obecnie trwa wiele badan klinicznych z zastosowaniem MV dla pacjen-
téw m.in. z szpiczakiem mnogim, rakiem plaskonablonkowym glowy i szyi,
nowotworem ostonek nerwéw obwodowych oraz nawracajacym nowotwo-

rem teratoidnym.
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6. Podsumowanie

Wirus odry (MV) wykazuje obiecujacy potencjat jako narzedzie w im-
munoterapii nowotworéw. Zastosowanie wiruséw onkolitycznych, takich jak
MYV, stanowi nowatorskie podejscie terapeutyczne, wykorzystujace zdolnos¢
wiruséw do infekowania i niszczenia komoérek nowotworowych. Badania
przedkliniczne i kliniczne dotyczace terapii wirusem odry wskazujg na jego
skuteczno$¢ i bezpieczenistwo w leczeniu réznych rodzajéw nowotworéw.

Mechanizm dziatania wirusa odry polega na selektywnym namnazaniu
si¢ w komérkach nowotworowych, co prowadzi do ich destrukeji. Ponadto,
wirus odry moze aktywowaé uklad odpornosciowy cztowieka do rozpozna-
nia i eliminacji komérek nowotworowych. Jest to istotne, poniewaz wigk-
sz0$¢ nowotworéw hamuje niektdre mechanizmy ukladu odpornosciowego,
co sprzyja ich wzrostowi i unikaniu dziatania ukladu immunologicznego.

W badaniach klinicznych wykorzystujacych wirusa odry zaobserwowano
pozytywne odpowiedzi terapeutyczne, w tym czesciowa lub catkowita regresje
guzéw nowotworowych. Szczegélnie interesujace wyniki uzyskano w przy-
padku chloniaka skérnego z komérek T, gdzie terapia wirusem odry spowo-
dowala regresje guzéw u pacjentéw, ktdrzy nie reagowali na konwencjonalne
metody leczenia.

Ponadto, wirus odry wykazuje korzystne cechy, takie jak zdolnos¢ do
infekgji i replikacji w komérkach nowotworowych oraz mozliwo$¢ wzmac-
niania lub przywracania nieskutecznej odpornosci przeciwnowotworowe;.
To sprawia, iz MV jest obiecujacym kandydatem do dalszych badan i rozwoju
terapii onkolitycznych.

Mimo postepéw w terapii nowotworowej, wiele nowotworéw nadal
pozostaje nieuleczalnych, a istniejace metody leczenia czgsto wiaza si¢ z po-
waznymi skutkami ubocznymi. Dlatego rozwdj terapii onkolitycznych, takich
jak wiroterapia onkotyczna wirusem odry, stanowi istotny kierunek w po-
szukiwaniu nowych, bardziej ukierunkowanych i mniej toksycznych terapii
przeciwnowotworowych.

Whnioski z przeprowadzonych badari wskazuja, ze wirus odry stano-
wi atrakcyjne narzedzie w immunoterapii nowotworéw, jednak konieczne
sa dalsze badania, zaréwno przedkliniczne, jak i kliniczne, aby lepiej zrozumieé
jego mechanizmy dzialania, optymalizowa¢ dawkowanie i identyfikowa¢ od-
powiednich pacjentéw, mogacych najbardziej skorzysta¢ z tej terapii. Wpro-
wadzenie wirusa odry do praktyki klinicznej przedstawi nowe perspektywy
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leczenia nowotwordw i przyczyni si¢ do poprawy wynikéw terapeutycznych

dla pacjentéw z réznymi typami nowotwordéw.
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Abstrakt: Krioablacja jest szeroko stosowanym pojeciem obejmujacym zamrozenie tkanek.
Ludzko$¢ korzystala z zimna w celu terapeutycznym od tysiecy lat, od prawie dwéch setek
celowane jest ono w nowotwory, jednak dopiero dzisiaj mozemy zacza¢ w pelni korzysta¢ z jej
wszystkich wlasciwosci. Rozwdj diagnostyki obrazowej pozwala na jednoczesne obserwowanie
przeprowadzanego zabiegu. Nie opieramy si¢ juz jedynie na metodach ultrasonografii a coraz
czgsciej siggamy po obrazy rezonansu magnetycznego czy tomografii komputerowej. Co wigcej
zwicksza si¢ réwniez liczba dziedzin, w ktdrych stosujemy krioablacj¢. Zaréwno w leczeniu
terapeutycznym m.in nowotwordw prostaty, piersi czy nerki, ale réwniez w leczeniu paliatyw-
nym, np. w nowotworze trzustki. Poprzez poznanie dokladnego mechanizmu krioablacji, jej
zastosowania w aktualnym leczeniu a takze mozliwosci, jakie w przyszloéci moze nam ona za-
gwarantowad, jeste$Smy w stanie w pelnym jej zrozumieniu korzysta¢ ze wszystkich jej korzysci.
Co wigcej krioablacja jest dziedzing z szerokim zakresem rozwoju. Dzicki postgpowi w obsza-
rze nanotechnologii i jej wykorzystaniu w krioterapii, dazymy do zwickszenia jej skutecznosci
i zminimalizowania efektéw ubocznych.

Stowa kluczowe: krioablacja, leczenie nowotwordw, guz nowotworowy, przyszto$¢ krioablacji,
nanomaterialy

Abstract: Cryoablation is a widely used concept that encompasses the freezing of tissues. Hu-
mans have used cold for therapeutic purposes for thousands of years, and for almost two hun-
dred years it has been targeted at cancers, but only today can we fully take advantage of its
properties. The development of imaging diagnostics allows for simultaneous observation of the
procedure being performed. We no longer rely solely on ultrasound methods, and increasingly
use magnetic resonance imaging or computed tomography images. Furthermore, the num-
ber of fields in which we use cryoablation is increasing. Both in therapeutic treatment, such
as prostate, breast and kidney cancers, but also in palliative treatment, such as pancreatic
cancer. By understanding the exact mechanism of cryoablation, its use in current treatment
and the possibilities it may offer us in the future, we are able to fully understand and be-
nefit from all of its benefits. Cryoablation is also a field with a wide scope of development.
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With advancements in nanotechnology and its application in cryotherapy, we strive to increase
its efficacy and minimize side effects.

Keywords: cryoablation, cancer treatment, cancer tumor, future of cryoablation, nanomaterials

1. Wstep

Pojecie krioablacji obejmuje wszystkie metody niszczenia tkanki poprzez
zamrozenie . Komoérki ulegaja nekrozie po gwaltownym poddaniu ich na
dzialanie bardzo niskiej temperatury . Krioablacja jest prostym oraz przede
wszystkim coraz mniej inwazyjnym zabiegiem, stale poszerzajacym swoje
spektrum dzialania w dziedzinach medycyny. Tak naprawdg terapia zimnem
w onkologii sigga juz XIX wicku, kiedy James Arnott w 1845 roku zaczal
uzywa¢ gleboko zamrozonych roztworéw soli. Mialy one na celu zmniejszy¢
$rednice guzéw nowotworowych przy jak najmniejszym odczuwaniu bélu
przez pacjenta. Ze wzgledu na ograniczenia techniczne, krioablacja zawezala
si¢ jedynie do tatwo dostgpnych obszaréw ciala, takich jak skéra czy blony
Sluzowe B, Aktualnie krioablacja stosowana jest w takich nowotworach jak
nowotwory kosci, macicy, piersi, nerki, watroby, prostaty czy pluca, jednak
obszar jej dziatania stale si¢ poszerza. Dzigki prosperujacej inzynierii medycz-
nej, mamy w zasiegu coraz to lepszy sprzet, ktéry umozliwia przeprowadzanie
coraz mniej inwazyjnych zabiegéw. Celem pracy jest zwickszenie $wiadomo-
$ci lekarzy, a takze samych pacjentédw, o tym jak wyglada mechanizm calego
zabiegu, jakie sg jego korzysci, w ktérych sytuacjach mozemy po niego siegnaé
i przede wszystkim jakie nadzieje wiazemy z krioablacja w przysztosci.

2. Mechanizm krioablacji

Krioablacja jest procesem, w ktérym w szczegdlnie krétkim czasie pod-
dajemy komorke dziataniu bardzo niskiej temperatury. Czas i temperatura
tej procedury s3 wysoce istotne. Narazenie komérek na zimno powoduje
osmotyczne wyplynigcie z nich wody, jednak jest to w duzym stopniu od-
wracalny efekt. Jesli natomiast skrécimy czas do minimum i obnizymy od-
powiednio temperature, woda nie zdazy osmotyczne opusci¢ komérki i jej
pozostatosci zamienia si¢ w krysztaly. Doprowadza one do uszkodzenia
blony komérkowej, naczynn krwionosnych, odzywiajacych komérki a co za

tym idzie uszkodzenia calej jednostki .. Czas poddawania komérek zimnem
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zostal zoptymalizowany do okolo kilku minut . Poczatkowe badania wyka-
zywaly, ze temperatura wyrzadzajaca uszkodzenie tkanki wynosi okoto -20*C,
oczywiscie przy tak ekstremalnym zimnie zachodzi obumieranie komérek,
nalezy jednak nadmieni¢, ze sg to temperatury wyniszczajace zdrowg tkanke.
Aby ustali¢ temperature zagrazajaca komérkom guza nowotworowego sprawa
si¢ komplikuje. W zaleznosci od charakteru guza i jego polozenia w naszym or-
ganizmie, temperatura wywolujaca nekroze komoérek jest bardzo rézna i oscy-
lowa¢ moze w okolicach -40 do -50*C, czy jak wykazat wedlug swoich badan
Neel, nawet do -60*C. Dodatkowo caly proces wymaga czesto kilkukrotnego
powtérzenia ). Obecnie w procesie krioablacji wykorzystujemy aparaty zam-
razajace wiele probek jednoczesnie lub w okreslonej sekwencji. Stosuje si¢ do
tego argon (-186*C) oraz podtlenck azotu (-89.5*C), ktére wprowadzane do
kriosondy w temperaturze pokojowej, zmieniaja swoja temperaturg zgodnie

z efektem Joule’a-Thomsona 7.,

“lee-ball” (0°C isotherm) ——

latm, Low T ~ e e

Argon mEE) High P, Room T —T == ;

Latm, LowT _SE— g ;
i /
\.\ .,.
Ablation Boundary
220°Ci
(lethal -20°C isotherm) T—zs mm Ablation Margin

Rycina 1. Na rycinie przedstawiono mechanizm krioablacji. Gaz wykorzystywany w tej pro-

cedurze wprowadzany jest do kriosondy w temperaturze pokojowej pod bardzo wysokim ci-

$nieniem. Jak opisuje efekt Joule’a-Thomsona powoduje to znaczne obnizenie temperatury

wprowadzanego gazu (w tym wypadku argon) i wytworzenie ,lodowej kuli” co prowadzi do

wyniszczenia tkanki [https://oncohemakey.com/cryoablation-mechanism-of-action-and-devi-
ces/], 7!

Obecne osiagnigcia w dziedzinie diagnostyki obrazowej pozwolily na wy-
konywanie wspétczesnych zabiegéw krioablacji pod scista kontrola jednocze-
snego badania obrazowego. Oczywicie najbardziej dostgpnym obrazowaniem
jest obrazowanie ultrasonograficzne (USG) i to ono kréluje w wigkszosci sal

operacyjnych, gdzie przeprowadza si¢ drobne krioablacje. Niestety duzo zalet
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USG, takich jak dostgpnos¢, koszty kupna i utrzymania sprzetu czy niskie
wymagania okolooperacyjne, niesie ze soba réwnie duzo wad, takich jak brak
obrazu tréjwymiarowego czy brak mozliwosci bardzo doktadnego pomiaru
temperatury tkanki, ktéra jest przeciez bardzo istotna podczas catego zabiegu
Bl. Dzigki stale rozwijajacej si¢ technice obrazowej juz dzi§ wykorzystujemy
dodatkowo do obrazowania zabiegu m. in. Tomografi¢ Komputerowa (ang.
Computerized Tomography CT), Rezonans Magnetyczny (ang. magnetic reso-
nance imaging MRI) czy Elektryczng Tomografi¢ Impedancyjng (ang. Elec-
trical Impedance Tomography EIT). Pierwsza z nich umozliwia zobrazowanie
catego przekroju poprzecznego tkanki, do ktérej wprowadzana jest kriosonda.
Obraz miesci si¢ w granicach uzytecznosci mimo, ze nie jest transmitowany
w dokladnym czasie rzeczywistym bo pojawia si¢ co okofo minute . Aktu-
alnie jest to najczesciej, zaraz po USG, uzywany sposdb obrazowania tego
zabiegu.

Rycina 2. Na rycinie przedstawiono zabieg krioablacji guza nowotworowego lewej nerki prze-
prowadzonego przy pomocy CT [https://advances.augusta.edu/1619]

Znacznie bardziej obiecujacym dla chirurga widokiem przeprowadzane;j
krioablacji okazal si¢ tréjwymiarowy obraz ukazujacy si¢ przy wykorzysta-
niu rezonansu magnetycznego. Obrazuje on objetosci tkanek, plyndw i sa-
mego guza, co ulatwia przeprowadzenie zabiegu. Aby to bylo mozliwe, wy-
korzystuje si¢ specjalne kriosondy, ktére sa kompatybilne do MRI. Mimo,
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ze to obrazowanie daje dobre rezultaty i sama technika ciagle si¢ rozwija, mato
prawdopodobnym jest, azeby zastapilta inne metody obrazowania krioablagji.
Aktualnie duze koszta, jakie niesie ze soba uzywanie specjalistycznie dobra-
nych kriosond i specjalne wymagania zwiazane z polem elektromagnetycz-

nym, skresla MRI z listy technik rutynowego obrazowania podczas zabiegu °'.

Rycina 3. Na rycinie przedstawiono monitorowanie tworzenia si¢ ,kuli lodowej” podczas wy-
konywanego zabiegu krioablacji z obrazowaniem MRI. Strzalka wskazuje obreb utworzonej
ykuli” [heeps://ncigt.org/mri-guided-cryoablations-liver-and-kidney-tumors]

Region of interest: 4 layers

ventral 10%
mid-ventral 38%
mid-dorsal  40%

dorsal 12%

ventral

ight left
chlon of interest: quadrants
right upper  25%
dorsal right lower  30%
small i large left upper  22%
impedance impedance left lower 23%
change change

Rycina 4. Na rycinie przedstawiono przyktadowy mechanizm EIT oraz obraz jaki przy tym si¢
ukazuje (tutaj wentylacja pluc) [https://www.researchgate.net/figure/EIT-tidal-image-Left-ty
pical-EIT-tidal-image-is-shown-Regional-distribution-of-tidal_figl_330490096]
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Kolejna alternatywa diagnostyki obrazowej w krioablacji miata okaza¢ si¢
EIT ze wzgledu na obraz, ktéry pojawia si¢ w czasie rzeczywistym Pl Tech-
nika ta wykorzystuje pomiar impedangji biologicznej wnetrza ciata. Mimo,
ze nie korzysta z promieniowania jonizujacego a co za tym idzie obrazy
sa nizszej rozdzielczodci przestrzennej, ich wysoka dynamika sprawia,
ze s3 one bardzo przydatne przy obserwacji jednoczesnie przeprowadzanego
zabiegu . Dziedzina ta jednak wymaga dalszej nowelizacji, aby byta szeroko

wykorzystywana w procesach krioablacji Pl.
3. Ogélne wady i zalety krioablacji

Pacjenci onkologiczni s3 wyjatkowa grupa. Wickszos¢ z nich to ludzie
starsi, wielu z nich podczas swojego leczenia przeszto juz caly szereg otwartych
operagji, cigzka chemio- i radioterapie. Sg to kryteria, ktére dyskwalifikuja
ich do przeprowadzenia kolejnego zabiegu chirurgicznego pod znieczuleniem
ogdlnym. W tym miejscu rozwiazaniem staje si¢ krioablacja. Jako zabieg trwa
od pét godziny do okoto dwéch godzin i przeprowadzana jest jedynie pod
znieczuleniem miejscowym. Pacjenci na czas zabiegu sa calkowicie przytomni.
Dzi¢ki temu poddawani mogg by¢ chorzy nawet z grupy wysokiego ryzyka,
gdyz eliminowane sa wszystkie dzialania niepozadane zwigzane ze znieczule-
niem og6lnym. Druga istotng zaleta krioablagji jest fakt, ze pacjenci nie od-
czuwaja bélu ani podczas zabiegu ani po jego zakornczeniu. Wprowadzana igla
ma temperatur¢ pokojowa, a znieczulenie miejscowe zmniejsza odczuwanie
jej wprowadzania do tkanki . Dodatkowo zamrozenie tkanki i okolicznych
nerwéw wywoluje efekt znieczulajacy . Kolejnym argumentem przema-
wiajacym za krioablacja jest szybka regeneracja pacjenta po takim zabiegu ¥,
a zatem krétszy pobyt pacjentéw w szpitalu, mniejsze ryzyko powiktan po-
i okolooperacyjnych. W puli zalet znajdziemy réwniez mozliwo$¢ jedno-
czesnej obserwacji i kontroli calej procedury dzigki diagnostyce obrazowe;.
Co wigcej, krioablacja jest bardzo efektywnym zabiegiem i cechuje si¢ wy-
soka tatwoscia w jego przeprowadzeniu. Gléwna wada krioablacji jest moz-
liwo$¢ uszkodzenia zdrowej tkanki i zmniejszona $miertelnos¢ komérek no-
wotworowych na obrzezach powstalej kuli lodowej, co moze przyczyniac si¢
do nawrotéw samego nowotworu "’ Ponadto moze wystapi¢ tzw. ,krioszok”
wywolany zwrotng odpowiedzia immunologiczna po wykonanym zabie-
gu. Nadprodukgcja cytokin moze wywola¢ m.in. niedoci$nienie, wielonarza-
dowe zaburzenie funkgji czy rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe .

Ponadto przeprowadzenie takiej operacji wymaga specjalnego sprzetu,
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ktérego zasoby (wprowadzony do tkanki gaz) musza by¢ po kazdym zabiegu,

regularnie uzupelniane, co wiaze si¢ z dodatkowym kosztem.
4. Krioablacja w leczeniu nowotworéw prostaty

4.1. Nowotwoér gruczotu krokowego, statystyki zapadalnosci

i dotychczasowe leczenie

Gruczot krokowy, inaczej prostata czy stercz, jest meskim narzadem
gruczolowo-mig$niowym, otaczajacym poczatkowy odcinek cewki moczowej
przy dolnej czgsci pecherza moczowego . Nowotwory ztosliwe tego narzadu
najczedciej rozwijaja sic w obwodowej czesci gruczotu. Zapadalnos¢ na tego
typu nowotwdr w Polsce zajmuje drugie miejsce pod wzgledem czgstosdci za-
chorowania, zaraz po raku ptuca "% Co wigcej rosnie réwniez ilos¢ zgonédw
spowodowana tym nowotworem- z ok 92 tys. zgonéw rocznie w 2010 roku
do nawet 107 tys. w 2018 roku (ostatnie dane prezentowane publicznie) 2.
W Stanach Zjednoczonych natomiast, od 15 lat rak ten jest najczesciej wyste-
pujacym nowotworem wsréd mezezyzn 2. Dotychczasowe leczenie opiera sig
gléwnie na wycinaniu calego gruczotu krokowego (radykalna prostatektomia),
radioterapii, w tym brachyterapii oraz teleradioterapii, czy niestety na jedynie

aktywnym nadzorze i uwaznym czuwaniu nad postgpami choroby 4.

4.2. Dotychczasowy zakres krioablacji
w leczeniu nowotworéw prostaty

Krioablacja w obrebie gruczotu krokowego, stajac si¢ pionierem, w Sta-
nach Zjednoczonych zostala uwzgledniona jako jeden z elementéw schematu
leczenia nowotworu juz w 1999 roku ). Jako alternatywa w szczeg6lnosci
do pelnego zabiegu chirurgicznego, od 24 lat moze stanowi¢ zrédlo wiedzy,
na ktérym oparty bedzie rozwéj krioablacji w leczeniu innych nowotworéw.
Pomimo tak dlugiego okresu dalej brakuje m.in. badan prospektywnych
z randomizacja. Aktualne dane pozwalaja na $ledzenie poszczeg6lnych, indy-
widualnych przypadkéw chorych, u kedrych zastosowano krioablacje miej-
scows (tylko w obrebie guza) lub kompleksowa- calego gruczotu krokowego.
Pomimo tak waskiego zakresu bazy danych, na tej podstawie jesteSmy w sta-
nie wyciagna¢ juz wiele wnioskéw. Badania pokazuja, ze u 1160 pacjentéw
leczonych ogniskowo, 75.7% z nich, przez 3 lata po zabiegu wolne bylo od
nawrotu. Podobne wyniki oscyluja réwniez u chorych poddanych krioablacji
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calego stercza i wynosza 75.1% réwniez po 3 latach . Ponadto w poréwna-
niu z konwencjonalng chirurgia wycinania prostaty, krioablacja skraca czas
hospitalizacji, rekonwalescencji pooperacyjnej "*! oraz znaczaco zmniejsza
komplikacje po samym zabiegu /. Co wiecej do korzysci krioablacji zaliczamy

takze szybki powré6t do aktywnosci seksualnej 2.

5. Krioablacja w leczeniu paliatywnym nowotworu trzustki

5.1. Nowotwor trzustki, statystyki zapadalnosci i dotychczasowe

leczenie

Anatomicznie trzustka jest gruczotem trawiennym, wydzielajacym en-
zymy trawienne, takie jak amylaza, lipaza czy trypsyna, oraz produkujacym
hormony regulujace metabolizm, takie jak glukagon, insulina, somatostatyna
czy polipeptyd trzustkowy °). Nowotwér tego narzadu charakteryzuje sie wy-
soka $miertelnoscia, ze wzgledu na fakt bardzo pdznego jego rozpoznawania.
Niecharakterystyczne objawy prowadza najczesciej do diagnozy w momencie
przerzutéw, kiedy rak staje si¢ juz nieoperacyjny. Wszystko to doprowadzito
do $miertelnych statystyk, takich jak m.in. piate miejsce w Stanach Zjedno-
czonych jako najczgstsza przyczyna umieralnosci z powodu nowotworu zto-
sliwego 111, Aktualnie leczenie tego nowotworu opiera si¢ na chirurgicznej
resekcji guza, jednak jest to mozliwe tylko u 25% chorych. Pozostate 75%
pacjentéw nie kwalifikuje si¢ do operacji a ich leczenie opiera si¢ na stosowa-

niu chemioterapii paliatywnej 7).

5.2. Dotychczasowy zakres krioablacji

w leczeniu nowotworu trzustki

Krioablacja w leczeniu nowotworéw nie ogranicza si¢ jedynie do za-
mrazania guza NOwoOtwOrowego, cho¢ jest to jej najczestsze zastosowanie.
W przypadku tak cigzkiego przebiegu jak rak trzustki, krioablacje stosuje si¢
réwniez w leczeniu paliatywnym, kt6re zazwyczaj opiera si¢ na protezowaniu
przewodu trzustkowego. Jest to operacja majaca na celu udroznienie zwe-
zonego najczesciej przez guza przewodu trzustkowego. W celu u$mierzenia
bélu od paru lat zaczgto faczy¢ przeprowadzanie protezowania z krioablacja.
Udowodniono, ze takie polaczenie nie gwarantuje w zadnym stopniu zmniej-
szenie guza, jednak znacznie poprawia jako$¢ i dugo$¢ zycia chorych, nawet

o 6 miesiecy . Biorac pod uwagg statystyki umieralnosci krioablacja nie ma
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na nie istotnego wplywu, moze by¢ rozwazona jedynie jako element terapii
paliatywnej, jednak jest to réwniez dziedzina, w ktdrej potrzebujemy wigcej

badan potwierdzajacych ta teze.
6. Krioablacja w przysztosci

W dzisiejszych czasach krioablacja swoje zastosowanie znajduje w wielu
dziedzinach, od leczenia arytmii po u$mierzanie bélu. Przyszedt i czas na roz-
wéj w dziedzinie nowotworéw. Stale poszerzajacy si¢ zakres dzialania diagno-
styki obrazowej, coraz lepszy sprzet do wykonywania krioablacji oraz wysoka
precyzja wykonywanego zabiegu daja duza nadzieje¢ dla leczenia nowotwo-
réw szczegblnie dla pacjentéw, keérzy nie kwalifikujg si¢ do operagji chirur-
gicznych ze wzgledu na przeprowadzanie ich pod znieczuleniem ogélnym,
ze wzgledu na wiek czy choroby wspdlistniejace. Dodatkowo, niski procent
powiklani okolo i pooperacyjnych, niskie odczuwanie bélu podczas i dugo po
zabiegu czy szybka rekonwalescencja, sq argumentami przemawiajacymi nad
wybraniem krioablacji ponad klasycznym zabiegiem chirurgicznym. Zatem
moze kiedy$ przyjdzie czas, kiedy krioablacja zastapi alternatywne sposoby

usuwania guzéw nowotworowych?
6.1. Nanomaterialy jako przysztos¢ krioablacji

Aby zminimalizowa¢ wady krioablacji, takie jak m.in. sklonnos¢ do na-
wrotu, nowoczesna krioablacja dazy do maksymalnego kontrolowania obsza-
ru zamrazania tkanki i zwigkszenia $§miertelnosci komérek nowotworowych.
W celu zwigkszenia skutecznosci calej terapii nowotworowej laczy si¢ krio-
ablacje z chemioterapia. Docelowo, chcieliby$my aby podany lek, dziatajacy
zabdjczo réwniez na zdrowe tkanki, dzialal jedynie miejscowo, zamykajac si¢
w obszarze krioterapii. Szacuje si¢, ze mozemy to osiagnaé dzigki wykorzysta-
niu przy zabiegu nanomaterialéw. Moga by¢ one wykorzystywane jako bez-
posrednie nosniki chemioterapetykéw, w celu zwigkszenia skutecznosci celo-
wania leku lub jako $rodki kontrastujace dla przeprowadzanego réwnoczesnie
obrazowania. Co wigcej, niektére nanoczastki sa zdolne do generowania pod
wplywem m.in. promieniowania, reaktywnych form tlenu (ROS, z ang. Re-
active Oxygen Species), ktére sa dodatkowym czynnikiem dziatajacym an-
tynowotworowo. Mimo, ze przemyst nanotechnologiczny jest stosunkowo
szeroko zbadang i opisang dziedzing w aktualnych przegladach naukowych,

jedynie niewielki jego zakres zostal zauwazony w obszarze krioablacji. Zatem
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w jakim stopniu nanotechnika stataby si¢ przydatna w krioterapii guzéw no-
wotworowych? Przede wszystkim moga wspomagad szybsze tworzenie si¢ kuli
lodowej, doprowadza¢ do uszkodzenia komérek poprzez zmiang whasciwosci
blon komérkowych, poprawia¢ obrazowanie, kontrolowac ksztalt i zakres wy-
twarzanego lodu oraz chroni¢ zdrowe tkanki przed ewentualnym narazeniem

na $miertelne zimno P,

Applications of Nanomaterials in Cryotherapy

Imaging Combination Therapy
MRI o~ ~ Immunotherapy
cT e " Chemotherapy
us « B Radiotherapy
PET/SPECT . Photothermal therapy
FL s -
- . 4 _ * Drug release 3
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Ice Growth e
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Rycina 5. Na rycinie przedstawiono wykorzystanie nanomaterialéw w krioablacji. Wykorzysty-
wane sa w terapii skojarzonej wraz z chemioterapia, immunoterapia czy radioterapia. Powoduja
uszkodzenie blon komérkowych komérek nowotworowych poprzez ich modulacje. Tworza

powloke ochronna dla zdrowej tkanki. A wszystko to pod kontrola aktualnych metod obra-

zowania !,

Zatem wprowadzenie nanotechnologii do etapu badan klinicznych
w leczeniu skojarzonym z krioablacja umozliwi potwierdzenie zwigkszenia
skutecznosci calego zabiegu przy maksymalnym zminimalizowaniu efektéw

ubocznych.
7. Inne zastosowania krioablacji w medycynie

Krioablacja jest zabiegiem przeprowadzanym nie tylko do zmniejszania
objetosci guzéw nowotworowych. Od wielu lat znajduje swoje zastosowanie
réwniez w kardiologii w celu wyeliminowania Zrédfa zaburzeri rytmu serca.
Zabieg polega na izolacji uj$¢ zyl ptucnych do lewego przedsionka serca za po-

mocg bardzo niskiej temperatury. Dzigki temu zostajg zniszczone fragmenty
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tkanek, ktére sa odpowiedzialne za nieprawidlowe powstawanie i rozchodze-
nie si¢ impulséw elektrycznych w sercu '), Krioterapia stosowana jest réwniez
w leczeniu béléw przy zwyrodnieniu kregostupa, gdy inne metody zawiodly.
Zabieg z reguly przeprowadzany jest pod kontrola RTG i polega na wprowa-
dzeniu igly, przez ktéra dostaje si¢ gaz schladzajacy dany obszar. Powoduje
to czedciowe uszkodzenie widkien nerwowych w tej okolicy, wywolujacych
uczucie bélu w zmienionych chorobowo strukturach. Uszkodzone wiékna
nerwowe regenerujg si¢ w czasie ok. 6-12 miesiecy, dlatego zabieg powtarza

si¢ wielokrotnie aby utrzyma¢ efekt niwelujacy bol '),
8. Podsumowanie

Pomyst terapii zimnem sigga juz XIX wieku, jednak dzi¢ki rozwojowi
techniki swoje skrzydla moze rozwija¢ dopiero dzisiaj. Dzigki jednoczesne-
mu obrazowaniu przeprowadzanych zabiegéw, krioablacje wykorzystujemy
w réznych dziedzinach medycyny, m.in. do leczenia guzéw nowotworowych.
Stosowana w alternatywie do konserwatywnych operacji chirurgicznych, daje
nadziej¢ wszystkim pacjentom, ktdrzy z réznych przyczyn nie moga by¢ do
nich kwalifikowani. Stosujemy ja nie tylko do zmniejszania badz likwidowa-
nia w caloéci guzéw nowotworowych w leczeniu terapeutycznym, ale takze
w celu u$mierzania bélu w leczeniu paliatywnym, ktére jest przeciez wszech-
obecne w leczeniu nowotworéw. Do gléwnych zalet krioablagji zaliczamy
m.in szybsza rekonwalescencj¢, mniej powiktan okotooperacyjnych czy bez-
bolesno$¢. Pomimo tych wielu korzysci ciagle brakuje dlugoterminowych
badan, ktére pozwolityby na rozwéj krioablacji. Naszym zadaniem powinno
by¢ u$wiadamianie lekarzy oraz ich pacjentéw o mozliwosciach jakie daje
krioablacja a takze zachgca¢ do finansowania i przeprowadzania kolejnych
prac naukowych, zbierajacych kluczowe informacje, analizujacych uzyskane
efekty co w przysztosci doprowadzi¢ moze do zastapienia klasycznych zabie-
géw chirurgicznych wlasnie krioablacja. Co wigcej przysztosé tego zabiegu
stanowi¢ moga nanoczasteczki, ktorych wykorzystanie docelowo zwigkszy
skuteczno$¢ celowania chemioterapii w okreslone komérki nowotworowe
przy jak najmniejszym uszkodzeniu zdrowych tkanek podczas przeprowa-

dzania krioterapii.
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Abstrakt: Glejak wielopostaciowy (ang. GM) jest na najbardziej rozpowszechnionym pier-
wotnym nowotworem mdzgu u dorostych. Charakteryzuje go najwyzszy stopieri $miertelnosci.
Obecnie stosowane terapie, w postaci resekcji guza, radioterapii i chemioterapii, napotyka-
ja wiele istotnych utrudniel wynikajacych ze specyfiki i umiejscowienia guza. Powszechnym
zjawiskiem w przypadku GM sg réwniez bardzo czgste nawroty, wynikajace z naciekajacego
charakteru guza po resekeji. Polaczenie wiedzy z zakresu metabolizmu zelaza i lipidéw oraz cha-
rakterystyki komérek nowotworowych pozwolito na wysnucie przypuszczeri dotyczacych istoty
procesu ferroptozy w terapii guza. Ferroptoza to nowo sklasyfikowana forma $mierci komérek
zwigzana z akumulacjg zelaza i peroksydacja lipidéw na skutek wywolania stresu oksydacyj-
nego w przebiegu reakeji Fentona, stanowiaca dobrze rokujacy perspekeywe w leczeniu GM.
Nanoczasteczki na bazie zelaza wywolujace ferroptoze, staja si¢ obiecujacym nowym sposobem
hamowania wzrostu komérek nowotworowych, pokonujac jednoczesnie istotne przeszkody
innych metod leczenia. Celem ponizszego rozdzialu jest przyblizenie mechanizmu ferroptozy
oraz zastosowania nanoczasteczek tlenku zelaza w przebiegu tego procesu w terapii glejaka
wielopostaciowego.

Stowa kluczowe: glejak wielopostaciowy, ferroptoza, nanoczasteczki tlenku zelaza

Abstract: Glioblastoma multiforme (GM) is the most common brain tumor that can affect
adults. It is characterized by a higher degree of mortality than others, ranking among the
most deadly tumor types. Current therapies, in the form of tumor resection, radiotherapy and
chemotherapy, struggle with many complications associated with the specificity and location
of the tumor. A common occurrence in the case of GM is also very frequent relapses, due
to the infiltrative nature of the tumor after resection. Combination of knowledge in the field
of iron metabolism and lipid metabolism and the characteristics of cancer cells allowed us
to make assumptions about the essence of the ferroptosis process in tumor therapy. Ferroptosis
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is a newly classified form of cell death related to iron accumulation and lipid peroxidation
caused by oxidative stress which happens during Fenton reaction, making it a promising
prospect in the treatment of GM. Iron-based nanoparticles that induce ferroptosis become
a promising new way of slowing or completely stopping the growth of cancer cells, additionally
overcoming significant obstacles and difficulties attributed to other treatments.The goal of this
section is to present the mechanism of ferroptosis and the usage of iron oxide nanoparticles
during this specific therapy process for the treatment of glioblastoma multiforme.

Keywords: glioblastoma, ferroptosis, iron oxide nanoparticles

1. Glejak wielopostaciowy
1.1. Podstawowe informagje i klasyfikacja

Glejak wielopostaciowy (ang. GB) to pierwotny guz mézgu, zalicza-
ny do heterogennej grupy guzéw zwanych glejakami. Jest to grupa guzéw
wywodzacych si¢ z komérek glejowych lub ich prekursoréw, obejmujacych
gwiazdziaki i skapodrzewiaki . Glejak wielopostaciowy zostal sklasyfikowa-
ny przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) jako rozlany gwiazdziak
IV stopnia, o wysokiej ztosliwosci, wysokim wspétczynniku podziatu komérek
i proliferacji naczyn oraz centralnym obszarem martwicy guza **.. GM moze
powstawaé w dowolnym miejscu osrodkowego ukladu nerwowego (OUN),
niemniej najczesciej lokalizuje si¢ w platach czolowych lub skroniowych .
Cecha ta pozwala odrézni¢ go od powszechniejszych wtérnych guzéw mézgu,

powstatych w wyniku przerzutéw z odleglych ognisk pierwotnych b,
1.2. Epidemiologia

Zapadalno$¢ na nowotwory ztosliwe OUN wynosi 7,08 na 100 000
mieszkadcow. Glejak wielopostaciowy stanowi 47,7% wszystkich nowotwo-
16w ztosliwych OUN, a mediana catkowitego przezycia dla pacjentéw z roz-
poznaniem wynosi zaledwie 8 miesiecy ). Z kolei mediana wieku rozpoznania
sigga 65 roku zycia, jednak nie wyklucza to wystgpowania schorzenia u dzieci
i mlodych dorostych 7). Czestos¢ wystgpowania jest okolo 1,6 razy wieksza

u mezezyzn niz u kobiet, ale przyczyna tej zaleznosci pozostaje niepewna ®.
1.3. Obraz pacjenta w podstawowej opiece zdrowotnej

Znaczacym utrudnieniem diagnostycznym pacjentéw z glejakiem wie-

lopostaciowym jest niespecyficzny obraz kliniczny z zasadniczo podobnymi

189



FERROPTOZA W TERAPII GLEJAKA WIELOPOSTACIOWEGO...

objawami podmiotowymi i przedmiotowymi jak w przypadku innych pier-
wotnych lub wtérnych guzéw médzgu czy tez w czgstszych fagodnych stanach
neurologicznych. U okolo polowy pacjentéw, ktérzy w wickszosci zglaszali
si¢ w przeszlosci z objawami do lekarza rodzinnego, diagnoza stawiana jest po
naglym przybyciu do szpitala ).

Do najczegstszych wezesnych objawéw guza moézgu zaliczamy bdl glo-
wy, jednak wystepuje on jedynie u 1-2 na 1000 pacjentéw sygnalizujacych
ten objaw lekarzowi rodzinnemu . Charakterystyka bolu glowy réini si¢
w zaleznosci od wielkosci guza, jego umiejscowienia i tempa wzrostu. Moze
mie¢ charakter napigciowy lub migrenowy oraz tendencj¢ do zaostrzania si¢
w pozydji lezacej, stad najczesciej wystepuje po przebudzeniu '. Napady pa-
daczkowe wystepujg u okolo 20% pacjentéw z glejakiem, a u kolejnych 20%
rozwijaja si¢ w pdzniejszym okresie choroby "% Ten mniej powszechny ob-
jaw ma jednak najwicksza dodatnia warto$¢ predykcyjna sposréd wszystkich
pojedynczych objawéw. Wysoka warto$¢ predykceyjna posiadaja takze objawy
w postaci ostabienia motorycznego i dezorientacji '), Kombinacja tych ob-
jawéw, zwlaszcza zauwazalnie postepujaca, znaczaco zwicksza prawdopodo-
bierstwo postawienia diagnozy .

Pomimo wielu postgpéw terapeutycznych nawroty pozostaja najwick-
szym wyzwaniem klinicznym w przypadku pacjentéw z glejakiem wielopo-
staciowym 1,
2. Ferroptoza

Ferroptoza jest jedna z form programowanej $mierci komérki (ang. PDC)
stanowiacej podstawe homeostazy tkankowej '®.. Swéj mechanizm dzialania,
ukierunkowany migdzy innymi na zapobieganiu chorobom hiperproliferacyj-

17]

nym, opiera na peroksydacji lipidéw wywolanej stresem oksydacyjnym !
2.1. Metabolizm zelaza

Zelazo pehi wiele kluczowych funkcji w organizmie. Bierze udziat
w procesach biologicznych, takich jak naprawa kwaséw nukleinowych, synte-
za DNA, wzrost i $mieré komoérek, stajac si¢ tym samym pierwiastkiem nie-
zbednym do przetrwania organizmu "%,

Zelazo wchtaniane jest gtéwnie w dwunastnicy i gérnej czesci jelita czcze-
go w postaci kationu zelazawego (Fe ?*) "\ Dalej, w komérkach nablonko-

wych blony §luzowej jelita cienkiego, dochodzi do utlenienia Fe** do kationu
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zelazowego (Fe*), ktdry nastgpnie wiazany jest przez transferyng (ang. TF) 1290,

Kolejno zelazo jest uwalniane w endosomie i pod wplywem szesciotransblo-
nowego antygenu nablonkowego gruczotu krokowego 3 metaloreduktazy
(ang. STEAP3) jest redukowane do Fe*', umozliwiajac jego eksport do cyto-
zolu za posrednictwem receptora transferyny 1 (ang. TFR1). Znajdujace si¢
w cytozolu zelazo moze by¢ wykorzystywane do biosyntezy hemu hemoglobi-
ny badz magazynowane w ferrytynie, w zaleznosci od potrzeb komérkowych
21 Pomimo udzialu w wielu istotnych procesach biologicznych, nadmiar
zelaza moze by¢ szkodliwy dla komérek. Zelazo moze sprzyjaé utlenianiu
biomolekut, generujac reaktywne formy tlenu (ROS). Dodatkowo, zelazo
posiada zdolnos¢ do reagowania z reaktywnymi formami tlenu (np. H,0))
, promujac tworzenie rodnikéw hydroksylowych (OH) w reakcji Fentona.
Z kolei wzrost st¢zenia rodnikéw hydroksylowych sprzyja utlenianiu wielona-
syconych kwaséw thuszczowych (PUFA), co stanowi charakterystyczng ceche

ferroptozy 2.

2.2. Peroksydacja lipidéw

Produkty peroksydacji lipidéw powstaja miedzy innymi w reakgji
Fentona, w ktérej oprécz zelaza (II lub III) uczestniczy nadtlenek wodoru
(H,0,) &

Fe* + H,O, = Fe** + «OH + HO
Fe’+ + HO, = Fe?* + «OOH + H*

Stad tez zawarto$¢ zelaza i metabolizm w tkance jest $cisle zwiazany
z obumieraniem tego pierwiastka w komérkach.
Peroksydacja lipidéw przebiega w trzech fazach: inicjacji, propagacji

i terminacji 4.
2.2.1. Faza inicjacji

W tej fazie reaktywne formy tlenu (ROS) w postaci rodnika hydroksy-
lowego czy rodnikéw hydronadtlenowych i reaktywnych form azotu reaguja

z atomem wodoru z alliowego wegla blony PUFA, prowadzac do powstania
rodnika lipidowego .
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2.2.2. Faza propagagji

Nastepnie rodnik lipidowy, podatny na reakcje w tlenem, tworzy rodnik
nadtlenkowy (LOO), ktéry z kolei moze oddzialtywa¢ z innym weglem allilo-
wym PUFA, tworzac nowy rodnik i nadtlenek lipidu (LOOH) 1.

2.2.3. Faza terminacji

Ma miejsce, gdy dwa lub wigcej lipidowych rodnikéw nadtenkowych
osiaga stezenie wystarczajace do reagowania z przeciwutleniaczami, w posta-
ci glutationu (GSH) i GPH4, neutralizujac ten sposéb wolne rodniki, co
w warunkach fizjologicznych, jest réwnoznaczne z zakoriczeniem procesu pe-
roksydacji ..

Jednakie, jesli faza terminacji zostanie przerwana przez indukcj¢ ferrop-
tozy, nadtlenki lipidéw moga ulec rozkladowi do dialdehydu malonowego
(MDA) i 4-hydroksy-2-nonenalu (4-HNE). Wspomniane czasteczki sa odpo-
wiedzialne na sygnalizacje zdarzen inicjacji $mierci komérki przez promowa-

nie procesu toksycznosci w kluczowych biatkach ¢!,
2.3. Ferroptoza w glejaku wielopostaciowym

Gléwnym sktadnikiem tkanki mézgowej jest lipid, stanowiacy przed-
miot dziatania ferroptozy na drodze peroksydacji wywolanej stresem oksyda-
cyjnym 7). Mézg, w poréwnaniu z innymi tkankami, jest dodatkowo bardziej
podatny na stres oksydacyjny (niska aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych)
i posiada wyzsza zawarto§¢ PUFA 281,

Dodatkowo, komérki nowotworowe maja wyzsze zapotrzebowanie
metaboliczne na zelazo, w poréwnaniu z innymi komérkami, co czyni je
bardziej podatnymi na ferroptoze %!. Potwierdzono réwniez istnienie wielu
innych czasteczek zaangazowanych w ferroptoz¢ w komérkach nowotwo-

rowych, z ktérych znaczna cz¢$¢ moze stanowi¢ cel terapeutyczny dla przy-

sztych badan B9,
3. Nanoczasteczki tlenku zelaza obciazone paklikatselem (IONP-PTX)
Preznie rozwijajacy si¢ dziedzing w sferze systemu podazy lekéw okazuje

si¢ by¢ nanomedycyna. Nanoczasteczki (ang. NP) to male materialy, o wy-

miarach w zakresie 1-100 nm B,
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Nanoczasteczki pozostaja w krwiobiegu przez dluiszy czas, co umozli-
wia uwalnianie lekéw zgodnie z zamierzona dawka. Pozwala to na mniejsze
wahania dawki w surowicy i zmniejszenie dziatan niepozadanych ®?. Dodat-
kowg zaletg stosowania nanoczasteczek jest ich niewielki rozmiar i mozliwo$¢
wspomagania wychwytu leku przez komérki docelowe %, Kolejnym atuty
NP obejmujg ich stabilno$¢ i biokompatybilno$¢ B4. Mozemy wyr6zni¢ NP
organiczne: dendrymery, micele lub liposomy i nieorganiczne - na bazie meta-
li i krzemionki %, Niezwykle istotnym czynnikiem umozliwiajacym zastoso-
wanie NP w leczeniu glejaka wielopostaciowego, jest ich zdolnos¢ pokonania
bariery krew-mozg, ktéra stanowi przeszkode dla wielu innych potencjalnych

terapii ¢,

3.1. Pakliteksal (PTX)

Paklitaksel (PTX) to bardzo silny lek przeciwnowotworowym stosowa-
nym miedzy innymi do leczenie glejaka wielopostaciowego oraz przerzutéw
do moézgu ¥\, Znaczacy przeszkoda w wykorzystaniu obiecujacych whasciwo-
$ci terapeutycznych PTX jest jednakze jego niska biodostepnosé, staba roz-
puszczalno$é w wodzie oraz wysoka toksycznos¢ P8, Skutecznym kierunkiem
w podwyzszeniu biodostepnosci PTX moze by¢ nowy system dostarczania
leku z wykorzystaniem nanoczasteczek tlenku zelaza.

3. Ultradrobne nanoczasteczki tlenku zelaza (USIONP)

W ostatnich latach nanoczasteczki zyskaly szerokie zainteresowanie
i pokonaly ograniczenia tradycyjnych terapii , w postaci chociazby cytotok-
sycznosci chemioterapii i radioterapii *”). Bezposrednie zastosowanie klinicz-
ne znalazly nanoczastki tlenku zelaza IONP), a w szczegélnosci ultradrobne
nanoczastki tlenku zelaza (ang. USIONP, ultrasmall IONP) o $rednicy uwod-
nionej czastki ponizej 50 nm. Nanoczasteczki, po przedostaniu si¢ do naczyn
krwionos$nych, moga by¢ biernie kierowane do komérek nowotworowych
dzigki zwickszonej przepuszczalnodei i efektowi retencji w tkankach nowo-
tworowych . Zjawisko to wykorzystuje fake, iz nanoczasteczki w naczyniach
krwionos$nych, mimo iz s ciatami obcymi, nie s3 fatwo pochlaniane przez
makrofagi jednojadrzaste ',
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3.3. Badanie hamujacego wplywu IONP-PTX na wzrost komérek
linii U251 ludzkiego glejaka wielopostaciowego

W przeprowadzonych badaniach 1,5107 stalej linii komérkowej U251
pochodzacej z ludzkiego glejaka wielopostaciowego wystrzyknigto podskdrnie
w prawg przednia koriczyne myszy w celu ustanowienia ksenoprzeszczepéw
GMB. Myszy zostaly losowo podzielone na 4 grupy z jednoczesnym zaprojek-
towaniem réwnowaznej liczby grup kontrolnych.

Przez 28 dni, odpowiednio co 2 dni, grupom mysz podawano dootrzew-
nowo PTX, IONP-PTX, kombinacj¢ IONP-PTX z 3-metyladening (3-MA)
i kombinacja IONP-PTX z rapamycyna 3.

3.4. Wyniki

Zaréwno PTX jak i IONP-PTX hamowaly zywotno$¢ komérek U251.
PTX zmniejszyt zywotnos$¢ komérek HMC3 istotniej niz IONP-PTX, wyka-
zujac, ze dziatanie hamujace IONP-PTX na komérki HMC3 bylo mniejsze
niz dzialanie PTX.

Zywotno$¢, migracja i inwazja komérek linii U251  byly istotnie ha-
mowane w grupie inkubowanej z IONP-PTX w poréwnaniu z grupa PTX.
Ponadto wzgledna ekspresja biatka Beclinl zwiazanego z autofagia LC3II do
LC3I wzrosta znaczniej w przypadku IONP-PTX w poréwnaniu z PTX.

Dodatkowo, wewnatrzkomérkowy poziom jondéw zelaza, ROS i perok-
sydacji lipidéw byt istotnie wyzszy w grupie IONP-PTX niz w grupie PTX.
Co ciekawe, inhibitor autofagii 3-MA ostabiat dziatanie IONP-PTX, podczas
gdy wzmacniacz autofagii - rapamycyna promowat dziatanie IONP-PTX. Po-
dobne wyniki wykryto w badaniu wzglednego poziomu biatka GPX4 zwiaza-
nego z ferro ptoza.

W ciagu 28 dni przeprowadzania badania IONP-PTX zmniejszyt ob-
jeto$¢ guza ksenoprzeszczepéw GMB, w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Réwniez w tej sferze zaobserwowano ostabiony efekt w przypadku 3-MA
i wzmocniony w przypadku rapamycyny, co wskazuje na skutecznos¢ terapeu-
tyczna IONP-PTX poprzez wzmocnienie autofagii.

Ponadto podawanie IONP-PTX obnizylo poziom ekspresji bial-
ka GPX4 w tkankach nowotworowych w poréwnaniu z grupa kontrolna,
z rébwnoczesng obserwacja inhibicji 3-MA i wzmocnionym efektem rapamy-
cyny, co wskazuje na fake iz ferroptoza moze by¢ bezposrednio zaangazowana

w hamowanie wzrostu guza.
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Co istotne, dootrzewnowe wstrzyknigcie IONP-PTX, kombinacji
IONP-PTX z 3-MA i kombinacji IONP-PTX z rapamycyna, nie wplyneto

na masg ciala, fizjologi¢ watroby i $ledziony.
3.5. Wzmacnianie szlaku ferroptozy zaleznego od autofagii

Udowodniono, ze hamowanie wzrostu glejakéw poprzesz szlak autofagii
(mechanizm usuwania zbednych lub dysfunkcyjnych sktadnikéw komérko-
wych zalezny od lizosomu) mozliwe jest dzigki lokalnemu dostarczeniu PTX
o przedtuzonym czasie uwalniania, uzyskanym dzigki wykorzystaniu nanocza-
steczek (IONP-PTX) . Dodatkowo wykazano, iz $mieré komérek nowo-
tworowych moze by¢ zainicjowana przez peroksydacje lipidéw za posrednic-
twem zelaza, a zjawisko to okreslane jest jako ferroptoza 4. Zelazo (zaréwno
Fe* jak i Fe**) moze by¢ uwalniane z nanoczasteczek w kwasnych lizosomach,
co prowadzi do ferroptozy komérek nowotworowych w wyniku akumulacji
tego pierwiastka.

Rycina 1. Schematyczna ilustracja potencjalnego mechanizmu lezacego u podstaw ferroptozy
zaleznej od autofagii wywolanej przez IONP-PTX 13,
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IONP-PTX moze zwigksza¢ wewnatrzkomérkowe stezenie jondw zela-
za, aktywowa¢ reaktywne formy tlenu oraz peroksydacje lipidéw, z jednocze-
snym obnizeniem poziomu ekspresji biatka GPX4, co w konsekwencji wy-
wiera hamujacy wplyw na komérki nowotworowe. Zalezno$¢ ta potggowana
jest ponadto zjawiskiem autofagii, ktéra promuje uwalnianie jonéw zelaza
i bezposrednio uczestniczy w peroksydacji lipidéw ¥ (ryc.1).

Dodatkowo, poréwnywalne dziatanie PTX i IONP-PTX w zakresie ha-
mowania komérek U251, korelowalo ze zmniejszonym wptywem IONP-PTX
na komérki linii HMC3, co sugeruje, ze IONP moze bezpiecznie zmniejszaé

toksyczno$¢ chemioterapeutykéw.
4. Dyskusja

Dotychczasowe poszukiwania alternatywnych skutecznych metod lecze-
nia glejaka wielopostaciowego zakoriczyly si¢ niepowodzeniem. Objawy GB
i nastgpstwa leczenia cz¢sto prowadza do uzaleznienia funkcjonalnego i upo-
Sledzenia funkcji poznawczych, uniemozliwiajac pacjentom powrét do nor-
malnych czynnosci sprzed rozpoznania 4.

Istnieje wiele nierozwiazanych przeszkdd stojacych na drodze skutecznej
terapii. Obejmuja one zaréwno utrudnienia zwigzane z badaniami kliniczny-
mi: zaawansowany wiek pacjentéw, ograniczajace objawy neurologiczne jak
i przeszkody zwigzane z sama terapia: niemozno$¢ przekroczenia bariery krew-
-mézg czy bariery mézg-guz przez wickszos¢ lekéw oraz niekorzystne interak-
cje metaboliczne z innymi lekami kontrolujacymi objawy 1.

Wykorzystanie nanoczasteczek indukujacych szlak ferroptozy w komor-
kach nowotworowych pozwala niewatpliwie na ominigcie wielu istotnych
przeszkdd w terapii glejaka, na co wskazuja obiecujace efekty w eksperymen-
tach przedklinicznych. Oczekuje si¢, ze w przysztosci nanomaterialy przewyz-
sza obecng terapi¢ przeciwnowotworowa w postaci operacyjnego usuwaniu
guzdéw, chemioterapii i radioterapii 7.

Nadal konieczne jest podejmowanie nieprzerwanych wysitkéw w celu
wyjasnienia mechanizmu zwiazku miedzy zjawiskiem ferroptozy a glejakiem

wielopostaciowym.
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Nowe technologie w badaniach
przesiewowych w kierunku raka piersi
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Abstrakt: Badania przesiewowe w kierunku raka piersi zmniejszaja $miertelno$¢ zwiazana
z rakiem piersi, a weze$niejsze wykrycie zwigksza skuteczno$é leczenia. Niestety, obecne metody
badani przesiewowych sa niedoskonale, ze wzgledu na niska czulos¢ i wysoki odsetek wynikéw
falszywie dodatnich, szczegdlnie u kobiet z gesta tkanka piersi. Nowe techniki obrazowania
piersi, takie jak cyfrowa tomosynteza piersi, mammografia spektralna wzmocniona kontrastem,
automatyczne USG, skrécony rezonans magnetyczny, czy obrazowanie dyfuzyjne rezonansu
magnetycznego moga poméc pokona¢ ograniczenia obecnych badari przesiewowych.

Stowa kluczowe: rak piersi, badania przesiewowe w kierunku raka piersi, gestos¢ piersi, bada-
nia obrazowe piersi

Abstract : Breast cancer screening reduces breast cancer-related mortality, and earlier detection
increases the effectiveness of treatment. Unfortunately, current screening methods are imper-
fect due to low sensitivity and high false-positive rates, especially in women with dense breast
tissue. New breast imaging techniques such as digital breast tomosynthesis, contrast-enhanced
spectral mammography, automated ultrasound, shortened MRI, and MRI diffusion imaging
can help overcome the limitations of current screening,.

Keywords: breast cancer, breast cancer screening, breast density, breast imaging

1. Wstep

W 2020 roku rak piersi stat si¢ najczgstszym nowotworem na $wiecie,
wyprzedzajac raka ptuc pod wzgledem liczby przypadkéw M. Wiele rando-
mizowanych kontrolowanych badan klinicznych i badarii obserwacyjnych
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wykazalo, ze regularna mammografia przesiewowa moze znacznie zmniej-
szy¢ $miertelno$¢ z powodu raka piersi 2. Badania przesiewowe i diagnosty-
ka raka piersi ewoluowaly w ciagu ostatnich 20 lat. Na poczatku 2000 roku
mammografia cyfrowa w pelnym polu (ang. full-field digital mammography
FFDM) zastapifa mammografi¢ analogowa, poprawiajac wydajnos¢ diagno-
styczna, szczeg6lnie u kobiet z gesta thkankg piersi P!, a cyfrowa tomosynteza
piersi staje si¢ nowym standardem opieki w mammografii przesiewowej ..
USG piersi réwniez rozwinglo si¢ poza swojga poczatkowa role w réznicowaniu
torbieli w stosunku do mas statych wykrytych podczas mammografii lub ba-
dania fizykalnego ©!. Rezonans magnetyczny piersi (MRI), poczatkowo uwa-
zany za przydatny jako narzedzie do rozwiazywania probleméw, jest obecnie
standardowym dodatkowym narzedziem przesiewowym dostgpnym zaréwno
dla kobiet wysokiego jak i posredniego ryzyka . Wraz z ciaglym, szybkim po-
stgpem technologicznym spodziewanym w nastgpnej dekadzie, jest prawdo-
podobne, ze badania przesiewowe w kierunku raka piersi beda bardzo rézni¢

si¢ od obecnych standardéw.
2. Mammografia

Mammografia jest obecnie ztotym standardem w badaniach przesiewo-
wych raka piersi. Polega ona na badaniu rentgenowskim piersi w standardo-
wych widokach skoénych —czaszkowo-krzyzowych i $rodkowo-bocznych 7.
Wiele randomizowanych kontrolowanych badari nad rakiem piersi ¥ dowo-
dzi, ze rutynowa mammografia przesiewowa u kobiet w wieku powyzej 40 lat
moze wykry¢ wezesne stadium raka piersi i zmniejszy¢ $miertelno$é z powodu
raka piersi o ponad 30%. Jednak mammografia jest badaniem niedoskonatym
i jest szczegélnie ograniczona przez gesta tkanke piersi. Gesta tkanka piersi
moze maskowac lezacy u jej podstaw guz, a tym samym zmniejsza czutos¢
mammografii. Ponadto gesta tkanka piersi jest niezaleznym czynnikiem ryzy-
ka raka piersi. W poréwnaniu z kobietami z przewaga tkanki duszczowej pier-
si, kobiety z gesta tkanka piersi maja dwukrotnie wigksze ryzyko wystapienia

raka piersi "4,

2.1. Tomosynteza
Waznym postgpem technologicznym mammografii jest cyfrowa tomo-

synteza piersi (ang. digital breast tomosynthesis DBT), pseudo ,tréjwymia-

rowa” technika mammografii, w ktérej uzyskuje si¢ wiele niskodawkowych
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obrazéw mammograficznych. Obrazy te sa uzyskiwane, gdy lampa rentge-
nowska obraca si¢ po tuku w poprzek nieruchomej piersi. (rycina 1.). Nastep-
nie algorytm komputerowy rekonstruuje seri¢ przekrojéw przez piers, ktore
sa odczytywane podobnie jak przeglad badania obrazowego tomografii kom-
puterowej lub rezonansu magnetycznego. Dzigki temu guzy i ich morfologia

stajg sie bardziej widoczne (rycina 2.) 1517,

X-ray Tube

Movement

Compression °,
Paddle \ ’ Centre of
/ Rotation

Breast \\i—‘—\ﬂﬁ/
Y,

No Grid =— " s Flat Panel
4+— Detector

Rycina 1. Standardowa geometria cyfrowego systemu tomosyntezy piersi (DBT), ilustrujaca,
w jaki sposéb lampa rentgenowska porusza si¢ po tuku, podczas gdy plaski detektor uzyskuje
seri¢ obrazéw piersi o niskiej dawce °.

Rycina 2. Inwazyjny rak przewodowy o niskim stopniu ztosliwosci, poréwnanie pelnopolowej
mammografii cyfrowej (po lewej) i cyfrowej tomosyntezy piersi (po prawej) ',
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Gléwna zaleta tomosyntezy jest jej zdolno$¢ do zmniejszania efektu ma-
skujacego nakladania si¢ tkanek i szumu strukturalnego, zwykle spotykanego
w mammografii 2D. Ta cecha jest szczegdlnie przydatna w przypadku gestych
piersi i pomaga poprawi¢ wiarygodnos¢ odezytu radiologicznego. Dzigki lep-
szej czulosci i swoistoéci oferowanej przez tomosynteze piersi, w wigkszosci

osrodkéw coraz czesciej stosuje sie te technologie 152,

2.2. Mammografia wzmocniona kontrastem

Mammografia wzmocniona kontrastem (ang. contrast-enhanced spec-
tral mammography CESM) to nowa technika wykorzystujaca jodowe $rodki
kontrastowe do wizualizacji neowaskularyzacji piersi w sposéb podobny do

21

rezonansu magnetycznego ?. Z naczyii powstalych w procesie angiogenezy

czesto uwalnia sie material kontrastowy

, a $rodek kontrastowy dyfunduje
w obrebie tkanki nowotworowej, co daje obraz wzmocniony jodem. Pozwala
to zobaczy¢ nowotwér ztosliwy pomimo pokrywajacej go gestej tkanki piersi.
CESM to technika wykorzystujaca podwéjna energie, generujaca dwa zestawy
obrazdéw, obraz o niskiej energii, ktéry odpowiada standardowej mammogra-
fii cyfrowej 2D, oraz zrekombinowany obraz, ktéry pokazuje wychwyt $rodka
kontrastowego (rycina 3.) 2?4, W konsekwencji, gdy wykonuje si¢ badanie
CESM, standardowa mammografi¢ cyfrowa 2D mozna bezpiecznie pominaé.
Dawka promieniowania CESM jest od 1,2 do 1,8 razy wicksza niz w przy-
padku standardowej mammografii cyfrowej 2D, ale miesci si¢ w zaleceniach
dotyczacych dawki maksymalnej w mammografii *>2¢. Badania pokazuja, ze
CESM przewyzsza mammografi¢ potaczona z USG w wykrywaniu zmian, jak
réwniez w ocenie wielkosci i stopnia zaawansowania choroby #3. W poréw-
naniu z MRI wigkszo$¢ badat CESM wykazuje jedynie niewielka redukcje
czulosci, zapewniajac jednoczesnie wyzsza swoistos¢ B" 3. Chociaz CESM
taczy wady mammografii (dawka promieniowania rentgenowskiego i kompre-
sja) oraz MRI piersi (potrzeba dozylnego materiatu kontrastowego), badania

wskazuja na jej duzy potencjal jako narzedzia przesiewowego 34,
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Rycina 3. Po dozylnym podaniu srodka kontrastowego uzyskuje si¢ sparowane obrazy czasz-

kowo-ogonowe o niskiej energii (A) i wysokiej energii (B). Przetwarzanie koficowe generuje

zrekombinowany obraz (C), ktéry uwydatnia obszary wychwytu jodu. Na pokazanym tutaj

zrekombinowanym obrazie nie ma zadnych podejrzanych $ladéw; rozproszone obszary wzmoc-
nienia sa zgodne z fagodnym wzmocnieniem miazszu tha 4.

3. Ultrasonografia

USG jest powszechnie uwazane za dodatkows technike przesiewowa,
szczegélnie dla kobiet z gestym utkaniem gruczotu sutkowego, u ktérych
mammografia i ma nizsza czulo$é. Gtéwna zaleta USG jest to, ze nie wykorzy-
stuje promieniowania jonizujacego. Jest to metoda z wyboru do dalszej oce-
ny wyczuwalnych zmian w piersiach i nieprawidlowosci wykrytych w bada-
niach przesiewowych. Ponadto ultrasonografia jest zalecana dla nast¢pujacych
trzech grup kobiet jako pierwsze badanie diagnostyczne przed napromienio-
waniem: (a) ponizej 30 roku zycia, (b) w okresie laktacji oraz (c) w ciazy. *°).
Konsekwentnie zglaszano dodatkowe wskazniki wykrywania raka piersi przy
wykorzystaniu obrazowania USG wynoszace okoto 4 na 1000 badan przesie-
wowych i wykazano, ze USG moze zmniejszy¢ czgsto$¢ wystgpowania raka
interwatowego ¢, Jednak USG ma stosunkowo niska swoistos¢, co prowadzi
do wielu biopsji zmian fagodnych. Chociaz badania wykazaly zwigkszajace si¢
dodatnie wartosci predykcyjne badari przesiewowych USG 7, to nadal waz-
ne jest zwigkszenie swoistosci USG w celu poprawy jego wartosci jako metody
badari przesiewowych.

207



NOWE TECHNOLOGIE W BADANIACH PRZESIEWOWYCH W KIERUNKU RAKA PIERSI

3.1. Automatyczne USG piersi

W zautomatyzowanym USG piersi (ang. automated breast ultrasound
ABUS) szeroka glowica skanuje caly piers, ktéra jest obrazowana w dwéch do
pigciu nachodzacych na siebie projekcjach (przednio-tylnej, bocznej i srodko-
wej). Ciagle skanowanie umozliwia rekonstrukcje uzyskanych obrazéw
w plaszczyznie czolowej i strzatkowej wyswietlanych obok oryginalnie uzyska-
nych plaszczyzn P8, Technika rejestruje obrazy calej piersi, eliminujac potrze-

be oceny wynikéw w czasie rzeczywistym, umozliwiajac ich zdalny odczyt

Rycina 4. Zautomatyzowany obraz ultrasonograficzny piersi (ABUS) w plaszczyznie poziomej
(na dole) i plaszczyZnie koronalnej (u géry), w kedrej zielony krzyzyk identyfikuje lokalizacje
zmiany nowotworowej (%),

przez radiologéw i ulatwia poréwnywanie aktualnych i wezesniej uzyskanych
obrazéw, co jest wazne w badaniach przesiewowych. Jako$¢ diagnostyczna

ABUS jest poréwnywalna z jakoscia USG recznego, jednak zglaszany wysoki
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odsetek wynikéw falszywie dodatnich (do 13%) i dlugi czas odczytu ostudzily
entuzjazm dla ABUS jako dodatkowej metody badan przesiewowych 13401,
Niemniej jednak ABUS jest realng alternatywa dla recznego badania przesie-
wowego USG u kobiet z gestym utkaniem gruczotu sutkowego lub u kobiet
z grupy wysokiego ryzyka, u ktérych MRI jest przeciwwskazany. Przyszly roz-
woj, w tym wlaczenie USG Dopplera lub elastografii, moga zmniejszy¢ odse-
tek wynikéw falszywie dodatnich i poprawi¢ warto$¢ tej techniki w badaniach
przesiewowych “!. Rycina 4 przedstawia zautomatyzowany obraz ultrasono-
graficzny piersi w plaszczyznie poziomej (na dole) i plaszczyznie koronalnej

(u gbry), gdzie zielony krzyzyk wskazuje lokalizacje zmiany nowotworowej ',
4. Rezonans Magnetyczny

W5sréd obecnych metod obrazowania klinicznego rezonans magnetyczny
(MRI) piersi ma najwyzsza czuto$¢ we wezesnym wykrywaniu raka, zwlaszcza
u kobiet z gesta tkanka piersi “?. Jednak z punktu widzenia badan przesiewo-
wych MRI ma cztery gléwne wady w poréwnaniu z mammografia: czas spe-
dzony w skanerze, konieczno$¢ wstrzyknigcia $rodka kontrastowego, takiego
jak gadolin, mata swoisto$¢ oraz wysokie koszty inwestycyjne sprzetu. Dlate-
go jego zastosowanie dotyczy przede wszystkim diagnostyki, a jako narzedzie
przesiewowe w duzej mierze ogranicza si¢ do kobiet z ryzykiem wystapienia
nowotworu piersi przekraczajacym 20% . Postepujaca technologia w MRI,
taka jak skrocony MRI piersi i obrazowanie dyfuzyjne rezonansu magnetycz-
nego (ang. diffusion-weighted imaging DW1), okazala si¢ jednak bardzo obie-

cujaca jako przyszle zastosowanie w badaniach przesiewowych raka piersi 4.

4.1. Skrécony MRI

Skrécony MRI piersi skraca czas pozyskiwania obrazu i jego interpretacji
zwickszajac dostep i zmniejszajac koszty zwigzane z MRI piersi. Wymagania
akredytacyjne American College of Radiology dotyczace MRI piersi obejmuja
sekwencje T2-zalezng oraz obrazy T1-zalezne przed kontrastem, wezesny po

51\ przeciwienstwie do tego skrécony

kontrascie i opdzniony po kontrascie
protokét obejmuje badanie przed podaniem kontrastu i jedno badanie T1-za-
lezne po podaniu kontrastu, a takze obrazy odejmowane i obrazy projekcyj-
ne o maksymalnym natgzeniu. W przefomowym badaniu Kuhl i wsp. ¢
stwierdzili réwnowazng dokladno$¢ diagnostyczng dla skréconych i petnych

protokotéw wiérdd 443 kobiet i 606 badari MRI. Oba protokoly umozliwity
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identyfikacj¢ wszystkich 11 rakéw piersi. Dodatkowo autorzy stwierdzili po-
dobne dokfadnosci diagnostyczne: swoisto$¢ wyniosta 94,5% dla skrécone-
go protokotu i 93,9% dla pelnego protokotu diagnostycznego, a dodatnia
warto$¢ predykcyjna wyniosta 24,4% dla skréconego protokotu i 23,4%
dla petnego protokotu diagnostycznego. Ponadto nastapita znaczna redukeja
czasu akwizycji obrazu (17 minut w poréwnaniu z 3 minutami) i interpretacji
radiologa (28 sekund dla pierwszych obrazéw po podaniu kontrastu i 2,8

sekundy dla samego obrazu projekcyjnego o maksymalnej intensywnosci) 1.

4.2. Obrazowanie dyfuzyjne rezonansu

Obrazowanie dyfuzyjne rezonansu magnetycznego jest nowa metoda
diagnostyczna, gwaltownie rozwijajaca si¢ w ostatniej dekadzie. Wyjatkowosé
DWI polega na mozliwosci obserwacji gestosci i mikrostruktury komérek no-
wotworowych lub mikrounaczynienia na poziomie komérkowym bez uzycia
srodkéw kontrastowych 7). DWI opiera sie na ruchach Browna czasteczek
wody i mozna je okresli¢ ilosciowo za pomoca wartosci pozornego wspot-
czynnika dyfuzji (ang. apparent diffusion coefficient ADC) ¥ “.. Moze to
odzwierciedla¢ mikrostrukture tkanek (rycina 5) 5!, Powodem tego jest
fakt, ze ruch protonéw jest ograniczony przede wszystkim przez komérki
i blony komérkowe. Dlatego tkanka o wigkszej komérkowosci bardziej

B1.52 Ponadto guzy

ogranicza dyfuzj¢ niz tkanka o mniejszej komérkowosci
o wigkszym rozmiarze jadrowym wydaja si¢ mie¢ nizsze wartosci ADC B2
Zostalo to zaobserwowane w wielu badaniach przedklinicznych i klinicznych
obejmujacych wiele jednostek nowotworowych i regionéw ciata °°.. Mniejsze
badania byly w stanie wykaza¢, ze wartoéci ADC koreluja z komérkowoscia
i zrgbem guza piersi, np. gruczolakowtékniakami 5, réznymi rodzajami raka
piersi P> i §luzowm rakiem piersi 5%, wiec te whasciwosci DWI odnosza
si¢ réwniez do guzéw piersi. W rezultacie DWI zostato wlaczone do klinicz-
nego protokolu MRI w wielu osrodkach. Nalezy jednak zauwazy¢, ze DWI
nie zostalo jeszcze wlaczone do oficjalnych kryteriéw BI-RADS (ang. Breast
Imaging-Reporting and Data System), a zatem nie moze by¢ jeszcze wykorzy-
stywane do klasyfikacji wynikéw MRI BI-RADS “81.
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SO
(b=0s/mm?)

Sp

(b = 1000 s/mm?)

Rycina 5. Przyktadowe obrazy DWI piersi uzyskane u 37-letniej kobiety z inwazyjnym rakiem

piersi. Pokazano odpowiednie obrazy z (A) obrazu T1-zaleznego po kontrascie, (B) DWI SO

zb =0 s/mm2 (T2-zalezny), (C) DWI SD z b = 1000 s/mm2, (D) mapa pozornego wspél-

czynnika dyfuzji (ADC). Inwazyjny rak zrazikowy (strzatka) wykazuje zmniejszong dyfuzyjnos¢

w obrazowaniu DW, pojawiajac si¢ jako hiperintensywny na obrazie SD i hipointensywny
na mapie ADC P,
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5. Podsumowanie

Mammografia przesiewowa, mimo swoich wad zmniejszyla znacznie

$miertelno$¢ z powodu raka piersi. Falszywie ujemne wyniki mammografii

sq istotnym ograniczeniem, gléwnie u kobiet z gesto utkang tkankg piersi.

Cyfrowa tomosynteza piersi moze jednoczesnie zwigkszy¢ wykrywalnos¢ raka

i zmniejszy¢ odsetek wynikéw falszywie dodatnich. Ponadto uzupelniajace

badania przesiewowe takie jak ultrasonografia piersi, rezonans magnetyczny

piersi i mammografia z kontrastem daja nadziej¢ na dalsze zwickszenie wy-

krywalnosci raka piersi. W przysztosci do mammografii przesiewowej praw-

dopodobnie zostang dodane bardziej spersonalizowane badania przesiewowe.
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Rak tarczycy - przeglad aktualnych standardéw
oraz rola imprintingu genomowego w diagnostyce

Szymon Mikler, Kamila Meca, Lukasz Czogalik, Oliwia Pluta, Jakub Stota

Studenckie Koto Naukowe przy Katedrze i Zakladzie Biofizyki im. prof. Zbigniewa Religi,
Wydzial Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt: W ostatnich latach zaobserwowano wzrost liczby zachorowari na raka tarczycy. Dia-
gnostyka guzéw tarczycy wciaz stanowi wyzwanie dla lekarzy. Aktualne wytyczne wymieniaja
biopsje aspiracyjna cienkoiglowa (BACC) i klasyfikacje Bethesda jako narzedzia najbardziej
przydatne do postawienia rozpoznania. Maja one jednak pewne ograniczenia, ktére moga przy-
czynic si¢ do bledéw w diagnostyce oraz obrania niewlasciwej $ciezki terapeutycznej. Kluczowe
wydaje si¢ poszukiwanie nowych metod diagnostyki guzéw tarczycy pozwalajacych lekarzowi
stawia¢ rozpoznania w spos6b jak najbardziej precyzyjny, co skutkowaloby mozliwoscig unik-
nigcia przez pacjentéw zbednego leczenia operacyjnego i zwiazanych z nim powiklan. Jedna
z nowych metoda mogacych przystuzy¢ sie diagnostyce raka tarczycy jest identyfikacja imprin-
towanych genéw w komérkach pochodzacych z BACC. Zgodnie z opublikowanym w ostatnim
czasie badaniem, metoda ta cechuje si¢ czuloscia 100% i swoistoscig 91,5%, co stanowi obiecu-
jacy krok w procesie doskonalenia postgpowania diagnostycznego.

Stowa kluczowe: rak tarczycy, imprinting genomowy, klasyfikacja Bethesda, biopsja aspira-
cyjna cienkoiglowa

Abstract: In recent years, an increase in the incidence of thyroid cancer has been observed.
Thyroid tumor diagnosis is still a challange for doctors. Current guidelines list fine-needle
aspiration biopsy (BACC) and Bethesda classification as the highest quality tools for diagno-
sis. However, they have certain characteristics that can cause errors in diagnosis or treatment
of thyroid cancer. It seems to be important to search for new, more precise methods of thy-
roid tumor diagnosis. It would result in a reduction in the frequency od unnecessary surgical
preocedures and related complications. One of the new methods that may be useful in can-
cer diagnosis is the identification of imprinted genes in cells derived from BACC. According
to a recently published study, this method is characterized by 100% diagnostic sensitivity
and a 91,5% specificity and may be a promising step in the proces of improving diagnostic
procedures.

Keywords: thyroid cancer, genomic imprinting, Bethesda classification, fine needle aspiration
biopsy
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1. Wstep

Rak tarczycy (fac. thyroid carcinoma TC) stanowi mniej niz 1% wszyst-
kich diagnozowanych nowotwordéw zlosliwych. Czeéciej choruja kobiety,
a szansa na zachorowanie wzrasta wraz z liczbg przebytych ciaz, natomiast
sredni wiek zachorowania oscyluje miedzy IV a V dekada zycia. Wsréd czyn-
nikéw ryzyka zachorowania wymienia si¢ migdzy innymi ple¢ zeriska, obec-
no$¢ guzkéw tarczycy oraz ekspozycje na promieniowanie jonizujace. Kore-
lacja z ostatnim wydaje si¢ mie¢ najistotniejsze znaczenie, jezeli ekspozycja
miata miejsce w pierwszych dwéch dekadach zycia — radioterapia okolic szyi
u dzieci pociaga za soba ryzyko rozwinigcia raka tarczycy w ciagu 10-20 lat.
Zmniejszona dostgpnos¢ jodu w diecie koreluje z kolei z ryzykiem zacho-
rowania na raka pecherzykowatego tarczycy 2. W proces kancerogenezy
zaangazowane sa réwniez liczne szlaki genetyczne. Udowodniono istotny
wplyw nasilonej aktywacji szlaku kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami
(MAP) - reguluje ona wzrost i proliferacje komérek. Nadmierna aktywnosé
tej Sciezki istotnie pogarsza rokowanie w przypadku raka brodawkowatego
ze wspolistniejaca mutacja BRAF (60% przypadkéw raka brodawkowate-
go) — wspomniany gen koduje kinaz¢ serynowo/treoninows odpowiedzialng
za przekazywanie sygnatu na $ciezke MAPK/Erk. Réwniez biatka z rodziny
RAS, kodowane przez geny NRAS, KRAS, HRAS petnia funkcje w procesie
aktywacji $ciezek sygnatowych i przekazywania sygnalu. Mutacje wspomnia-
nych genéw poprzez aktywujace dzialanie na szlaki sygnalowe predysponuja
do rozwoju nie tylko raka tarczycy, ale réwniez raka jelita grubego, trzustki czy
ptuc. Mutacja somatyczna w genie biatka RET spotykana jest w okoto 50%
przypadkéw raka rdzeniastego tarczycy. W przypadku raka brodawkowatego
rearanzacja w obrebie genu RET(RET/PTC) prowadzi do powstania bial-
ka fuzyjnego, odpowiedzialnego za deregulacj¢ szlakéw sygnatowych MAPK
oraz PI3K-PTEN-AKT. Wiaze si¢ to z wickszym ryzykiem zachorowania
na raka brodawkowatego w mlodszym wieku. Okoto % przypadkéw raka
rdzeniastego to nowotwory dziedziczne zwiazane z mutacjg protoonkogenu
RET w linii zarodkowej 1> %),

Rak tarczycy moze przebiega¢ bezobjawowo, a rozpoznanie stawiane jest
czgsto na podstawie biopsji guzka przypadkowo wykrytego w USG. Szacuje
si¢ jednak, ze az 5 do 7% przypadkéw wykrywanych jest na podstawie samego
badania fizykalnego — guzek jest twardy, nieruchomy, jego obecnosci moze
towarzyszy¢ powickszenie szyjnych weztéw chlonnych. Zaawansowanie no-

wotworu moze skutkowaé pojawieniem si¢ nastgpujacych objawéw: chrypka,
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duszno$¢, dysfagia, zesp6t objawdéw wynikajacy z ucisku naczyri krwionosnych
na szyi oraz bl szyi. Gwaltowny wzrost, chrypka czy silny bol i duszno$¢
s3 objawami charakterystycznymi dla raka niezréznicowanego 7.,

Zdecydowana wickszo$¢, bo, az 90% tych zmian, to fagodne gruczolaki
tarczycy wywodzace si¢ z komérek nablonkowych pecherzykéw, zmiany tor-
bielowate lub ogniskowe zmiany zapalne * 4. Nowotwdr gruczotu tarczowego
jest najczestszym nowotworem zlo$liwym gruczotéw wydzielania wewnetrzne-
go. Na przestrzeni ostatnich dziesi¢cioleci zaobserwowano stopniowy wzrost
zapadalnosci na ten rodzaj nowotworu. Zanotowany wzrost zachorowalno-
$ci na nowotwory tarczycy osiagnal warto§¢ 300% na przestrzeni ostatnich 3
dekad, co bylo przyczyna rozwiniecia si¢ dyskusji odnosnie tego, czy wspo-
mniany trend spowodowany jest rzeczywistym wzrostem zachorowalnosci czy
nadmiernie czgstym rozpoznawaniem TC. Badania amerykariskie, analizujace
wzrost zachorowalnosci na TC przy wzglednie stalym poziomie $miertelnosci
na przestrzeni ostatnich 30 lat, wskazuja istotny wplyw: dostgpnosci leczenia,
przypadkowego stwierdzenia guzéw w badaniach obrazowych, czgstosci wy-
konywania biopsji i operacji oraz zmian w kryteriach diagnostyki patologicz-
nej na korzy$¢ czestszego rozpoznawania TC 9. Obecne dane populacyjne
pozwalajg stwierdzi¢, ze wspomniana zalezno$¢ spowodowana jest zaréwno
wzrostem zachorowalnosci na raka brodawkowatego, jak i polepszeniem stan-
dardéw i mozliwosci diagnostycznych .

Nowotwory endokrynne i neuroendokrynne zostaly po raz piaty skla-
syfikowane przez WHO w 2022. Nowa klasyfikacja podzielita nowotwory

[10]

tarczycy w nastgpujacy sposob (tabela 1) 10,

Tabela 1. WHO - klasyfikacja nowotworéw tarczycy .

Zaburzenia rozwojowe

1. Torbiel przewodu tarczowo-jezykowego

2. Inne wrodzone wady tarczycy

Nowotwory wywodzace si¢ z komérek pecherzykowych

1. Nowotwory fagodne

A. Choroba guzkowa pecherzykéw tarczycy

B. Gruczolak pecherzykowy

C. Gruczolak pecherzykowy o architekeurze brodawkowatej

D. Gruczolak onkocytarny tarczycy

2. Nowotwory niskiego ryzyka

A. Nieinwazyjny grudkowy nowotwdr tarczycy z brodawkowatymi cechami jadrowymi

B. Guzy tarczycy o niepewnym potencjale ztosliwosci
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C. Hialinizujacy guz beleczkowaty

3. Nowotwory zlosliwe

A. Rak pecherzykowy tarczycy

B. Inwazyjny kapsutkowany rak brodawkowaty pecherzykowy

C. Rak brodawkowaty tarczycy

D. Rak onkocytarny tarczycy

mi. Raki pochodzenia pecherzykowego, o wysokim stopniu ztosliwosci

I. Zréznicowany rak tarczycy o wysokim stopniu ztosliwosci

I1. Niskozréznicowany rak tarczycy

F. Rak tarczycy wywodzacy si¢ z anaplastycznych komérek pecherzykowych

Rak wywodzacy si¢ z komérek C tarczycy

1. Rak rdzeniasty tarczycy

Mieszane raki pochodzace z komérek rdzeniastych i pecherzykowych

Raki gruczoléw slinowych tarczycy

1. Rak $luzowo-naskérkowy tarczycy

2. Rak wydzielniczy typu $liniankowego

Guzy tarczycy o niepewnej histogenezie

1. Stwardniajacy rak sluzowo-naskdrkowy z eozynofilia

2. Rak morularny tarczycy

Guzy grasicy w obrebie tarczycy

1. Rodzina grasiczakéw

2. Wrzecionowaty guz nablonkowy z elementami grasicopodobnymi

3. Rodzina raka grasicy

Nowotwory zarodkowe tarczycy

1. Tyreoblastoma

W klasyfikacji uwzgledniono pochodzenie komérkowe nowotwordw,

stopien ztosliwosci oraz cechy histologiczne i cytologiczne. Zwrécono réw-

niez uwage na przebieg choroby, jak i markery molekularne. Wywodza-

ce si¢ z komoérek pecherzykowych raki zréznicowane (rak brodawkowaty

i rak pecherzykowaty) to najczgéciej rozpoznawana grupa nowotworéw tar-

czycy. Przyjmuje sig, ze stanowia powyzej 85% przypadkéw TC, a najcze-

$ciej diagnozowany jest rak brodawkowaty tarczycy. Raki niezréznicowane

(rak anaplastyczny) oraz nowotwory neuroendokrynne (rak rdzeniasty tarczy-

cy z komérek C) stanowia odpowiednio po 5% przypadkéw. Nowotwory ta-

kie jak chloniaki, nowotwory przytarczyc, czy wywodzace si¢ z grasicy naleza

do rzadkosci, jednak wciaz nalezy mie¢ je na uwadze '
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W Polsce w celu klasyfikacji raka tarczycy stosuje si¢ klasyczna klasyfika-
¢j¢ zaawansowania nowotworu (TNM) (tabela 2).

Tabela 2. Klasyfikacja TNM [opracowanie whasne] 1.

T (tumor) — ocena wielkosci guza pierwotnego (skala 0-4)

Tx — nie mozna oceni¢ guza pierwotnego

TO — nie stwierdza si¢ guza pierwotnego

Tis — rak przedinwazyjnt

T1 - guz nie wigkszy niz 2 cm, ograniczony do tarczycy

T1a — guz nie wigkszy niz 1 cm, ograniczony do tarczycy

T1b — guz wigkszy niz 1 cm i nie wigkszy niz 2 cm, ograniczony do tarczycy

T2 — guz wigkszy niz 2 cm i nie wigkszy niz 4 cm, ograniczony do tarczycy

T3 - guz wigkszy niz 4 cm, ograniczony do tarczycy lub guz z naciekaniem poza gruczol na
migsied mostkowo-gnykowy, mostkowo-tarczowy lub lopatkowo-gnykowy

T3a — guz wickszy niz 4 cm, ograniczony do tarczycy

T3b - guz kazdej wielkosci z naciekaniem poza gruczol na migsied mostkowo-gnykowy,
mostkowo-tarczowy lub lopatkowo-gnykowy

T4a - guz wychodzacy poza torebke gruczotu tarczowego i naciekajacy jedna ze strukeur:
tkanka podskérna, krtan, tchawica, przelyk, nerw krtaniowy wsteczny

T4b - guz naciakajacy powi¢z przedkregows, naczynia srédpiersiowe lub zajecie tetnicy
szyjnej

N (nodus) — ocena stopnia rozprzestrzenienia si¢ nowotworu do regionalnych weztéw

chlonnych (skala 0-3)

Nx - nie mozna oceni¢ regionalnych weztéw chionnych

NO - brak przerzutéw do regionalnych weztéw chlonnych

N1 - przerzuty w regionalnych weztach chfonnych

Nla - przerzuty do weztéw Grupy VI lub weztéw $rédpiersiowych gérnych

N1b - przerzuty do innych wezléw szyjnych po stronie guza, po stronie przeciwnej lub
obustronnych (Grupa L, II, III, IV lub V) lub przerzuty do weztéw zagardlowych

M (metastasis) — ocena braku lub obecnosci przerzutéw odleglych (skala 0-1)

MO - nie stwierdza si¢ obecnosci przerzutow odleglych
M1 - stwierdza si¢ przerzuty odlegle

Na podstawie ustalen wynikajacych z oceny nowotworu na podstawie po-
wyzszej tabeli (tabela 2), okresla si¢ stopieri zaawansowania nowotworu (ta-

bela 3).

Tabela 3. Klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotwordw tarczycy [opracowanie whasne] '

Stopien T N M

Rak brodawkowaty, pecherzykowy, oksyfilny i niskozréznicowany;
pacjent ponizej 55 roku zycia

I Kazde T Kazde N Mo
11 Kazde T Kazde N M1

Rak brodawkowaty, pecherzykowy, oksyfilny i niskozréznicowany;
pacjent od 55 roku zycia
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I Tla, T1b, T2 NO Mo
II T3 NO MO
T1, T2, T3 N1 Mo
I T4a Kazde N MO
IVA T4b Kaide N MO
IVB Kazde T Kazde N M1
Rak rdzeniasty
I Tla, T1b NO MO
II T2,T3 NO MO
I T1,T2,T3 Nla MO
IVA T1, T2, T3 Ni1b Mo
T4a Kazde N Mo
IVB Kazde N Mo
IvC Kazde N M1
Rak niezréznicowany (anaplastyczny)
IVA T1,T2,T3 NO MO
IVB T1, T2, T3 N1 MO
T3b, T4a, T4b Kazde N Mo
IVC Kazde T Kazde N M1

Obraz kliniczny raka tarczycy nie jest charakterystyczny i zalezy od pod-
typu histologicznego. Zmiany zauwazone w badaniach obrazowych nie po-
zwalaja na jednoznaczne okreslenie, czy guzek z jakim mamy do czynienia
jest zmiang tagodna, czy zlodliwa. Celem wczesnego rozpoznania zaleca sig
wykonanie biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej (BAC), jednak metoda ta row-
niez niesie za sobg ryzyko nieprecyzyjnego rozpoznania.

Rokowanie w przypadku rakéw zréznicowanych jest pomyslne. Szacuje
sig, ze przezycie 5-letnie w przypadkach zmian miejscowych sigga do 100%.
Szanse te spadaja, gdy rozpoznanie stawiane jest w momencie wystapienia
przerzutéw odleglych, osiagaja one odpowiednio 75% dla raka brodawko-
watego i 63% dla raka pecherzykowatego. Rokowanie w przypadku raka
anaplastycznego jest wysoce niekorzystne. Nowotwor ten, z uwagi na szybki
wzrost i naciekanie okolicznych tkanek, w bardzo krétkim czasie doprowadza
do $mierci chorego. W przypadku miejscowego wzrostu 5 lat przezywa 34%
chorych, natomiast w przypadku wystapienia przerzutéw odleglych szanse
te spadaja do okoto 4% 2.
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2. Standardy postepowania przy podejrzeniu raka tarczycy

Badanie ultrasonograficzne (USG) jest badaniem z wyboru przy diagno-
styce wielu chordb tarczycy (tabela 4). Technikami stosowanymi w diagno-
styce gruczotu tarczowego s3: obrazowanie w skali szaroéci (B-mode), metoda
kolorowy Doppler lub power Doppler (stuzace do oceny przeplywu naczy-
niowego) oraz sonoelastografia USG zmiany ogniskowej. Prawidtowy opis ba-
dania ultrasonograficznego powinien zawiera¢ podstawowe informacje, czyli
miedzy innymi: polozenie gruczotu, jego budowa, wymiary, opis miazszu tar-
czycy oraz ewentualny opis zmiany ogniskowej. Podczas oceny guza tarczycy
bierzemy pod uwage cechy jego obrazu tj.: budowa, ksztalt, wyglad brzegéw,
orientacj¢ zmiany, ,halo”, echogeniczno$¢ w odniesieniu do prawidtowego
migzszu tarczycy (lub dlinianki podzuchwowej w przypadku hipoechogenicz-
nego migzszu tarczycy), zwapnienia, zaggszczenia koloidu, ekspansje pozatar-

czycows, unaczynienie, odksztatcalnos¢ 3.

Tabela 4. Wskazania do badania ultrasonograficznego tarczycy .

Wskazania do USG tarczycy:

wole guzowate lub wyczuwalny palpacyjnie guzek w rejonie tarczycy

powickszenie tarczycy bez wyczuwalnego guzka

Zmiana ogniskowa tarczycy wykryta w USG wykonanym z innych wskazan lub w innym
badaniu obrazowym

Podejrzenie innej choroby tarczycy

Nosicielstwo mutacji RET i/lub stgzenie kalcytoniny powyzej normy

Ekspozycja szyi na promieniowanie jonizujace w wywiadzie

Powiekszenie wezléw chlonnych szyjnych, ktére nie wiaze si¢ z infekeja

Ultrasonograficzne cechy ztosliwosci zostaly przedstawione w tabeli (ta-
bela 5), jest to tzw. Klasyfikacja EU-TIRADS-PL, na podstawie ktérej, pa-
¢jenci kwalifikowani s do biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej. Sama klasyfika-
cja guzdw tarczycy w skali EU-TIRADS-PL >4 pozwala wykry¢ guzki ztosliwe
z czuloscig 91,67% i swoistoscig 52,8% 2. Korelacja miedzy iloscig zmian
guzowatych a ryzykiem zlosliwosci jest znikoma. Diagnostyka ultrasonogra-
ficzna w przypadku mnogich zmian powinna polega¢ na doktadnej ocenie
kazdego z guzkéw wg. skali EU-TIRADS-PL. Do BACC kierowane powinny
by¢ te zmiany, ktére wykazuja najwyzsze ryzyko ztosliwosci. Na szczegdlng
uwage zastuguje wystapienie jednej z cech kategorii 5: gleboka hipoechoge-

niczno$¢, nieregularny ksztalt, orientacja nieréwnolegla, nieréwne brzegi,
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obecno$¢ mikrozwapnien i ekspansja pozatarczycowa. Kryterium wielkosci
guzka nalezy pomina¢ w przypadku stwierdzenia przerzutéw raka tarczycy do
weztéw chlonnych lub weztéw odleglych oraz w przypadku podwyzszonego
stezenia kalcytoniny i nosicielstwa genu RET, co jest przestanka do ukierun-
kowania diagnostyki w strong raka rdzeniastego tarczycy !> 5.

W ostatnich latach po$wigca si¢ uwage technikom opartym na elastogra-
fii. Sq to metody do nieinwazyjnej oceny wlasciwosci mechanicznych tkanek
zmienionych chorobowo. Pomiary uzyskiwane sa w specjalnych trybach ob-
razowania, ktore moga wykry¢ sztywnos¢ tkanki w odpowiedzi na przylozona
site mechaniczng ( $ciskanie, fala $cinajaca). Istnieje kilka technik elastografii
ultrasonograficznej, ktdre oceniajg whasciwosci fizyczne guza, wykorzystujac
mierzalne wielkosci fizyczne. Wyrdzniamy technike bazujaca na obrazowaniu
odksztalcenia (sonoelastografia statyczna), ktora wykorzystuje mechaniczng
kompresje tkanek oraz techniki obrazowania fali $cinajacej (sonoelastografia
dynamiczna). Badanie polega na przylozeniu do tkanek urzadzenia wibracyj-
nego lub generujacego fale akustyczng. W metodzie statycznej w ocenie pdl-
jako$ciowej rekomenduje si¢ uzycie skali Asteria, natomiast do oceny pétilo-
$ciowej stosuje si¢ wskaznik SR. W elastografii dynamicznej ocena ilosciowa

jest wyrazana jako warto$¢ §rednia modutu Younga 131,

Tabela 5. Klasyfikacja EU-TTIRADS-PL '3,

Wskazania do wyko-
Ryzyko nania biopsji i/lub
ztodliwosci dalszego monitorowania

w USG

Kontrola USG w za-
1 Bez zmian ogniskowych Bliskie 0% | leznosci od czynnikéw
ryzyka klinicznego

BACC niezalecana
(wyjatek: biopsja tera-
Zmiany ogniskowe beze- 5 E}l;jvc()z;;ct}ll clrll(;rych

. Lo , ..
2 chowe (plynowe) Zmiany | Bliskie 0% Opréznienic torbieli);

o strukturze gabczastej kontrola USG w za-
leznosci od czynnikéw
ryzyka klinicznego

Kategoria

EU-TIRADS-PL

Rodzaj zmiany

Normo—/izoechogeniczne
lub hiperechogeniczne
3 Ksztalt owalny lub okragly | 2-4% BACC220mm
Réwne brzegi/ granice
Bez cech kategorii 5
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Hiperechogeniczne

4 Ksztalt owalny lub okragly
Réwne brzegi/granice

Bez cech kategorii 5

6-17% BACC=15

Obecno$¢ co najmniej
jednej z cech ponizej
wymienionych:

¢ gleboka

5 hﬁoechogenicznos’é 526% BACC>5mm
* ksztalt nieregularny

* orientacja nieréwnolegla
* nierdwne brzegi/ granice
* mikrozwapnienia

* ckspansja pozatarczycowa

Wsréd badan dodatkowych pomocnych w diagnostyce TC wymienia
si¢ oznaczenie TSH. Przy nieprawidtowej wartosci oznaczenia ocenie nalezy
podda¢ wolng tyroksyne (fT'4) lub wolng trijodotyroning (fI'3). Oznaczenie
kalcytoniny nie jest zalecane jako rutynowe badanie, jednak znajduje zasto-
sowanie przy klinicznym podejrzeniu raka rdzeniastego tarczycy oraz w przy-
padku nosicielstwa mutacji RET.

Scyntygrafia tarczycy u 0séb z wolem guzowatym brana powinna by¢
pod uwagg, jezeli wartoéci TSH sa bliskie dolnej granicy normy lub poni-
zej wartosci referencyjnej. Wspomniane badanie pozwala na oceng obszaréw
autonomicznych w wolu guzkowym i odréznienie ich od zmian nowotworo-
wych. Scyntygrafia szyi, jak i calego ciala, stuzy réwniez do oceny doszczetno-
$ci operacji i jodochwytnosci guza, oraz znalazta zastosowanie w poszukiwa-
niu jodochwytnych przerzutéw. Izotopem wykorzystywanym w scyntygrafii,
ze wzgledu na fake, iz nie wbudowuje si¢ on w hormony tarczycy, jest izotop
technetu(*™T¢). Inne badania z zakresu diagnostyki obrazowej tj. tomografia
komputerowa (TK), rezonans magnetyczny (MRI), czy badanie pozytono-
wej tomografii emisyjnej (PET) z uzyciem 18-fluorodeoksyglukozy (18FDG),
nie sg rutynowo zalecane przy diagnostyce raka tarczycy.

Zmiany zloSliwe rozpoznaje si¢ na podstawie cech klinicznych i ultra-
sonograficznych. Do cech klinicznych zwickszonego ryzyka ztosliwosci zali-
czamy: obecno$¢ przerzutéw zaréwno do weztéw chlonnych, jak i przerzu-
téw odleglych, narazenie na promieniowanie okolicy szyi w wywiadzie oraz
rodzinny rak rdzeniasty w wywiadzie. Szybki wzrost nie jest jednoznaczny
ze zto$liwym charakterem zmiany, jednak podejrzenie raka anaplastycznego
jest na tyle powazne, ze pilna konsultacja endokrynologiczna jest w tym przy-

padku wskazana. Do cech ztosliwosci klinicznej zaliczamy réwniez: obecno$é
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guzka twardego, nieruchomego, o Srednicy powyzej 4 cm. Wiek jest kolejnym
czynnikiem prognostycznym, albowiem rozpoznanie guzka tarczycy przed
14 r.z. lub po 70 r.z. zaliczamy do niekorzystnych czynnikéw predykeyjnych.

BACC jest narzedziem diagnostycznym, bedacym podstawg rozpozna-
nia i klasyfikowania nowotworéw tarczycy. System Bethesda (tabela 6) zyskat
popularno$¢ na calym $wiecie, jego czuto$¢ miesci si¢ w przedziale od 65% do
99%, swoistos¢ z kolei jest szacowana pomigdzy 72% a 100% 7). Ta niesp6j-
no$¢ w wynikach badari nad wartoscia swoistosci i czulosci pokazuje, ze nie
jest to jednak metoda idealna. Biorac po uwage, ze leczenie chirurgiczne jest
leczeniem preferowanym w guzach tarczycy, nalezy dolozy¢ wszelkich starar,
aby prawdopodobienistwo postawienia niedokfadnej diagnozy bylo jak naj-
mniejsze. Odsetek wynikéw falszywie dodatnich sigga 10% z kolei wynikéw
falszywie ujemnych rozpoznaje si¢ do 14% ¥l Tak do$¢ duza rozbieznos¢
w wynikach badari powoduje, ze rozpoznania postawionego za pomocy tej
techniki coraz czgéciej nie uznaje si¢ jako pewnego. Zakwalifikowanie zmiany
do kategorii III wg. Bethesda pozwala klinicy$cie na rozwazenie operacji jako
metody leczenia pod warunkiem, ze istnieja czynniki ryzyka zaréwno klinicz-
ne jak i ultrasonograficzne. Problemem diagnostycznym pozostaje nowotwor
pecherzykowy, ktérego rozpoznanie opiera si¢ na kryteriach histologicznych.
Wprowadzenie do terminologii nazwy wariantu pecherzykowatego raka bro-
dawkowatego (FVPC), czyli terminu ,nieinwazyjnego nowotworu peche-
rzykowatego tarczycy o jadrach komérkowych przypominajacych raka bro-
dawkowatego (NIFTP)” oraz uwzglednienie gruczolaka pecherzykowatego
w diagnostyce réznicowej niesie za sobg pewne trudnosci. Cechy cytologiczne
i sporadyczne cechy jadrowe niejednokrotnie nie pozwalaja na odréznienie
nowotworu pecherzykowatego od FVPC czy NIFTP, a rozpoznanie stawiane
jest zwykle po operacji i uwzglednia cechy takie jak naciekanie torebki guza

czy naczyn 41920

I. Stabo zréznicowane nowotwory tarczycy, ktére wywodza
si¢ z komoérek pecherzykowych, réwniez nie moga by¢ rozpoznane ze 100%
pewnoscia w badaniu przedoperacyjnym. Cechy wysokiej jakosci, tj. martwi-
ca i mitozy, oczywiscie mozna rozpozna¢ w BACC, jednak inne cechy cyto-
logiczne traca tu na znaczeniu Y. Stanowi to przestanke do poszukiwania
bardziej swoistego markera réznicujacego poszczegélne typy nowotwordw
tarczycy, co pozwolitoby na zmniejszenie odsetka falszywie dodatnich rozpo-

znan i unikniecie niepotrzebnych interwencji chirurgicznych.
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Tabela 6. Proponowana terminologia rozpoznai w biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej celowa-
nej (BACC) oparta na 2017 Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology

. | Rekomendo- Ryzyko ra.ka, Ryzyko .
Kategoria . uwzglednia- Rozpoznanie wchodza-
wana termino- | , raka ..
wedlug logia wedh jace NIFTP w Iskich | €V sktad kategorii
Bethesda | o8t VoU8 rozpoznaniach | " PO S¥C i inne uwagi
Bethesdz . chorych
pooperacyjnych
Biopsja niedia-
nostyczna lub Nalezy uwzgledni¢
! rgliesatysfakcjo- 3-10% g kontekst kli%liczny
nujaca
Wole guzowate,
zapalenie tarczycy, w
tym przewlekle guzki
hiperplastyczne w wolu
(guzek rozrostowy),
guzek koloidowy
(jezeli jest duzo koloidu
I Zmiana fagodna | 0-3% <1% i wystarczajaca liczba
komérek)
Obraz sugeruje guzek
koloidowy (jezeli jest
duza ilo$¢ koloidu bez
wystarczajacej liczby
komérek)
Torbiel tarczycy
Atypia o nie-
okreslonym zna-
czeniu/zmiana Ta kategoria powinna
pecherzykowa by¢ uzywana tylko w
blizej nieokre- rzadkich przypadkach,
I s'lonaJ (AUS/ 6-18% 2,4-5.2% kiedy nieI}esZ};noiliwe
FLUS) wraz uscilenie rozpoznania
z podaniem cytologicznego
szczegblowego
podtypu
Co najmniej 25%
zmian w tej kategorii
Nowotwor nie okazuje si¢ rozpo-
pecherzykowy znaniem nowotworo-
v lub podejrzenie | 10-40% 19% wym (guzki hip crp la-‘
HOWOWOrL §tyczne). Kateg(?rla nie
herzvk jest stosowane, jezeli
pecherzykowego

sa widoczne cechy cha-
rakterystyczne dla jader
raka brodawkowatego
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Rozpoznanie obejmuje
podejrzenie:

® raka brodawkowatego
= raka rdzeniastego

= chloniaka

= przerzutu do tarczycy,
= raka anaplastycznego/
migsaka naczyniowego
ze wzgledu na obecno$¢
martwych tkanek

= guza beleczkowego
szkliwiejacego

Podejrzenie
\% PEEP
zosliwosci

45-60% 75%

Rozpoznanie obejmuje:
raka brodawkowatego

® raka rdzeniastego,
94-96% 95-100% chioniaka

= przerzuty do tarczycy
raka anaplastycznego/

miesaka naczynniowego

Nowotwor

VI zodliwy

3. Imprinting genomowy w diagnostyce raka tarczycy

Helen Crouse wraz z zespotem opisat eliminacj¢ chromosomu X ojcow-
skiego u much. Byl on pierwsza osoba postugujaca si¢ terminem ,imprinting”.
Nie podlega watpliwosci, ze cechy fenotypowe i genomowe poszczegdlnych
jednostek potomstwo dziedziczy po rodzicach. Kazdy osobnik {aczy material
genetyczny obojga rodzicéw, jednak fenotyp jaki jest prezentowany nie zawie-
rawszystkich cech jednego lub drugiego z rodzicéw. Procesy jakie odpowiadaja
za w.w. zjawisko nosza nazwe imprintingu genomowego i naleza to mechani-
zmoéw regulacji epigentycznej u ssakéw. Wykazano, iz sa one niezbedne zaréw-
no do rozwoju zarodkowego jak i pozazarodkowego. Badania koncentrujace
si¢ na odkryciu mechanizméw odpowiedzialnych za to zjawisko zobrazowaly,
iz w tym samym jadrze wystgpowaly allele wykazujace i niewykazujace ekspre-
sji. Mimo iz dziataly na nie te same czynniki transkrypcyjne, zachowywaly si¢
one inaczej. Wiele z imprintowanych genéw bierze udziat we wzrodcie i roz-
woju plodu. Odgrywaja one réwniez kluczows role¢ w rozwoju wielu chordb.
Zaburzenia metylagji allelicznego DNA w ICR (imprinting control regions)
sq zwigzane z wystapieniem choréb takich jak zespét Beckwitha-Wiedeman-
na i zesp6t Silvera-Russella. Réwniez schorzenia, w ktérych dochodzi do za-
burzeri neurorozwojowych (tj. zespét Pradera-Wiliego i zespSt Angelmana),
maja swoja etiologic w zaburzeniach regulacji epigentycznej. Do proceséw,

jakie wplywaja na ekspresj¢ okreslonych matczynych lub ojcowskich genéw,
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oprécz wspomnianej metylacji, nalezy chociazby kowalencyjna modyfika-
¢ja histonéw i bialek niehistonowych. Mechanizmy epigentyczne pozwalaja
na zrozumienie wielu proceséw fizjologicznych i rozwojowych. Pozwalaja
nam odkry¢ wazne implikacje dla choréb nie tylko genetycznych, ale réwniez
nowotworowych 12223241,

W chorobach nowotworowych zaobserwowano zjawisko utraty imprin-
tingu (LOI). Skutkuje ono ekspresja obu alleli w danej komérce. Opraco-
wano metode pozwalajaca na znakowanie i wizualizacj¢ miejsc transkrypcji
imprintingowanych i nieimprintingowanych przy pomocy hybrydyzacji
in situ. Huixiong Xu i wsp. przy pomocy tej metody identyfikowali geny po-
tencjalnie przydatne w diagnostyce raka: biatko wiazace nukleotyd guaniny,
locus kompleksu alfa-stymulujacego (GNAS), biatko zwiazane z receptorem
czynnika wzrostu (GRB10) i polipeptyd B malej jadrowej rubonukleoprote-
iny (SNRPN) oraz antygen zgodnosci tkankowej (HM13). Przeprowadzili
oni badanie, w ktérym wykorzystano 394 prébki pochodzace z BACC, po-
siadajace juz rozpoznanie histopatologiczne pooperacyjne. Do zbadania war-
toéci diagnostycznej ekspresji w. w. genéw postuzono si¢ technika ilosciowej
chromogennej hybrydyzacji in situ z imprintowanym genem (QCIGISH).
Kazda z badanych prébek byl poddana analizie cytologicznej, jak i przy po-
mocy testu QCIGISH zaslepionego na rozpoznanie histopatologiczne i cyto-
logiczne. Test ten obejmowal pomiar ekspresji biallelicznej (BAE), ekspresji
muldallelicznej (MAE) i catkowitej ekspresji (TE) panelu imprintowanych
genéw. Analizowano zaréwno utrwalone skrawki pooperacyjne, jak i materiat
pochodzacy z BACC. Analiza ta polegata na liczeniu jader wykazujacych miej-
sca z lokalizacja badanych genéw w mikroskopie $wietlnym, recznie lub przy
pomocy programu komputerowego. Zdefiniowano, ze geny SNRPN i HM13,
ktére wykazujq imprinting, sa najskuteczniejszym biomarkerem raka tarczycy.
Przydatnos¢ kliniczna modelu QCIGISH w niezaleznym zaslepionym pro-
spektywnym badaniu 394 guzéw tarczycy zostata okreslona na ogélna czutosé
diagnostyczna 100% i swoistos¢ 91,5%. Ogoélna dokladnos¢ diagnostyczna
wynosifa 97,5% .

4. Podsumowanie
Biopsja aspiracyjna cienkoiglowa jest aktualnie ztotym standardem dia-
gnostycznym w przypadku podejrzenia raka tarczycy. Jest jednak badaniem

posiadajacym pewne ograniczenia, dlatego nalezy intensywnie poszukiwad

metody diagnostyki raka tarczycy pozwalajacej w sposéb pewny postawié
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rozpoznanie. Jedna z aktualnie badanych metod jest ilosciowa chromogenna

hybrydyzacja in situ z imprintowanym genem, czyli ,QCIGISH”. Najnowsze

dane sugeruja, iz wspomniany test cechuje si¢ zaréwno wysoka swoistoscia,

jak i czulo$cia. Konieczne jest jednak przeprowadzanie dalszych badani nad

skuteczno$cia wspomnianej metody, aby okresli¢ jej przydatno$¢ w diagno-

styce raka tarczycy.
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Abstrakt: Rak pluca jest obecnie najczgstsza nowotworows przyczyng $mierci oraz druga naj-
czgdciej wykrywang zloliwa chorobg nowotworows zaraz po nowotworze piersi. Wedtug da-
nych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization WHO), w 2020 roku

rak pluca przyczynil si¢ do 1.8 miliona zgondw na $wiecie. Liczba ta jest dwukrotnoscig liczby
zgondéw spowodowanych rakiem jelita grubego i odbytu (916 000 zgonéw), kedry w powyzszej

klasyfikacji zajmuje miejsce drugie . Mikrograwitacja jako metoda oddzialywania na komérki

nowotworowe pluca przedstawia szereg zaleznosci, ktére moga by¢ wykorzystane w kreowaniu

przyszlych terapii raka pluca. Celem tej pracy jest zwrdcenie uwagi na badania przedstawiajace

wplyw mikrograwitacji na zmiany w proliferacji, apoptozie oraz migracji komérek nowotworo-
wych, przedstawienie wplywu mikrograwitacji na organizm czlowieka oraz wykorzystywanych

urzadzeni stosowanych do stworzenia warunkéw symulowanej mikrograwitagji.

Stowa kluczowe: symulowana mikrograwitacja, rak pluca, gruczolakorak, rak
kolczystokomérkowy

Abstract: Lung cancer is the most common cause of cancer deaths and the second most
frequently diagnosed malignant cancer disease after breast cancer. According to the World
Health Organization (WHO), in 2020 lung cancer was the cause of 1.8 million deaths, which
is double the second place, which is colon and rectum cancer (916,000 deaths). Microgravity
as a method of influencing lung cancer cells presents a number of effects that can be used in
the creation of future therapies for lung cancer. The aim of this work is to draw attention to
research showing the impact of microgravity on changes in the proliferation, apoptosis and
migration of cancer cells, to present the impact of microgravity on the human body and the
devices used to create simulated microgravity conditions.

Keywords: simulated microgravity, lung cancer, adenocarcinoma, squamous cell carcinoma

235



MIKROGRAWITACJA JAKO MOZLIWOSC TERAPII CHOROB NOWOTWOROWYCH...

1. Wstep

Nowotwory zlosliwe sa jedna z gléwnych przyczyn zgonéw ludzi
na $wiecie. Nowotwory pluca, krtani i oskrzeli w latach od 2000 do 2019
szczegblnie zwigkszyly swéj udzial jako przyczyna zgonéw z 1.2 miliona
do 1.8 miliona wéréd populacji $wiatowej oraz sa klasyfikowane jako 6 naj-
czestsza przyczyna $mierci na $wiecie !, Rak pluca jest drugim najczesciej wy-
stepujacym nowotworem wsréd mezezyzn w Polsce. W tej populacji stanowi
réwniez dominujacg nowotworows przyczyng zgonéw wynoszaca ok. 26%.
Statystyki dla kobiet przedstawiaja si¢ podobnie, gdzie rak pluca jest drugim
najczesciej wystepujacym nowotworem oraz Najczestsza przyczyna zgonow
z powodu nowotworu ztosliwego, wynoszac 17,6% wsréd kobiet w Polsce 2.
Trendy w populacji polskiej odzwierciedlaja trendy w populacji $wiato-
wej, gdzie rak pluca stanowi 18% wszystkich zgonéw spowodowanych
nowotworami, a u 0sdb powyzej 65 roku zycia wynosi az 65% [3,4,5].
Histologicznie nowotwory pluca, sa dzielone na dwa gtéwne typy: drobnoko-
moérkowy rak pluca (ang. small cell lung cancer SCLC) oraz niedrobnokomér-
kowy rak pluca (ang. non-small cell lung cancer NSCLC). Przypadki SCLC,
sa rzadsze stanowiac 12-15% zachorowar. Jest on jednak agresywniejszy oraz
szybciej rozprzestrzenia si¢ na sasiednie tkanki poprzez metastaze, w pordw-
naniu do NSCLC stanowiacego az do 85% wszystkich nowotworéw pluca
(4,6]. NSCLC mozna grupowaé na trzy podtypy: gruczolakorak (adenocar-
cinoma) stanowiacy 50% NSCLC, rak kolczystokomérkowy (squamous cell
carcinoma) - (30%) oraz rak wielkokomérkowy (arge cell carcinoma) 10%
7). Biorac pod uwage powszechnos¢ nowotworéw pluca konieczne jest ciagle
poszukiwanie nowych rozwiazani terapeutycznych, a jednym z nich wydaje si¢
by¢ medycyna kosmiczna, a uscislajac zastosowanie jej w terapii mikrograwi-
tacji. W tej pracy przedstawione zostana powyzsze zagadnienia. Niezbedne,
s3 jednak dalsze badania, ktére pozwola szczegdtowo zaplanowaé innowacyj-

na forme leczenia i unikna¢ ewentualnych negatywnych skutkéw.
2. Obecne metody leczenia raka pluc

Obecnie stosowane metody leczenia raka pluca sa zalezne od jego typu
oraz stopnia zaawansowania. W przypadku NSCLC w pierwszym lub drugim
stadium, jesli pacjent spelnia wymogi, proponowany jest zabieg chirurgiczny
w celu usunigcia zmiany. Gdy pacjent nie kwalifikuje si¢ do przeprowadzenia

operagji, wykonuje si¢ stereotaktyczng radioterapi¢ lub inne metody lokalnej
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terapii ablacyjnej (celowe uszkodzenie tkanek czgstotliwosciami radiowy-
mi; krioterapia) ®l. W sytuacji, gdy nie ma przeciwwskazan standardem jest
stosowanie chemioterapii adjuwantowej w stadium drugim po catkowitym
usunigciu nowotworu. Stadium trzecie zazwyczaj wymaga chemioterapii lub
chemioradioterapii razem z usunieciem operacyjnych nowotwordw. Jesli stan
pacjenta na to pozwala, zabiegi te preferencyjnie przeprowadzane sg jedno-
cze$nie. Terapie przerzutéw NSCLC obejmuja szeroki zakres metod leczenia
takich jak chemioterapia, immunoterapia oraz ukierunkowane leki moleku-
larne. Leczenie SCLC opiera si¢ gléwnie na chemioradioterapii, czasem moz-
liwe jest réwniez przeprowadzenie zabiegu chirurgicznego usuniecia zmiany
nowotworowej. Przerzuty cechuja si¢ wysoka zjadliwoscia SCLC oraz szybka
metastazg. Leczone sa poprzez chemioterapie, ktéra moze by¢ wzbogacona

o immunoterapie lub radioterapie 7.,

3. Medycyna kosmiczna

Fascynacja kosmosem towarzyszy ludzkosci od wiekéw. Jednak na samej
fascynacji powiazanie czfowieka z przestrzenia pozaziemska si¢ nie skofczylo,
a wraz z rozwojem technologii, realna stala si¢ mozliwo$¢ lotéw kosmicznych.

4 pazdziernika 1957 roku, a wigc 66 lat temu, Rosja zdecydowata si¢ na
wystrzelenie pierwszego sztucznego satelity w kosmos (Sputnik-1). Lot pierw-
szej zywej istoty, jaka byl pies Lajka, przypadl na 3 listopada 1957 roku. Na-
tomiast pierwszym cztowiekiem w kosmosie zostat Yuri Alekseyevich Gagarin
(1934-1968), ktdérego wyniesiono na niska orbite okotoziemska 12 kwietnia
1961 roku przy uzyciu rakiety R-7. Za sprawa powyzszego wydarzenia moz-
liwe stalo si¢ postawienie pierwszego kroku na Ksiezycu w 1969 roku przez
Neila Armstronga ©1%.

Obecnie Narodowa Agencja Aecronautyki i Przestrzeni Kosmicznej
(ang. National Aeronautics and Space Administration NASA) stara si¢ spro-
sta¢ wyzwaniom zwigzanym z zyciem w warunkach pozaziemskich. Opraco-
wanie skutecznych systeméw wspierania potrzeb zycia czlowieka, usuwania
$mieci czy tez wykorzystywania okreslonych zasobéw pozwoli m.in. na rozwi-
nigcie statego pobytu ludzi na Ksi¢zycu. Na skutek skolonizowania natural-
nego satelity Ziemi, zrodza si¢ nowe mozliwosci zaréwno ekonomiczne, jak
i naukowe, a ludzko$¢ bedzie mogla przygotowaé si¢ do eksploracji Marsa,
testujac innowacyjne technologie w warunkach panujacych na Ksiezycu 2.

Na pojecie medycyny kosmicznej sktadaja si¢ wszelkie zachowania po-
zwalajace na zapobieganie chorobom w trudnych warunkach pozaziemskich,
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m.in. badania przesiewowe, $wiadczenie opieki zdrowotnej oraz utrzymanie
sprawnosci fizycznej astronautéw 3. Wsrédd wyzej wymienionych, funda-
mentalng role¢ pelnia badania przesiewowe, poniewaz aktualnie stanowia naj-
skuteczniejszq metod¢ minimalizowania zagrozeri fizjologicznych w postaci
choréb, ktére sa trudne do opanowania w trakcie trwania dtugoterminowych
lotéw kosmicznych 1415,

W zwiazku z rozwojem inzynierii kosmicznej, a wigc i wydluzeniem cza-
su misji kosmicznych, wzrosto zapotrzebowanie na wykonywanie czynnosci
medycznych, dlatego konieczna staje si¢ obecno$¢ personelu medycznego
réwniez wérdd zatogi. Wedtug Miedzynarodowej Stacji Kosmicznej (ang. In-
ternational Space Station ISS) standardy méwia o wymogach dotyczacych
jednego przypisanego oficera medycznego na kazda trzy osobows zaloge. Na-
tomiast wedtug NASA podczas trwania misji planetarnych przekraczajacych
210 dni wymagana jest obecno$¢ odpowiednio wyszkolonego lekarza wybra-

nego przez rzad federalny .

4. Mikrograwitacja

Podczas pobytu w przestrzeni kosmicznej na cztowieka oddziatuja réz-
norodne czynniki, m.in. mikrograwitacja, napromieniowanie oraz dekompre-
sja. Dlatego tez podczas prowadzenia badari na ISS warunki srodowiskowe

s3 §cisle kontrolowane, a jakiekolwiek zmiany natychmiast odnotowywane ['!71.

4.1. Definicja mikrograwitacji

Grawitacja jest sila, przyciagajaca do siebie dwa ciala, np. czlowieka
i Ziemig, ktérej wielko$¢ warunkuje masa wymienionych cial oraz odleglos¢
miedzy nimi. Mianem ,,normalnej grawitacji” (1g) okreslamy przyspieszenie
obiektu o wartoéci 9,8m/s?, ktére podyktowane jest jedynie przez grawitacje
w bliskiej odleglosci od Ziemi. Natomiast ,,grawitacja zerowa” (0g), a uscisla-
jac mikrograwitacja (1x10-6 g.) jest stan niewazkosci, czyli swobodnego spa-
dania. Poréwnujac 1g z mikrograwitacja mozna doj$¢ do wniosku, iz obiekty
w przypadku mikrograwitacji nie spadaja w kierunku Ziemi, lecz woké} pla-
nety. Krétkotrwaly stan niewazkosci na Ziemi mozna osiagna¢ np. w trakcie

korzystania z kolejek gérskich '8,
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4.2. Wplyw lotéw kosmicznych na organizm czlowieka

Podczas obecnosci cztowieka w przestrzeni kosmicznej oddzialuje na
niego m.in. mikrograwitacja. Niesie to ze soba szereg znaczacych zmian
w organizmie. Czgé¢ z nich pomaga w adaptacji do srodowiska, jednak nie-
ktére sa zdecydowanie niekorzystne "%, Astronautéw przebywajacych na dtu-
gotrwalych misjach komicznych dotykajg réznorodne schorzenia (rycina 1).
Moga pojawi¢ si¢ zaburzenia w funkcjonowaniu narzadu wzroku, np. SANS
(ang. spaceflight associated neuro-ocular syndrome), ktéry jest diagnozowa-
ny u 15% cztonkéw zalogi kosmicznej, obejmuje jedno-, badz obustronny
obrzek tarczy nerwu wzrokowego oraz splaszczenie gatek ocznych. Wystepuje
zwickszenie ci$nienia wewnatrzczaszkowego, problemy zwiazane z ukfadem
sercowo-naczyniowym, mig$niowym (zaniki mig$ni, w tym takze migsnia ser-
cowego), choroba lokomocyjna, czy tez problemy z orientacja. Uklad odpor-
no$ciowy nie reaguje odpowiednio na infekcje, co wynika m.in. ze zmienionej
funkeji granulocytéw oraz monocytéw, zaburzenia schematéw powstawania
cytokin, hamowania komdérek NK, sygnalizacji wewnatrzkomérkowej ko-
morek T i reakeji nadwrazliwosci. W zwiazku z tym wzrasta ryzyko rozwo-
ju infekeji. Astronauci doznaja takze utraty masy kostnej nawet w wigkszym
stopniu, niz kobiety po przejsciu menopauzy. Do mozliwych skutkéw lotéw
kosmicznych nalezy doliczy¢ réwniez zwigkszone ryzyko zaémy oraz wystapie-
nia raka, ktére, s skutkami dzialania promieniowania 1%2%-2122),

Mikrograwitacja oraz promieniowanie sg czynnikami $cisle ze soba po-
wigzanymi, ktére maja bezposredni wplyw na cztowieka w trakcie przeby-
wania w przestrzeni kosmicznej. Dowiedziono, ze na poziomie molekular-
nym, sa odpowiedzialne za negatywne oddzialywanie na integralnos¢ DNA,
w wyniku ktérego komérki byly zmuszone rozwinaé system pozwalajacy na
naprawe uszkodzen . Nalezy pamietaé, ze inne czynniki obecne w kosmo-
sie réwniez moga mie¢ wplyw na podane zjawisko, jak np. pyl mineralny
znajdujacy si¢ na powierzchni cial niebieskich, ktérego wdychanie podwyzsza
poziom reaktywnych form tlenu (RFT). Moze to indukowa¢ stres oksyda-
cyjny, stan zapalny, badz apoptoze ?¥. Nie wykazano jednak bezposredniego
wplywu historycznie wystepujacych dawek promieniowania kosmicznego na
wzrost $miertelnosci podczas badania przeprowadzonego na amerykanskich
astronautach oraz rosyjskich kosmonautach . Natomiast przeprowadzone
eksperymenty udowadniaja, iz symulowana mikrograwitacja (ang. simulated
microgravity SM) ma wplyw na szlaki regulujace dtugowiecznos¢, takie jak

insulina/IGF-1 i sygnalizacja sfingolipidowa. W trakcie badania na nicieniach
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Caenorhabditis elegans zauwazono obnizenie poziomu szlaku sfingolipido-

wego, co z kolei $wiadczy o prawdopodobnym wzroécie dtugowiecznosei 2.

Odkrycie to daje nadziej¢ na przysztos¢, konieczne, sa jednak dalsze badania.

mozliwe wystapienie
dezorientacji

opuchlizna twarzy zmieniona reakcja na

i przekrwienie glowy ruch otolitéw w uchu
spowodowane wewnetrznym
redystrybucjg plynow

powstanie kamieni
nerkowych na skutek
utraty masy kostnej;
wskaznik filtracji
klgbuszkowej
wzrasta
Zmiejszenie rozmiaru
nog przez redystrybucje
plynéw stopniowe pogarszanie si¢
stanu migsni 1 kosci
d#wigajacych ciezar ciala
po przylocie na Ziemig
wyslapienie tymczasowej
anemii w nastgpstwie
utraty osocza krwi

receptory dotyku
i ucisku nie odnotywuja sil
skierowanych w dot

Rycina 1. Reakeja ludzkiego organizmu na przebywanie w przestrzeni kosmicznej w trakcie
lotu [opracowanie wlasne] 4.

5. Badania w srodowisku mikrograwitacji

Badania w $rodowisku mikrograwitacji prowadzone sa zaréwno na ISS,
jak i na Ziemi. Na ISS wymagaja duzego nakladu finansowego, a co wigcej
w kosmosie trudno jest odrézni¢ skutki promieniowania od mikrograwita-

¢ji. Pozwalaja jednak na diugoterminowa hodowle komérek w srodowisku
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mikrograwitacji. Na ISS znajduje si¢ kilka aparatur umozliwiajacych pro-
wadzenie prac badawczych. Europejczycy zobowigzani sg do utrzymywania
,BIOLAB”, ktéry jest obiektem znajdujacym si¢ w Europejskim Laboratorium
»Columbus” oraz , KUBIK” pelniacego role samodzielnej placéwki 2!,

Na Ziemi mozna wytworzy¢ symulowana mikrograwitacj¢ za pomoca
specjalnie do tego przystosowanych urzadzen, takich jak klinostaty 2D, kli-
nostaty 3D czy tez maszyny do losowego pozycjonowania. Jednak nie jest
to idealne odwzorowanie warunkéw kosmicznych 2127,

W Centrum Kosmicznym imienia Johna F. Kennedy’ego (Kennedy Spa-
ce Center KSC) na Florydzie w Stanach Zjednoczonych znajduje si¢ Osrodek
Wsparcia Symulacji Mikrograwitacji (ang. Microgravity Simulation Support
Facility MSSF). Utworzony zostal on w celu prowadzenia prac badawczych
z wykorzystaniem SM, ktérych okres trwania nie przekracza zazwyczaj jedne-
go miesigca. KSC daje mozliwo$¢ m.in. badant w warunkach kontrolowanego
srodowiska po umieszczeniu symulatoréw grawitacji w specjalnie do tego celu
przystosowanych komorach, co pozwala na sterowanie i monitorowanie pa-
rametréw takich jak wilgotno$¢, swiatlo, stezenie dwutlenku wegla lub tem-

peratura 2%,

5.1. Klinostaty 2D

Klinostat 2D jest urzadzeniem przeznaczonym do badania mniejszych
objetosci i komérek, ktére posiada jedna o§ obrotu. Rotacja wykonywana
jest w sposéb ciagly ze stalg predkoscia i kierunkiem. Predkos¢ ta musi by¢
wysrodkowana, nie moze by¢ zbyt wolna, ani zbyt szybka. Istnieje taka ko-
niecznos¢, poniewaz zbyt wolna przyczynia si¢ do zajécia zjawiska sedymenta-
qji, a zbyt szybka jest odpowiedzialna za wirowanie. Kiedy jest ona whasciwa,
ruch jednostronny nie wystepuje, zatem nie dochodzi réwniez do sedymen-
tacji czasteczek. W celu zminimalizowania dzialania przyspieszenia odsrodko-
wego, probki o malych wymiarach s3 uktadane w jak najblizszej odleglosci od
osi obrotu. W przypadku zblizenia si¢ do predkosci bez obecnosci jednokie-
runkowego bodzca, ktéry oddziatuje na komérki, eksponowane systemy beda
poddane dziataniu mikrograwitacji ',
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5.2. Klinostaty 3D i maszyny do losowego pozycjonowania
(ang. 3D Clinostats and Random Positioning Machines RPM)

Po dodaniu drugiej osi obrotu do klinostatu 2D w Japonii i Holandii
opracowano klinostat 3D. Posiada on identyczng konstrukcje mechaniczng
wzgledem RPM oraz jest réwniez maszyna naziemna. Ceche pozwalajaca
na zréznicowanie stanowi odmienne dzialaniu osi obrotu. Klinostat 3D cha-
rakteryzuje si¢ obrotami ze stalym kierunkiem i predkoscia, natomiast osie
RPM obracaja si¢ zaréwno z losowymi predkosciami, jak i kierunkami. Jest
to $cisle skoordynowane z zaawansowanym programem komputerowym. Za-
sada dzialania obu urzadzen opiera si¢ na usrednieniu wplywu grawitacji oraz
prébie zblizenia jej dziatania do zera w czasie. RPM jest uzywany zazwyczaj do
badania powolnych proceséw, poniewaz rotacja ramek budujacych urzadze-
nie musi by¢ szybsza, niz badany proces biologiczny. Wektor grawitacji zmie-
nia wtedy ciagle swojg orientacje. Skutkuje to utratg poczucia kierunku przez
komérki poddane badaniu. W zwiazku z tym, sa one w stanie zblizonym
do mikrograwitacji. Wyzej wspomniana rotacja nie moze by¢ jednak za szyb-
ka, ze wzgledu na dzialanie sit od$rodkowych [21,30,31]. Zaréwno klinostat
3D, jak i RPM dla komérek, roslin i muszek owocowych, znacznie usprawnily

prowadzenie badari naukowych oraz do§wiadczeri zwigzanych z kosmosem 2.

5.3. Bioreaktory membranowe obrotowe lub obrotowy system hodowli
komérkowej (ang. Rotating Wall Vessel (RWV) or Rotating Cell Culture
System (RCCS) bioreactor)

RWYV dziala na tej samej zasadzie co klinostat 2D. Pierwsze tego typu
urzadzenie zostato stworzone przez NASA. Charakteryzuje si¢ brakiem sedy-
mentacji komérek oraz mikrono$nikéw w czasie obrotu plynu, co pozwala
na wykorzystanie RWV w roli naziemnego symulatora mikrograwitacji. Zbu-
dowany jest z obracajacego si¢ prostopadle do ziemskiego wektora grawitacji
cylindra, ktérego pierwotne wymiary $rednicy wynosity 20cm 2133,
6. Wplyw mikrograwitacji na linie komérek ludzkiego
niedrobnokomérkowego raka ptuc A549 oraz H1703

Jednym z gtéwnych linii komérkowych NSCLC sa komérki A549 oraz

H1703. Komérki A549 sa triploidalng ludzkg liniag komérek podstawowych
nablonka pecherzykéw plucnych. Stanowia one szeroko wykorzystywany
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model badawczy gruczolakoraka (adenocarcinoma) pluca . Komérki H1703,
sa komérkami pochodzenia nablonkowego raka plaskonablonkowego plu-
ca (squamous cell carcinoma) P43, W przytoczonych badaniach wykazano
wplyw mikrograwitacji na proliferacj¢, metastaze, cykl komérkowy, ekspresje
gendw, mitochondria oraz miRNA komérek A549 oraz H1703 B¢,

Poziom proliferacji komérek nowotworowych w raku pluca, tak jak
w kazdej chorobie nowotworowej, ma znaczny wplyw na rokowania pacjen-
ta. Badania wykonane przez De Chang’a i wspél. daja obiecujace rezultaty
w zmniejszaniu procesu proliferacji gruczolakoraka ptuca w srodowisku sy-
mulowanej mikrograwitacji. W badaniu tym wykorzystano komérki linii
A549, ktére poddano dziataniu mikrograwitacji zasymulowanej za pomoca
klinostatu. Do stwierdzenia poziomu proliferacji uzyto testu kolometryczne-
go MTT assay, a badane komérki obserwowano przez 5 dni. W rezultacie za-
obserwowano znaczacy spadek tempa proliferacji komérek A549 w porédwna-
niu do préby kontrolnej (wykres 1) 7. Wyniki potwierdzily si¢ w badaniach
Degan i wspél., gdzie zaobserwowano redukeje proliferacji komérek A549
w warunkach SM w stosunku do préby kontrolnej w odstgpach czasowych
24, 36 i 48 godzin. Badanie wykazalo réwniez zwiazek zmniejszonej prolife-
racji z progresywna akumulacja komérek w fazie G1 i G2 cyklu komérkowe-
go Bl Redukcje w proliferacji powiazano réwniez ze zwigkszong aktywnoscia
genéw CDKN2A, PTEN, RB1 oraz SOX2, ktére petnia wazna role w cyklu
komérkowym, procesie apoptozy oraz réznicowaniu NSCLC B¥. W przypad-
ku tych badan najwicksza réznice w potencjale proliferacyjnym zaobserwo-
wano w 48 i 72 godzinie badania ®\. Jednocze$nie pomimo zanotowanego
spadku w liczbie komérek rakowych w warunkach SM %, niektérzy badacze
nie wiaza tego bezposrednio z wplywem zmian w grawitacji na proliferacje ko-
morek. Lacza to jednak z pogorszeniem w zdolnosciach adhezyjnych komé-
rek nowotworu. Do takiego wniosku doszli Ahn i wspoét., ktérzy w badaniu
zwykorzystaniem RPM, obserwowali proliferacj¢ komoérek linii A549 i H1703
po 24 i 48 godzinach. W badaniu tym zanotowano réznicg w liczbie komé-
rek testowanych w warunkach SM w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych.
Liczba komérek A549 i H1703 w SM byla nizsza. Jednoczesnie, poréwnujac
obie linie komérek, odnotowano zwigkszona zdolnos¢ proliferacyjna w przy-
padku linii A549 w stosunku do linii H1703 zaréwno w prébie badanej jak

i w prébie kontrolnej !

I. Natomiast wg. Badari Chung i wsp6l. mikrograwi-
tacja zasymulowana przy wykorzystaniu klinostatu nie wplywa na proliferacje
w przypadku linii A549 (2.267 + 0.010) w poréwnaniu do préby kontrolnej

(2.271 £ 0.020), jednak znaczacy spadek w proliferacji zaobserwowano tylko
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w linii H1703 gdzie dla préby badanej wynosit (0.534 + 0.021) a w prébie
kontrolnej (1.082 + 0.021) 12,

0.7
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Wykres 1. Wplyw SM na aktywno$¢ zelatynolityczng i proliferacje w Komérki A549,
przy wykorzystaniu zelatynolitycznego zestawu do oznaczania aktywnosci MMP [opracowa-
nie whasne] B71.

Regulacja metastazy, czyli zdolnosci do tworzenia przerzutéw poprzez
migracje komérek nowotworowych, jest jednym z gléwnych indykatoréw
Zosliwosci nowotworu. Zdolno$¢ metastazy jest powiazana ze zdolnosciami
i 143]
i

do proliferacji ¥ oraz jest kolejng cecha komérek nowotworowych raka pluca
badang w metodach z wykorzystaniem mikrograwitacji. Jedng z metod ba-
dania zdolnosci do tworzenia przerzutéw oraz migracji komérek nowotwo-
rowych jest badanie zdolnosci leczenia rany (wound healing assay). Pozwala
ono poréwnac szybko$¢ rozprzestrzeniania si¢ badanych komérek w stosunku

do préby kontrolnej 44

1. W badaniu Changa i wspdl. przy uzyciu tej metody,
wzbogaconej o zmienna w postaci obecnosci mikrograwitacji, zaobserwowano
zmniejszenie zdolno$ci metastazy oraz migracji komorek linii A549. Wnioski
wskazujace na zmniejszenie metastazy potwierdzono badajac migracje komé-
rek przy wykorzystaniu metody komory Boydena. Opis tego eksperymen-
tu mozemy znalezé w pracy Dietza i wspdl., ktérzy w swoim badaniu nad
wplywem mikrograwitacji na raka pluca zaobserwowali zwigkszenie ekspresji

genu TP53, ktdry z kolei wplywa na integryne a5B1 oddziatujaca na zdolno$¢
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do metastazy nowotworu . Nast¢pne badania réwniez potwierdzaja wnioski
Changa i wspdl., jednak jako przyczyne podajg zwigkszenie ekspresji nabton-
kowej E-kadheryny oraz zmniejszenie ekspresji mezenchymatycznej N-ka-
dheryny w komérkach linii A549 . Takaq zmiane w ekspresji powiazano
z zahamowaniem przejscia komérek z niemigracyjnego fenotypu epitelialnego
do migracyjnego i inwazyjnego fenotypu mezenchymalnego ““.. Inne badania
wykazaly, ze SM, w przeciwienistwie do przytoczonych wczesniej badan, pro-
muje metastaz¢ poprzez zwigkszong migracje. Zjawisko to powiazano z nasilo-
na ekspresja metaloproteinaz macierzy pozakomérkowej (MMP) - MMP-2
i MMP-9, oraz tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz TIMP-1 i TIMP-
2, ktérych regulacja wplywa na stopieri inwazyjno$ci nowotworu ptuca /..
Ahn i wspét. dla linii komérek A549 oraz H1703 w badaniu scratch assay
wykazali zmniejszenie zageszczenia komérek w poréwnaniu z préba kontro-
Ing. Natomiast pole wolne od komérek (ang. wound healing area) w prébie
kontrolnej bylo mniejsze o 0k.10% po 24 godzinach oraz o ok. 62% mniejsze
po 48 godzinach w poréwnaniu do préby z linig komérek A549. Dla linii
H1703 wartosci te wynosily ok. 58% po 24 godzinach oraz ok. 72.5% mniej-
szego zaobserwowanego pola w poréwnaniu z préba kontrolng (wykres 2 i 3)
411, Podobne wyniki otrzymano w badaniu Chung i wspél., gdzie dla komé-
rek linii 549 wykonano badanie scratch assay. Pole wolne od komérek w pré-
bie kontrolnej po 36 godzinach bylo 0 42,3% wigksze, niz w prébie badanej.
Natomiast w przypadku linii H1703 zaobserwowano zwigkszenie si¢ 0 58,8%
strefy wolnej od komérek w prébie kontrolnej w stosunku do préby badanej
po 36 godzinach “?. Eksperymenty te stanowia podstawe do dalszych badar

nad migracja komérek nowotworowych oraz powstawaniem przerzutéw.
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Wykres 2. Analiza Would Healing Assay komérek A549 w warunkach kontrolnych oraz SM
[opracowanie wlasne] .
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Wykres 3. Analiza Would Healing Assay komérek H1703 w warunkach kontrolnych oraz SM
[opracowanie whasne] 1.

Wzmozenie apoptozy jest kolejng zmiang zaobserwowang podczas ba-
dafd wplywu mikrograwitacji na komoérki nowotworowe ptuca. W linii ko-
moérek H460 NSCLC po poddaniu dziataniu SM wytworzonej przy po-
mocy RPM zaobserwowano wzrost w tempie apoptozy po 24 godzinach do
145.95 + 37.2% w pordéwnaniu do préby kontrolnej. Badanie to wykazato
réwniez, ze komérki macierzyste tej linii komérek nowotworowych zatraca-
ja swoja zdolno$¢ réznicowania po ekspozycji na SM. Zjawisko to zbadano
przy wykorzystaniu pomiaréw w aktywnosci ALDH — markeru w badaniach
komérek macierzystych nowotworéw . Wyniki wykazaly spadek w aktyw-
nosci ALDH - 44.8 + 8.4% po 24 godzinach oraz 45.3 + 5.6% po 48 godzi-
nach. Whnioski eksperymentu potwierdzono wykorzystujac badanie ekspres;ji
genéw Oct-4 i Nanog, ktdre wykorzystuje si¢ jako markery w badaniach nad
nowotworami . Jednocze$nie zaobserwowano, ze efekty wywolane przez
ekspozycje na SM na linie komérek H460 utrzymaly si¢ po zakonczeniu ba-
dan i po powrocie komérek do warunkéw normalnych 5. Kolejne bada-
nia nad komérkami NSCLC raka pluca poddanymi dziataniu SM wskazuja
podobne wnioski zwigkszenia intensywnosci apoptozy. W podanym badaniu
wykorzystano dwa sposoby hodowania kultur komérek - hodowane w sposéb
konwencjonalny, dwuwymiarowy uzyskujac w ten sposéb kolonie adherent-
ne komérek oraz hodowane na mikrono$nikach, w sposéb tréjwymiarowy.
W zwiazku z tym uzyskano kolonie sferoidalne komérek. W przeprowa-
dzonym te$cie TUNEL-assay, ktéry jest badaniem uzywanym do wykrywa-
nia oraz zliczania komérek apoptycznych, po 24 godzinach dzialania SM
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zaobserwowano wzrost intensywnosci apoptozy (% of TUNEL positive cells).
Dla komérek adhezyjnych wynosita 12%, a w sferycznych 88.6%. W pré-
bie kontrolnej odnotowano tylko 2.8%. (wykres 4) Po 72 godzinach dane
przedstawily si¢ nastepujaco: zaobserwowany proces apoptozy wynosit 13.1%
komérek adhezyjnych, 86.4% komérek sferoidalnych, a w prébie badane
11.4% komorek. (wykres 5) Wyniki te powiazano z odnotowang podczas
badan zwigkszong ekspresja nowotworowych genéw supresorowych TP53,
CDKN2A, PTEN oraz RB1. Kolejnym zjawiskiem mogacym mie¢ wplyw na
zwickszenie apoptozy w §rodowisku symulowanej mikrograwitacji jest zaob-
serwowana alteracja w aranzacji filamentéw aktynowych cytoszkieletu z formy

39,51]

podtuznej do formy sferycznej !
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Wykres 4. Analiza badania TUNEL assay wykazujacego tempo apoptozy po 24 godzinach
[opracowanie whasne] 1.
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Wykres 5. Analiza badania TUNEL assay wykazujacego tempo apoptozy po 72 godzinach
[opracowanie wlasne] .
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7. Dyskusje

Medycyna kosmiczna to innowacyjna oraz preznie postepujaca dziedzina
nauki. Za sprawa jej rozwoju znacznie poszerza si¢ zakres wiedzy wspélczesnej
medycyny na tematy wykraczajace poza granice naszej planety.

Czynniki pozaziemskie, a w szczegdlnosci grawitacja i jej zminimalizo-
wany efekt doswiadczany pod postacia mikrograwitacji wplywaja na fizjolo-
gie komoérek czlowieka. Oddzialywanie dotyczy zaréwno prawidlowych jak
i nowotworowych komérek w organizmie ludzkim. Wyniki badari wskazuja
istotny wplyw mikrograwitacji na komérki raka pluca w postaci m.in. zmniej-
szenia proliferacji, zwigkszenia apoptozy oraz zwickszenia ekspresji genéw su-
presorowych nowotworu. Pozwala to na nadzieje, iz wplyw mikrograwitacji
umozliwi zahamowanie wzrostu nowotworu ptuca, badz nawet doprowadzi
do jego regresji, a w konsekwencji mozliwe bedzie wprowadzenie terapii
z uzyciem SM do uzytku codziennego. Istnieje jednak koniecznos¢ dalszego
prowadzenia badai nad mikrograwitacja, aby méc dalej rozwija¢ wiedzg na jej
temat oraz unikna¢ mozliwych negatywnych efektéw jej dziatania. Szczegél-

nie wazne jest szczegbtowe okreslenie wplywu SM na nowotwory.
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Abstrakt: Rak jelita grubego wedhlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia zajmuje trzecie
miejsce wirdd najezeéciej wystgpujacych nowotworéw, zaréwno u kobiet, jak i u mezezyzn.
Warto$¢ wskaznika 5-letniego przezycia spada wraz ze stopniem zaawansowania w momencie
diagnozy. Z tego powodu wazny jest rozwdj skutecznych metod diagnostycznych. Obecnie,
preferowanym badaniem w diagnostyce tego nowotworu jest kolonoskopia, nalezaca do me-
tod inwazyjnych. Z kolei, najpopularniejsze metody nieinwazyjne to immunochemiczny oraz
gwajakowy test na krew utajong w kale. W ostatnich latach, duzo uwagi poswicca si¢ bada-
niu udzialu mikrobiomu jelita grubego w patogenezie raka i potencjalnemu wykorzystaniu
tej wiedzy w poszukiwaniach nowych biomarkeréw. Celem ponizszej pracy jest przedstawie-
nie informacji na temat dysbiozy mikrobiomu w raku jelita grubego oraz préb zastosowania
jej w nieinwazyjnych metodach diagnostycznych. Przytoczone w rozdziale badania, dotyczy¢
beda wylacznie bakterii, poniewaz to wlasnie na nich opiera si¢ gléwny rozwéj badad w tym
obszarze. Praca ma charakter przegladowy i oparta jest miedzy innymi na badaniach kohorto-
wych i metaanalizach dostgpnych w bazie PubMed. Wnioski zawarte w pracy méwig o duzym
potencjale wykorzystania bakterii jako biomarkeréw raka jelita grubego, jednak zwracaja uwage
na brak wystandaryzowanej metody oraz ograniczenia wynikajace miedzy innymi z duzej réz-
norodnosci miedzyosobniczej w sktadzie mikroflory jelita grubego.

Stowa kluczowe: rak jelita grubego, biomarkery, mikrobiota

Abstract: Colorectal cancer, according to data from the World Health Organization is the
third most common cancer in both men and woman. The 5-year survival rate decreases with
the degree of advancement at the time of diagnosis. Therefore, the development of effective di-
agnostic methods is important. Currently, the preferred diagnostic examination for this cancer
is colonoscopy, which is unfortunately invasive method. On the other hand, the most popular
non-invasive methods are the immunochemical and guaiac-based tests for occult blood in the
stool. In recent years, a lot of attention has been paid to study the role of the gut microbiome
in the pathogenesis of cancer and the potential use of this knowledge in the search for new bio-
markers. The aim of this study is to present information about the dysbiosis in colorectal cancer
and attempts to use it as a non-invasive diagnostic method. The studies cited in the chapter
will focus exclusively on bacteria, as they are the main topic of research in this area. This work
is a review, based, among other things, on cohort studies and meta-analyses available in the

255



MIKROGRAWITACJA JAKO MOZLIWOSC TERAPII CHOROB NOWOTWOROWYCH...

PubMed database. The conclusions speak to the great potential for using bacteria as biomarkers
and the limitations of it, that arise from the high interpersonal variability in the composition
of the gut microbiota.

Keywords: colorectal cancer, biomarkers, microbiota

1. Wstep

Rak jelita grubego (CRC) to nowotwér wystepujacy w obrebie okreznicy,
zagiecia esiczo-odbytniczego i odbytnicy. Wedlug danych Swiatowej Orga-
nizacji Zdrowia (WHO) z 2020, stanowi on trzecia, najczesciej wystepujaca
chorob¢ nowotworows, zaréwno u kobiet jak i u mezezyzn (odpowiednio
9,4% i 10,6%). Zajmuje réwniez drugie miejsce w kategorii $miertelnosci
zaraz po raku pluca (bez uwzgledniania plci) M. Wsréd populacji polskiej,
na podstawie publikacji z 2020, réwniez byt trzecim najczesciej rejestrowa-
nym nowotworem, zaréwno wsréd kobiet, jak i mezczyzn (odpowiednio
12,4% 1 9,6%). W kategorii zgonéw z powodu nowotworéw ztosliwych znaj-
duje si¢ na drugim miejscu u mezezyzn (13,2%) i na trzecim miejscu u kobiet
(11,7%). Warto doda¢, ze pojawia si¢ gtéwnie u 0séb po 45 roku zycia, a rak
okreznicy jest powszechniejszy od raka odbytu 2. Objawy tej choroby zalez-
ne sa od dokfadnej lokalizacji, a w poczatkowych stadiach sa niespecyficzne.
Mowa tutaj mi¢dzy innymi o bélu brzucha, ogélnym ostabieniu czy wzde-
ciach. Nie dziwi wigc, ze okolo jedna piata rakéw jelita grubego diagnozowa-
na jest na etapie rozsiewu Nowotworowego Bl Zaréwno skutecznoéé terapii,
jak i rokowania zalezne sa od stopnia zaawansowania raka w momencie jego
wykrycia. Wedlug aktualnych danych, odsetek 5-letniego przezycia wynosi
$rednio 50-60% . Ze wzgledu na opisang epidemiologi¢ wazne sg meto-
dy diagnostyczne, ktére pozwalajg na czule i specyficzne wykrywanie CRC.
W ostatnich latach dzigki rozwoju badaii molekularnych zaczeto szukad
zwiazku miedzy dysbioza mikrobioty jelita grubego, a ryzykiem rozwoju raka
tego narzadu. Ze wzgledu na to, ze bakterie stanowia znaczna czes¢ flory je-
litowej, to whasnie one sa gléwnym przedmiotem badan w poszukiwaniu no-
wych biomarkeréw nowotworowych. Celem ponizszej pracy jest przedstawie-
nie informacji na temat wykorzystania mikrobioty bakteryjnej jelita grubego
jako innowacyjnej, nieinwazyjnej metody w wykrywaniu raka tego narzadu.
Praca ma charakter przegladowy i oparta jest mi¢dzy innymi na badaniach
kohortowych i metaanalizach dostgpnych w bazie PubMed.
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2. Metody diagnostyczne stosowane w wykrywaniu raka jelita grubego

Metody diagnostyczne stosowane w wykrywaniu raka jelita grubego
mozemy podzieli¢ na metody inwazyjne i nieinwazyjne. Obecnie najpopular-
niejsza metodg diagnostyczng o duzej czutosci i swoistosci jest kolonoskopia,
ktéra poza zaawansowanymi zmianami pozwala takze na wykrycie stanéw
przedrakowych Bl Jest jednak badaniem inwazyjnym, ktérego dodatkows
wada jest ograniczone wykrywania matych zmian. Z kolei, do popularnych
badari nieinwazyjnych naleza: test na krew utajona w kale metoda immuno-
chemiczng (FIT - Faecal Immunochemical Test) i gwajakowa (FOBT - Faecal
Occult Blood Test). Niestety, obie metody sa ograniczone przez rozklad he-
moglobiny oraz fakt, ze krwawienie z powodu zmian nie musi wystgpowad
przewlekle. Przeklada si¢ to na zwiekszong ilos¢ testow falszywie ujemnych .
Co wigcej, nie charakteryzuja si¢ one wysoka czutoscia w wykrywaniu zmian
poczatkowych. Jesli cheieliby$my poréwnaé te dwie metody ze soba, badanie
FIT jest lepszym wyborem, poniewaz wykorzystuje specyficzne przeciwciala
przeciw hemoglobinie, zamiast reakcji z peroksydaza hemoglobiny 7. Test
FIT nie jest takze obciazony ograniczeniami dietetycznymi. W przeciwieri-
stwie do niego, w tescie gwajakowym przyczyng falszywie dodatniego wyniku
moze by¢ obecnos¢ peroksydaz z owocédw, warzyw lub krwi innych gatunkéw
oraz przyjmowanie duzych ilosci niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
8, Test gwajakowy obcigzony jest takze ryzykiem wyniku falszywie ujemne-
go przy spozywaniu duzych dawek witaminy C. Ponadto wymagane sa trzy
prébki katu, w przeciwieristwie do testu FIT, gdzie wystarczy tylko jedna .
Nie umozliwia on takze réznicowania z ktérego odcinka jelita doszto do krwa-
wient 1. Warto jednak nadmieni¢, ze wedlug obecnych zalecen w przypadku
stwierdzenia nieprawidlowosci w badaniu FIT, zawsze powinno si¢ przepro-
wadzi¢ pelng endoskopi¢. Poza wymienionymi metodami istnieja réwniez ta-
kie, ktére wedlug polskich standardéw powinny by¢ przeprowadzane tylko
wtedy, gdy wykonanie kolonoskopii lub FIT jest niemozliwe. Naleza do nich:
sigmoidoskopia, endoskopia kapsutkowa, wielocelowe testy DNA stolca i ko-
lonoskopia wirtualna . W Polsce istnieje Program Badan Przesiewowych
raka jelita grubego z ktérego moga skorzysta¢ osoby od 50 do 65 roku zycia
lub od 40 do 49 roku zycia, jesli nowotwér ten byt rozpoznany w najblizszej
rodzinie \. Z powodu powagi epidemiologicznej prezentowanej choroby, od
wielu lat trwaja badania nad poszukiwaniem nowych, optymalnych metod
diagnostycznych. Doniesienia naukowe, sugerujace udzial bakeerii flory jeli-

ta grubego w patogenezie i postgpowaniu raka jelita grubego ukierunkowaly
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badaczy na to, ze zaréwno cechy dysbiozy jelitowej, jak i bakteryjne produkty
przemiany materii mogg by¢ wykorzystywane jako potencjalne biomarkery.

3. Czynniki zwiekszajace ryzyko raka jelita grubego oraz ich wplyw
na mikrobiote jelita grubego

Patogeneza raka jelita grubego jest bardzo zlozona i graja w niej rolg
zaréwno czynniki $rodowiskowe, jak i genetyczne. Nowotwér ten moze roz-
winag¢ si¢ ze stanéw przedrakowych, do ktérych naleza: pojedyncze gruczolaki,
zespoly polipowatosci rodzinnej i nieswoiste choroby zapalne jelit . Uwa-
za si¢, ze wickszo$¢ przypadkéw tego raka musi przejs¢ nastgpujace stadia:
normalny nablonek blony sluzowej jelita, polipy hiperplastyczne (adenoma-
tycznie niepost¢pujace), polipy adenomatyczne postepujace, wezesny rak jeli-
ta grubego, rak jelita grubego "'”. Zaburzenia genetyczne mogace prowadzi¢
do rozwinigcia si¢ raka jelita grubego, dotycza w gléwnej mierze gendéw:
MMR, APC oraz MUTYH. Geny z grupy MMR (MLHI, MSH2, MSHG,
PMS2) odpowiedzialne sa za kodowanie produktéw, bioracych udziat w na-
prawie bledéw DNA w czasie replikacji. Mutacje prowadza do powstawania
zaréwno nieprawidlowych komérek, niestabilnosci mikrosatelitarnej (MS7
- microsatellite instability) "'V, jak i rozwiniecia sie zespotu Lyncha, najczestszej
genetycznie uwarunkowanej przyczyny raka jelita grubego . Z kolei, gen
APC odpowiedzialny jest za kodowanie biatka APC (Adenomatous Polyposis
Coli), ktére dziala supresorowo w szlaku sygnatowym WNT (Wingless Signa-
ling Transduction). Szlak WNT odgrywa role w embriogenezie, réznicowaniu,
przezywalnosci i proliferacji komérek, w tym komérek jelita grubego. Utrata
funkgji biatka prowadzi do rozrostu nablonka gruczotowego, a nastgpnie po-
budzenia onkogenéw KRAS, NRAS, BRAF . Zbadano, ze mutacja uczest-
niczy w patogenezie rodzinnej polipowatosci gruczolakowatej jelita (FAP
- Familial Adenomatous Polyposis), ktora moze przeksztalci¢ si¢ w raka jelita
grubego nalezacego do nowotworéw wykazujacych niestabilno§¢ chromoso-
moéw 12 Do czynnikéw socjoekonomicznych i srodowiskowych, ktére majg
wplyw na ryzyko rozwinigcia nowotworu naleza: niska aktywnos¢ fizyczna,
nieodpowiednia dieta, palenie papieroséw oraz otylos¢. W przypadku diety,
szczegdlne znaczenie ma duze spozycie duszczéw, zwlaszeza zwierzecych, czer-
wonego migsa oraz soli, przy jednoczesnym niskim spozyciu warzyw i owo-
cow 3. Wszystkie z wymienionych czynnikéw §rodowiskowych wplywaja na
funkcjonowanie mikrobioty jelita grubego, mogac prowadzi¢ do jej dysbiozy,

a ta potencjalnie moze bra¢ czynnikiem patofizjologicznym raka.
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4. Charakterystyka mikrobiomu raka jelita grubego, jej dysbioza
i udzial w patogenezie raka jelita grubego

Jelito grube jest odcinkiem przewodu pokarmowego z najliczniejszym
i najbardziej aktywnym zespotem mikroorganizméw. Mikrobiota jelita grube-
go niezbedna jest do przeprowadzania proceséw metabolicznych, proliferacyj-
nych oraz immunologicznych. W sktad flory jelitowej wchodzg gtéwnie bak-
terie (bezwzglednie beztlenowe, tlenowe i wzglednie tlenowe), ale tez wirusy,
archeony oraz organizmy eukariotyczne ", Mikrobiota jelitowa produkuje
wiele substancji chroniacych nas przed rozwinigciem choroby. Sa to miedzy
innymi: kwas mlekowy, nadtlenek wodoru, kwas mastowy . Fizjologicznie,
w opisywanym narzadzie dominujg bakterie probiotyczne, jednak wymie-
nione w powyzszym podrozdziale czynniki srodowiskowe moga oddziatywa¢
negatywnie na nasza mikroflore, doprowadzajac do jej dysbiozy. Bakterie za-
siedlajace jelito grube moga bra¢ udziat w rozwoju i progresji raka jelita gru-
bego poprzez reakeje zapalne, uszkodzenia DNA oraz produkeje metabolitéw
wplywajacych zaréwno pozytywnie, jak i negatywnie na progresj¢ nowotworu
151 Badania ©'*" sugeruja, ze analiza réznorodnosci i wystgpowania poszcze-
gblnych gatunkéw ma potencjal jako metoda diagnostyczna, migdzy innymi
ze wzgledu na to, ze obserwowane sa réznice w sktadzie mikroflory jelitowej
pomiedzy osobami chorymi na raka, a osobami zdrowymi. Niewatpliwe jed-
nym z ograniczen tej metody jest fakt, ze mikrobiom jelita grubego charakte-
ryzuje si¢ duza zmiennoscig migdzyosobnicza. Najczgdciej stosowanym mate-
riatem w analizie skfadu mikrobioty jest kal, jednak niektérzy wykorzystuja
takze $luz pobierany ze $wiatta jelita. Sdnchez-Alcoholado et al., przytaczajac
wyniki uzyskane przez innych, pisza, ze u pacjentéw z CRC obserwuje si¢
zmniejszong réznorodno$¢ organizméw oraz ich dysbioz¢. Zmniejszony jest
takze odsetek bakterii komensalnych produkujacych kwas mastowy na rzecz
oportunistycznych bakterii prozapalnych [>1¢7). Obserwuje sie zwickszong
liczebno$¢ szczepbéw: Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum, Peptostrep-
tococus, Enterococus faecalis, Escherichia coli, Shigella, and Streptococcus galloly-
ticus i zmniejszong: Faecalibacterium, Blautia, Clostridium, Bifidobacterium
i Roseburia ). Inne badanie, réwniez zauwaza korelacje pomiedzy wystepo-
waniem CRC, a dysbioza szczepdw: Streprococcus bovis, Bacteroides fragilis
i Fusobacterium nucleatum "®. Villéger et al. réwniez przytaczaja wyniki badani
wskazujace na wystgpowanie dysbiozy. Zwigkszona byta w nich obfito$¢ ro-
dzaju: Fusobacterium, Parvimonas, Gemella i Leptotrichia (zwhaszcza w poczat-

kowym stadium) oraz Escherichia coli i Pseudomonas veronii "), Ten sam autor
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zwraca uwagg na roznice wystepujace w charakterze dysbiozy w zaleznosci
od stopnia zaawansowania nowotworu oraz jego lokalizacji. Zaobserwowali
to réwniez Corredoira et al. w badaniu z 2017 roku poréwnujacym CRC
przy zakazeniu Clostridium septicum (CS) oraz Streptococcus gallolyticus (SGG),
ktérego wyniki wskazywaly na to, ze rak jelita grubego kojarzony z SGG zlo-
kalizowany jest zazwyczaj w jelicie dystalnym i odbytnicy, natomiast rak ko-
jarzony z CS znajduje si¢ w prawym jelicie. Ponadto, zwigkszona ilo$¢ SGG
wykrywana byla we wczesnym stadium raka. Charakterystyka dysbiozy moze
by¢ inna réwniez w zaleznosci od fenotypu raka lub obecnych zmian moleku-
larnych. Dla przykladu bakteria E.coli produkujaca kolibaktyne jest bardziej
charakterystyczna dla pacjentéw ze stabilnymi mikrosatelitami, natomiast
F. nucleatum i E.coli nie produkujaca kolibaktyny dla raka z niestabilnoscia
mikrosatelitarng "?. Z uwagi na zauwazone réznice w skladzie mikrobioty
jelitowej zaczeto szukaé zwiazku miedzy dysbioza, a patogeneza raka jelita
grubego. Jedna z teorii méwi o tym, ze przewlekly stan zapalny jelita moze
powodowa¢ ekspansj¢ mikroflory jelitowej, ktéra z kolei moze potggowaé
stan zapalny, co wplywa na indukcj¢ onkogenezy ?!. Dodatkowo uwaza sig,
ze baketerie jelita grubego moga by¢ zaangazowane w nowotworzenie poprzez
aktywacje szlaku NF-kB, IL-17A, oddzialywanie na E-katheryne i co si¢ z tym
faczy, szlak Wnb/B-katenina. Przyktadami takich organizméw sa F.nucleatum
oraz B.fraglis, ktére pobudzaja szlak Wnb/B-katenina lub wplywaja na NF-kB
zwickszajac produkeje cytokin. F.nucleatum dokonuje tego za pomocy cza-
steczki FadA 1%, natomiast B. fragilis przy wykorzystaniu toksyny metalopro-
teasowej BFT 2. Dodatkowo F.nucleatum ma zdolno$¢ hamowania komérek
NK [617 Baterie mogg tez produkowa¢ endotoksyny, przykladem jest E.coli,
ktdra poprzez wplyw na produkeje kolibaktyny uszkadza gen APC !,
Opracowane zostaly réwniez modele hipotetyczne thumaczace role drob-
noustrojéw w patogenezie CRC. Najpopularniejsze z nich to model “Alpha-
-Bug” i “driver-passenger”. Model “Alpha-Bug” zaklada istnienie bakterii, kté-
re biora udzial w rozwoju raka bezposrednio, jak i posrednio poprzez indukeje
Sluzowej obrony immunologicznej i komérek nablonka, co przyczynia sig
do onkogenezy oraz wypychania ze §rodowiska organizméw obronnych 1.
Do organizméw z opisywanej grupy mozna zaliczy¢ Bacteroides fragilis, Ente-
rococcus faecalis, Streptococcus bovis i Escherichia coli "®*!. Drugi z wymienio-
nych modeli zostal zaproponowany przez Tjalsma et al. Opiera si¢ na istnie-
niu “kierowcy” - organizmu, ktdry wystepuje lokalnie w jelicie grubym oraz
“pasazera”, ktérym zazwyczaj jest bakteria oportunistyczna. Rolg “kierowcy”
(np. Enterococcus faecalis V) jest produkcja substancji uszkadzajacej material
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genetyczny orazindukcja proliferacji “pasazera” (np. Streprococcus gallolyticus™,

Fusobacterium spp. *?), ktéry posredniczy w onkogenezie ¢,

Nieprawidtowy styl zycia

Zmniejszony odsetek bakterii komensalnych (np. Faecalibacterium, Bifidobacterium) na rzecz
bakterii oportunistycznych (np. Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum, Escherichia
coli)

Produkcja
drugorzedowych
kwasow zotciowych,
zwigzkow N-
nitrozowych i kwasu
siarkowego

Aktywacja szlaku NF -
kB

Oddziatywania na szlak

Uszkodzenia DNA np.
genu APC

Stres oksydacyjny

Wnb/p - katenina

Progresja nowotworu

Rycina 1. Dysbioza jelita grubego i jej wplyw na rozwdj raka jelita grubego [opracowanie
wihasne].

5. Réine podejscia w wykorzystaniu dysbiozy jelitowej
w wykrywaniu raka jelita grubego

Obecnie nie ma sprecyzowanego kierunku rozwoju badari nad biomar-
kerami bakteryjnymi. Mozna si¢ spotka¢ z kilkoma podejsciami, ktére przed-
stawione zostang w dalszej czgéci pracy. Sa to np. faczenie testu FIT z analiza
mikrobioty oraz analiza stosunkéw lub ilosci DNA danych mikroorgani-
zméw. Brakuje takze wystandaryzowanej metody pobierania materialu oraz
oznaczania potencjalnych biomarkeréw. Do badan wykorzystuje si¢ gléwnie
stolec, $luz jelitowy, krew oraz fragmenty tkanek. Z kolei oznaczanie marke-
ré6w bakteryjnych odbywa si¢ zazwyczaj za pomoca sekwencjonowania 16S
rRNA, ktére uwazane jest za zloty standard ze wzgledu na swoja uniwersal-
nos$¢ i niezmienno$¢ petnionej funkcji . Metoda ta nie jest jednak w stanie
oceni¢ catego mikrobiomu oraz ma ograniczenia w ocenie interakcji moleku-
larnych miedzy gospodarzem, a drobnoustrojem oraz pomig¢dzy dwoma drob-

[24

noustrojami Y. W badaniach mozna wykorzystywa¢ takze metagenomike,

ktéra pozwala na taksonomiczng klasyfikacje wszystkich mikroorganizméw
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obecnych w danej prébee i w zakresie dostarczania informacji dotyczacych

24 Popularna jest tak-

ckosystemu przewyzsza sekwencjonowanie 16S rRNA
ze technika PCR. Mimo braku ujednolicenia, wykonane do tej pory badania
daly nadziej¢ na przysztosé. W jednej z prac w ktérej polaczono metode FIT
z oceng sktadu mikroflory przy wykorzystaniu modelu losowego lasu, wykry-
walno$¢ nowotworu wzrosta z 75% (dla samego FIT) do 91,7%. Zwickszona
skuteczno$¢ zaobserwowano réwniez w przypadku gruczolakéw, gdzie wyni-
ki prezentowaly si¢ odpowiednio: 15,7% i 45,5%. Wynika z tego, ze pola-
czenie tych dwéch badari moze by¢ pomocne w wykrywaniu poczatkowych
stadiéw onkogenezy. Nalezy jednak nadmieni¢, ze zwigkszona czuto$¢ mode-
lu wykorzystujacego mikroorganizmy wigzala si¢ ze zmniejszona swoistoscia
w poréwnaniu do FIT, odpowiednio 90,1% i 97,1%. Zastosowanie algoryt-
mu losowego lasu pozwolito na identyfikacj¢ populacji bakteryjnych pomoc-
nych w rozréznieniu osoby zdrowej od chorej. Zauwazono zwigkszong ilo§¢
patogenéw nalezacych do Fusobacterium, Porphyromonas, Peptostreptococus,
Gemella, Parvimonas, i Prevotella. Autorzy podkredlili takze, ze ze wzgledu
na duza réznorodno$¢ miedzyosobnicza i polibakteryjng etiologi¢ choroby
pojedynczy mikroorganizm nie bedzie w stanie pelni¢ roli biomarkera. Inne
podejécie zaprezentowali EkISf et al. ktérzy stosujac metode real-time PCR
w badaniu kohortowym skupili si¢ na E.coli produkujacej kolibaktyng, adhe-
rencyjnej E.coli (DAEC) oraz F.nucleatum. Uwaza si¢, ze F.nucleatum z uwa-
gi na dzialanie wspomniane we wcze$niejszej czgsci pracy, moze bra¢ udziat
w przeksztalcaniu gruczolakéw w raki "8l Z kolei zwigkszona obecnos¢ E. co-
i moze obciazy¢ watrobe i indukowa¢ komérki do procesu kancerogenezy
281 a produkowana przez nie genotoksyna, czyli kolibaktyna, powodowala
peknigcia podwéjnej helisy DNA w komérkach nablonka jelit prowadzac do
czgstszych mutacji genowych ). Wyniki badania pokazaly, ze gen c/bA wyko-
rzystywany do wykrycia szczepu E.coli produkujacego kolibaktyng moze by¢
potencjalnym markerem dla zmian wezesnych, a jego czuto$¢ wynosi 56,4%.
Czutos¢ dla F.nucleatum wynosita 69,2%, natomiast wyniki dla genu afaC
stuzacego do identyfikacji DAEC nie byly statystycznie istotne. Wykonano
réwniez probe, nazwang testem CAMA (Cancer Associated Microbial Altera-
tions), ktéra faczyla zmiany clbA oraz F.nucleatum. Czulo$¢ testu wynosita
84,6% i zwigkszyla si¢ jeszcze bardziej (do 89,7%) przy dodatkowym polacze-
niu z badaniem na krew utajona. Autorzy sugeruja takze, ze analiza mikrobio-
ty moze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji 0séb stanowiacych grupe zwigkszone-
go ryzyka rozwinigcia CRC . Nie jest to jedyna praca, w ktdrej wykrywanie
obecnosci kilku drobnoustrojéw na raz cechowalo si¢ zwigkszona czuloscia
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i swoisto$cia. Inny model zakladal polaczenie pigciu markeréw: Peprostrep-
tococcus stomatis, Clostridium symbiosum, Hungatella hathewayi, Parvimonas
micra i Gemella morbillorum. Czulo$¢ i swoisto$¢ wynosily odpowiednio 0.97
i 0.93 dla populacji chinskiej B%. Dobre wyniki obserwowano réwniez dla
polaczenia Parvimonas micra z F.nucleatum i E.coli produkujacej kolibakty-
ne b1

rze to badania stosunkéw miedzy bakteriami “dobrymi”, a “szkodliwymi”.

I. Kolejne podejscie z jakim mozemy si¢ spotka¢ w aktualnej literatu-

W badaniu kohortowym przeprowadzonym przez Guo et al. zbadano stosu-
nek F.nucleatum do bakterii probiotycznych z rodzaju Faecalibacterium prau-
snitizii, Lactobacillus i Bifidobacterium wykorzystujac sekwencjonowanie 16S
tRNA oraz real-time PCR. Grupy, dla ktérych wykonano préby to: osoby
zdrowe, pacjenci z nowotworem niepochodzacym z przewodu pokarmowego,
pacjenci z fagodnymi chorobami jelita grubego oraz pacjenci z rakiem jelita
grubego. 1lo$¢ F.prausnitizii i Bifidobacterium byta zmniejszona u pacjentéw
z CRC oraz u pacjentéw z fagodnymi zmianami w poréwnaniu do grupy oséb
zdrowych i z nowotworami nie pochodzacymi z przewodu pokarmowego.
W przypadku Lactobacillus nie zauwazono réznicy pomiedzy CRC, a pozosta-
tymi grupami. Stosunek F.nucleatum do F.prausnitizii byt wyzszy u pacjentéw
ze zmianami tagodnymi i CRC, natomiast stosunek F.nucleatum do Bifido-
bacterium w CRC byl zwickszony w poréwnaniu do wszystkich pozostalych
grup. Autorzy wywnioskowali, ze stosunek F.nucleatum do bakterii probio-
tycznych ma dobre wlasciwosci diagnostyczne, dokladniej méwiac polacze-
nie stosunkéw Fnucleatum do F.prausnitizii i Bifidobacterium moze by¢ sto-
sowane jako wysoko czuly i swoisty marker w wykrywaniu I stadium CRC.
W innym badaniu dotyczacym wartoéci diagnostycznej stosunkéw bakterii
probiotycznych zasugerowano, ze Firmicutes do Bacteroidetes moze by¢ mar-
kerem dysbiozy w zmianach przedrakowych . Na podstawie przedstawio-
nych informacji mozna zauwazy¢, ze szczeg6lnym zainteresowaniem wsréd
badaczy cieszy si¢ bakteria powszechnie bytujaca w jamie ustnej - F. nucela-
tum. Jest to zwigzane prawdopodobnie z obserwacjami dotyczacymi zwigksze-
nia jej udzialu w mikrobiomie jelita zaatakowanego przez nowotwér w wigk-

3. Ponadto niektdrzy uwazaja, ze F. nucleatum moze by¢

sz0$¢ przypadkéw |
takze traktowana jako negatywny wskaznik prognostyczny '3, B. fragilis
jest utozsamiana z podobng zalezno$cia, natomiast jako przyklad prawdopo-

dobnego markera pozytywnego mozna uznaé¢ F prausnitizii ).
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6. Zastosowanie metabolitéw bakterii jelitowych jako biomarkeréw
w diagnostyce raka jelita grubego

Nieprawidiowa dieta i inne czynniki srodowiskowe

Zwigkszona produkcja
drugorzedowych kwasdéw
zotciowych

Zwigkszona produkcja Zwiekszona produkcja kwasu
zwigzkéw N-nitrozowych siarkowego

. e Zwieks t
Zahamowanie receptora FXR Alkalizacja DNA WIS KON SHES

oksydacyjny

Zwiekszona proliferacja

kolonocytéw

Rycina 2. Wplyw wybranych metabolitéw bakteryjnych na procesy zwiazane z onkogeneza
[opracowanie whasne].

Druga droga w poszukiwaniu nowych nieinwazyjnych metod diagnosty-
ki raka jelita grubego, moze by¢ wykorzystywanie metabolitéw bakteryjnych,
ktére moga mie¢ wplyw zaréwno pro- jak i antyonkogeny. Badanie ilo$cio-
we metabolitéw bakteryjnych pozwala na okreslenie aktywnosci mikrobiolo-
gicznej oraz interakcji gospodarz-mikrobiom "%, U 0séb z dieta zbilansowa-
na, podstawowymi produktami trawienia bakteryjnego sa kwasy organiczne,
szczegdlnie krétkotaricuchowe kwasy thuszczowe (SCFA), natomiast u osob,
ktérych dieta nie nalezy do zbalansowanych produkowane sa réwniez zwiazki
proonkogenne takie jak: drugorzedowe kwasy zélciowe, zwiazki N-nitrozo-
we oraz kwas siarkowy ", Kwasy zélciowe hamujg receptor FXR (Farnesoid
X Receptor), co prowadzi do zwigkszonej proliferacji kolonocytéw. Zwiazki
N-nitrozowe mogg alkalizowaé DNA, a ilo$¢ bakterii, ktéra je produkuje jest
potegowana przez spozywanie czerwonego migsa. Z kolei kwas siarkowy moze
hamowa¢ oksydacj¢ maslanu i wywolywa¢ stres oksydacyjny !¢l Obecnie du-
zym zainteresowaniem cieszg si¢ SCFA, w ktdrych widzi si¢ potencjal biomar-
kerowy. SCFA uwazane sa za zwiazki antyonkogenne, dzi¢ki swoim whasciwo-

$ciom chronigcym blong jelitowa. Szczegélnie wazny jest kwas mastowy, ktory
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dodatkowo indukuje IL-18 i obniza pH katu, dzi¢ki czemu hamuje prolife-
racj¢ patogenéw i komérek nowotworowych oraz pobudza apoptozg. Uwa-
za si¢, ze zmniejszona ilo§¢ SCFA powiazana jest ze zwigkszonym ryzykiem
raka jelita grubego . Kolejnym potencjalnym biomarkerem sa lokalne lotne
zwiazki organiczne, nazywane réwniez VOC (Volatile Organic Compound),

ktére sq produkowane podczas fermentacji, a nastgpnie dostajg si¢ do moczu
i katu 4,

7. Whnioski

Celem pracy bylo przedstawienie informacji na temat wykorzystywania
bakeerii kolonizujacych jelito grube jako potencjalnych biomarkeréw raka
jelita grubego. Poniewaz jest to tematyka stosunkowo nowa, proponowane
sa rézne podejscia zawierajace w sobie migdzy innymi polaczenie analizy mi-
krobiologicznej z istniejacymi juz metodami nieinwazyjnymi, traktowanie
raka jelita grubego jako choroby polibakteryjnej, czy tez sprawdzanie stosunku
pomiedzy bakteriami probiotycznymi, a tymi, ktére uwaza si¢ za ,,szkodliwe”.
W skrécie oméwiono réwniez inny kierunek badan, czyli potencjalne wyko-
rzystanie metabolitéw bakteryjnych w diagnostyce. Przedstawione w pracy
analizy daja nadziej¢ na opracowanie nowej metody nieinwazyjnej, jednak za-
nim do tego dojdzie, pewne ograniczenia powinny by¢ pokonane. Pierwszym
z nich jest brak wspélnego typu i sposobu pobierania prébki oraz jej iloci.
Kolejnym problemem jest brak wystandaryzowanej metody badania prébek.
W opisanych pracach wykorzystywano najczesciej sekwencjonowanie 16S
rRNA, ale takze badania PCR. O tym, dlaczego ujednolicona metoda analizy
jest wazna $wiadczy fake, ze jeden z autoréw nadmienit, ze zawarto$¢ procen-
towa DNA patogenéw byla rézna dla prébki badanej ilosciowym PCR i PCR

221 Ograniczeniem jest takze miedzyosobnicze zréi-

W czasie rzeczywistym
nicowanie mikroflory bakteryjnej, ktérej sklad zalezny jest plei, wieku, diety,
stylu zycia, stosowanych lekéw oraz pochodzenia etnicznego i geograficznego.
Z tego powodu badania zajmujace si¢ analiza ilosciowa poszczegélnych gatun-
kéw u 0séb zdrowych i chorych czgsto dawaly inne wyniki. Istnieje ryzyko,
ze takie réznice wplyng na nieprawidtowe doszukiwanie si¢ korelacji pomie-
dzy mechanizmem dziatania danego patogenu, a jego mozliwego wplywu na
powstawanie i rozwéj raka jelita grubego. Dodatkowo, ci¢zko bedzie przez to
znalez¢ jeden uniwersalny marker i potencjalnie wymagane bedzie opraco-
wanie osobnych standardéw dla poszczegélnych populacji. Podsumowujac,

mikrobiota jelita grubego oraz zwiazki przez nia produkowane moga zosta¢
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potencjalnymi biomarkerami dla raka jelita grubego, lub stanéw przedrako-

wych, ale wymaga to jeszcze wielu badan i ustandaryzowanej metodologii.
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Sylimaryna w leczeniu i zapobieganiu
raka watrobowokomérkowego

Wojciech Dobczyfiski, Eliza Barczyk, Joanna Baczyk,
Katarzyna Grudnik, Anna Krakowczyk, Dariusz Kucias

Studenckie Koo Naukowe przy Katedrze i Zakladzie Biofizyki im. prof. Zbigniewa Religi,
Wydzial Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt: Rak watrobowokomoérkowy jest jednym z najcigzej rokujacych w przebiegu no-
wotwordw pierwotnych, a piecioletnia przezywalno$¢ szacowana jest na mniej niz 20%. Wy-
wodzacy si¢ z hepatocytéw nowotwdr stanowi wigkszos¢ nowotwordw ztosliwych watroby.
Ostropest plamisty byt wykorzystywany juz w czasach starozytnych w celach zdrowotnych,
a najnowsze badania z zakresu medycyny i dietetyki potwierdzaja pozytywne dzialanie lekéw
i ekstraktow bazujacych na wyciagu z tej rosliny. Dzisiaj wykorzystuje sie wlasciwosci tej rosliny
do leczenia choréb watroby takich jak: przewlekle i wirusowe zapalenie watroby, marskos¢
watroby, czy uszkodzenia spowodowane toksynami. Pozytywny wplyw na kondycj¢ watroby
chroniacy przed widknieniem potencjalnie zapobiega uszkodzeniom, co minimalizuje szanse
na wystapienie marskosci watroby lub raka watrobowokomoérkowego. Sylimaryna wykazuje
whasciwosci pozadane do leczenia nowotworowego, wplywa na biatka proapoptotyczne, szlaki
apoptotyczne i zapobieganie przerzutom nowotworowym. Uzycie sylimaryny z innymi lekami
przeciwnowotworowymi jak np.: sorafenib, lenwatynib, karwedylol, doksorubicyna zmniejsza
toksyczno$¢ terapii, a takze zwigksza skuteczno$é terapii.

Stowa kluczowe: ostropest plamisty, rak watrobowokomérkowy, sylimaryna, sylibina,
widknienie

Abstract: Hepatocellular carcinoma is one of the bad prognostic primary cancers and the five-
year survival rate is estimated at less than 20%. Hepatocyte-derived tumors account for the
majority of liver malignancies. Milk thistle has benn used in ancient times for health purpos-
es and the latest research in the field of medicine and dietetics confirms the positive effects
of drugs and extracts based on the extract of this plant. Today, the properties of this plant
are used to treat liver diseases such as chronic and viral hepatitis, cirrhosis or damage caused
by toxins. The positive effect on the condition of the liver protecting against fibrosis, poten-
tially prevents damage, which minimizes the chances of cirrhosis or hepatocellular carcinoma.
Silymarin has properties desirable for cancer treatment, affects pro-apoptotic proteins, apop-
totic pathways and prevents cancer metastasis. The use of silymarin with other anticancer drugs,
such as: sorafenib, lenvatinib, carvedilol, doxorubicin reduces the toxicity of therapy and in-
creases the effectiveness of therapy.

Keywords: milk thistle, hepatocellular carcinoma, silymarin, silybin, fibrosis.
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1. Wstep

Rak watrobowokomoérkowy (ang. hepatocellular carcinoma) (HCC) jest
najczedciej wystepujacym nowotworem watroby. Jest takze jednym z naj-
czgéciej wystepujacym nowotworem i druga najczestsza przyczyng zgondw
zwiazanych z rakiem na $wiecie ). Nowotwor ten podlega leczeniu przez
chirurgiczna resekcje, przeszczepy, terapi¢ ukierunkowana na watrobe lub
ogdlnoustrojowa. Najskuteczniejsza metoda jest leczenie chirurgiczne, jednak
tylko 15% pacjentéw kwalifikuje sie do tego typu leczenia . Do najczest-
szych czynnikéw ryzyka wystgpowania naleza: WZW B, WZB C, marskos¢
watroby, stluszczenie watroby, cukrzyca, uzaleznienie od alkoholu, niealko-
holowe sttuszczenie watroby oraz narazenie na zwiazki zawarte w pozywieniu:
aflatoksyny i kwas arystocholowy P\ Innymi czynnikami mogg by¢ przewlekle
choroby watroby, takie jak: przewlekta choroba drég zétciowych, genetyczne
lub metaboliczne choroby watroby. Jednak szacuje sig, ze tylko od 5 do 10%
przypadkéw HCC jest przez nie spowodowana . Uwaza si¢, ze HCC rézni
si¢ od innych pierwotnych nowotworéw zlosliwych, poniewaz na rokowanie
ma wplyw réwniez stan i podstawowe czynnosci watroby. Wyniki leczenia za-
leza od anatomii, stopnia zaawansowania marskosci watroby i ogélnej kondy-
cji watroby, a pigcioletnie przezycie pacjenta szacuje si¢ na mniej niz 20% b,

Udokumentowane zastosowanie owocow Silybum marianum w medycy-
nie nazywanego ostropestem plamistym pochodza z czaséw IV wieku p. n. e.,
kiedy byly stosowane w leczeniu skutkéw po ukaszeniu weza . W okresie
renesansu nastapito ponowne zastosowanie tej roéliny w celu leczenia cho-
r6b ukladu pokarmowego . Sylimaryna to standaryzowany ekstrakt otrzy-
mywany z suszonych owocéw ostropestu plamistego zawierajacych od okoto
70% do 80% komplekséw sylimaryny, a resztg stanowia nieokreslone frakgje,
zawierajace gléwnie inne zwiazki polifenolowe. Ta inwazyjna roslina jedno-
roczna pierwotnie wystepowata w basenie Morza Srédziemnego, ale obecnie
wystepuje na wszystkich kontynentach — przez to jest szeroko dostgpna .

2. Sylimaryna

Odkrycie w 1968 roku funkgeji antytoksycznych i ochronnych dla wa-
troby rozpoczelo stosowanie wyciagéw z ostropestu plamistego. Z poczatku
uwazano, ze jest jedynym gléwnym zwiazkiem aktywnym, jednak przecigtny
skfad ekstraktu z tej rodliny zawiera m.in.: sylibing, izosilibing, sylidianine,

sylikrystyne, izosylikrystyng, taksyfoling oraz inne flawonidy.
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Tabela 1. Przedstawia udzial procentowy zwiazkéw wchodzacych w skfad sylimaryny [opraco-

wanie wlasne]®,

Nazwa zwiazku Udzial procentowy [%]
Sylibina 60-70

Sylikrystyna 20

Sylidianina 10

Izosylibina 5

Taksyfolina 1

Grupa zwiazkéw posiada wlasciwosci przeciwzwloknieniowe, przeciwzapalne
i hepatoprotekceyjne, co jest szczegdlnie wazne zaréwno w zapobieganiu wy-
stgpowania HCC jak i w potencjalnym leczeniu . Ze wzgledu na powyzsze
wihadciwodci

Ekstrakt sylimaryny otrzymuje si¢ w wyniku sprasowana owocéw,
w trakcie ktérego dochodzi do pozbycia sig lipidéw. Nastepnie gtéwny sklad-
nik zostaje wyekstrahowany przy uzyciu rozpuszczalnikéw organicznych,
gléwnie: acetonu, metanolu, etanolu lub octanu etylu i nastgpuje druga eks-
trakcja lipidéw i zanieczyszezen, czego efektem koricowym jest otrzymanie

sylimaryny 1%,
3. Zapobieganie HCC

Przewlekle choroby watroby CLD (ang. chronic liver disease) s3 jedng
z gléwnych przyczyn zachorowalnosci i $miertelnosci mogace przejs¢ w mar-
sko$¢ watroby lub raka watrobowokomérkowego 'l. Zdolnos¢ do obnizenia:
podwyzszonego stezenia enzyméw watrobowych (aminotransferaza alanino-
wa ALT i aminotransferaza asparaginianowa AST), stresu oksydacyjnego, za-
pobiegania aktywacji komérek gwiazdzistych watroby i aktywacji komérek
Kupffera zmniejsza uszkodzenia oksydacyjne, zwléknienie i stany zapalne.
W warunkach in vitro sylibinina jest silnym zmiataczem reaktywnych form
tlenu takich jak: aniony hydroksylowe, nadtlenowe oraz kwas podchlorawy
w réznych ukladach modelowych jak: mikrosomy watroby szczura, ludzkie
plytki krwi, leukocyty, komérki srédblonka, erytrocyty i fibroblasty. Sylima-
ryna hamuje peroksydacje lipidéw, co zmniejsza ilo§¢ powstajacych wolnych
rodnikéw, a takze stymuluje syntezg bialek i fosfolipidéw w hepatocytach.
Te whasciwosci chronia komoérki watroby przed uszkodzeniami poprzez stabi-
lizacje blony komérkowej oraz zmniejszenie jej przepuszczalnosci "%, a syn-
teza biatek hepatoprotekcyjnych zmniejsza syntezg zapalnych prostaglandyn

272



W. DOBCZYNSKI, E. BARCZYK]1, J. BACZYK, K. GRUDNIK, A. KRAKOWCZYK, D. KUCIAS

i leukotrienéw 3. Korzystny wplyw sylimaryny na stalo$¢ blon komérko-
wych pozwala na utrzymanie optymalnego stezenia glutationu, kedre jest spo-
tegowane poprzez zwickszenie dostgpnosci cysteiny niezbednej do jego syn-
tezy . Aby uzyska¢ efekt przeciwwléknieniowy nalezy stosowaé sylimaryne

w dawce 140 mg trzy razy dziennie przez 6-12 miesigcy "',

4. Leczenie HCC

W ocenie skutecznosci potencjalnej terapii przeciwko HCC mierzy si¢
poziom proliferacji linii komérkowej HepG2 (linia komérkowa ludzkiego
raka watroby). Test MTT (metoda kolorymetryczna) przy podazy sylimaryny
w dawkach: 50, 75, 100 i 200 [pg/ml] wskazywal na wzrost hamowania popu-
lacji komérek HepG2. Zwigkszenie dawki do 200 pg/ml warunkowalo okoto
80% stagnacje proliferacji. W komérkach HepG2 traktowanych dawkami
50 i 75 pg/ml nastgpowata indukcja apoptozy odpowiednio 14% i 42%,
a odsetek jader apoptycznych wynidst dla prob kolejno 22% i 59%. Syli-
maryna wykazuje wplyw na regulacj¢ cyklu komérkowego komérek HepG2,
o czym $wiadczy znaczaco zwigkszony odsetek komoérek z obnizona warto-
$ciag DNA po 24 godzinnej inkubacji z porcjami 50 i 75 pg/ml. Wzgledem
préby kontrolnej dla 50 pg/ml byt to wzrost o 40,78%, a dla 75 pg/ml bylo
to 61,06% 1.

Cytochrom C jest jednym z gléwnych czynnikéw apoptotycznych. Ist-
nieje korelacja migdzy potencjatem blony mitochondrialnej, a mozliwoscia

[15,16

przenikniecia cytochromu do cytozolu i rozpoczecia apoptozy !> 6. Sylimary-
na depolaryzuje potencjal blony mitochondrialnej, przez co zwigksza uwalnia-
nie cytochromu C. Sylimaryna zwigksza ekspresje biatek proapoptotycznych:
p53, Bax i kaspaze-3, z jednoczesnym zmniejszeniem pozioméw biatek an-
tyapoptotycznych: Bcl-2 i surwiwiny ") Badania sugeruja przeciwprzerzu-
towe wlasciwosci sylimaryny poprzez hamowanie ekspresji biatka CXCR-4
i modulacj¢ poziomu biatka Slit-2/Robo-1 w zaleznosci od dawki. Receptor
CXCR-4 jest najczestszym receptorem chemokin, wykazujacy wysoki poziom
ekspresji w wielu typach nowotwordéw odgrywajac szczegélnie wazng role
w neowaskularyzacji biorac udziat w inwazji raka, progresji i przerzutach 7).
Inng linig komérkowa HCC jest Huh7, a jak dowiedli Yassin i wspét-
pracownicy niezaleznie czy komérki zostaly poddane ekstraktowi z Silybum
marianum, sylimaryny czy sylibininy dochodzito do znacznego spadku wzro-
stu komérek Huh?7. Mozliwo$¢ regulacji zaréwno linii HepG2 oraz Huh7

wskazuje na szerokie spektrum dzialania sylimaryny '8,
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HCC wykazuje opornos$¢ na apoptozg, w ktdrej posredniczy receptor
DR5 MW szlaku TRAIL dochodzi do jednej lub wigkszej liczby zmian
w obrebie receptora DR5, przez co proces ten nie jest aktywny. Traktowa-
nie komérek HCC sylibining znacznie zwigkszylo liczbe transkryptéw DR5
i TRAIL, w tym przypadku zwickszajac aktywnos¢ kaspazy-3 i kaspazy-8,
co potwierdzito aktywacj¢ zewnetrznego szlaku apoptozy. Na mysim modelu
podaz sylibininy, w dawce 700 mg/kg masy ciata, podawana przez 5 dni w ty-
godniu (w 4 tygodniowym cyklu), poskutkowala trzykrotnym zmniejszeniem
wzglednej wielkosci guza wzgledem zwierzat nieleczonych. Podczas autopsji
odnotowano réwniez trzykrotne zmniejszenie masy i objetosci guza 2.

Badanie in-vivo na szczurach wykazalo, ze podawanie sylimaryny zwierze-
tom znacznie zmniejszylo ilo$¢ i wielko$¢ guzéw watroby wzgledem nieleczo-
nych chorych osobnikéw. Dodatkowo zwierz¢ta poddane terapii odnotowaly
znaczny wzrost aktywnosci SOD i CAT i GSH co potwierdza hepatopro-
tekcyjne dziatanie sylimaryny nawet w przypadku choroby nowotworowe;.
W badaniu histopatologicznym watroba osobnikéw chorych ulegata zmia-
nom strukturalnym. Zmiany naciekaly na naczynia watroby, a same komérki
byly zréznicowane. W grupie traktowanej sylimaryna, wykazano niewielka
ilo§¢ transformowanych nowotworowo komérek i hepatocytéw, ktére byly
bardziej zblizone morfologicznie do komérek zdrowych 121,

5. Sylimaryna i sorafenib

Sorafenib jest jednym z lekéw zatwierdzonych m.in. przez Amerykan-
ska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw do leczenia pacjentéw z zaawansowanym
HCC 2. Lek ten jest inhibitorem wielu kinaz, ktory dziala na szlaki RAF
i VEGD poprzez hamowanie proliferacji i angiogenezy w kilku modelach no-
wotworéw 1. Pomimo posiadania wlasciwosci przeciwnowotworowych, te-
rapia tym lekiem jest daleka od skutecznej. Sylibina z sorafenibem jest wysoce
synergistycznym pofaczeniem hamujacym proliferacja komérek HCC. Sylibi-
na wzmacnia przeciwnowotworowe dzialania sorafenibu i zmniejsza jego tok-
sycznos$¢ 2. Leczenie skojarzone sylibining (200 pM) i sorafenibem (10 pM)
spowodowalo apoptozg 56,3% wszystkich komérek HCC, w przypadku, gdy
osobne traktowanie sylibining 18,4%, a sorafenibem 27,4%. Analiza Western
Blot ukazata, iz dodatkowo zmniejszyt si¢ poziom stezenia bialek antyapopto-
tycznych, w tym Mcl-1 i Bcl-2. Podczas badania, na mysim modelu mierzono
mas¢ ciata myszy i objeto$¢ guza w dniach: 3, 7, 10, 14. Polaczenie podawania
sylibininy (200mg/kg) i sorafenibu (200 mg/kg) spowodowalo 67% regresj¢
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Rycina 1. Na rycinie przedstawiono hamujace wzrost dziatanie geficynibu lub sylibininy
w komérkach raka watrobowokomérkowego (HCC). A i B: linie komérkowe Huh7, Huh-
-BAT, HepG2, SNU475 i SNU761 HCC hodowano w pozywce zawierajacej 5% plodowej
surowicy bydlecej (FBS) i traktowano gefitynibem (A, po lewej), sylibining (A, po prawej) lub
dwa w polaczeniu (B) przez 72 godz. Otrzymang zywotno$¢ komérek okreslono stosujac test
z bromkiem 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowym (MTT). C i D: Polaczone
dziatanie gefitynibu (1 uM) i sylibininy (100 uM) w komérkach SNU761 (C) i Huh-BAT (D)
mierzono za pomoca testu MTT. Wartosci CI <1, 1 i >1 wskazuja odpowiednio na synergizm,

efeke addytywny i antagonizm. G, gefitynib; S, sylibinina; G+S, gefitynib-+silibinina ).
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guza, kiedy dla leczenia osobnego w przypadku sylibininy wyniosta ona 25%,
a dla sorafenibu 35%. Do potwierdzenia mechanizmu hamowania rozrostu
nowotworu, przeanalizowano fosforylacje bialek antyapoptotycznych. Ha-
mowanie fosforylacji STAT3, Mcl-1, Bcl-2, a takze ekspresji KLF4 i SOX2
w tkankach nowotworowych wykazalo wicksza skuteczno$¢ wzgledem mono-
terapii *. Sorafenib w polaczeniu z sylibining wykazuje wzmocniony efekt
hamowania linii komérkowych SNU716, Huh7, PLC/PRF i Huh-BAT
co ukazuje, iz sorafenib jest w stanie wplywaé na ekspresj¢ kazdej linii HCC

przy jednoczesnym synergizmie z sylibining .

6. Sylimaryna i doksorubicyna

Doksorubicyna (DOX) jest stosowana jako chemioterapeutyk w lecze-
niu HCC ¢, Zakléca on synteze DNA, RNA, hamuje topoizomeraze II

(26.271 Polaczone sto-

powoduje powstawanie ROS uszkadzajacych komérki
sowanie DOX z sylimaryna wobec komérek HepG2 przez 24 i 48 godzin
znacznie zwigkszylo apoptoze i martwicg w poréwnaniu z komérkami kon-
trolnymi . Sylibinina silnie wspéldziata z DOX hamujac wzrost HEPG2,
uszkadzajac DNA w miejscu G2-M 8. Leczenie skojarzone powoduje 41%
procentowy wzrost apoptotycznej $mierci komérek, kedra jest 3-krotnie wyz-
sza, niz w przypadku leczenia pojedynczego *\. Na szczurzym modelu lecze-
nie sylibinina-doksorubicyna zmniejsza wzrost guza o okoto 30% przy prawie
2-krotnie nizszych dawkach poszczegdlnych lekow . Kompleks DOX z sy-
libining w liposomalnej otoczce zmodyfikowanej glikolem polietylenowym
zwicksza dzialanie cytotoksyczne i posiada wyzsze dziatanie indukujace apo-
potoze komdrek Hep2 wzgledem oddzielnej terapii. Zwigksza komérkowy
wychwyt DOX i zmniejsza skutki hepato— oraz kardiotoksyczne zwiazane
z leczeniem DOX ). Przy podazy 1,66 mg/kg, co drugi dzier przez okres
12 dni, u szczuréw leczonych DOX doszto do znacznej redukgji masy ciala.
W przypadku polaczenia leczenia z sylimaryna, spadek masy ciata zmniejszyt
si¢, jak rowniez wzrost aktywnosci AST i CK w surowicy i pobudliwos$¢ serca
u szczuréw byly mniejsze, niz w przypadku leczenia samym chemioterapeu-
tykiem. W polaczeniu z sylimaryna znaczaco zmniejsza si¢ aktywnos¢ prook-
sydacyjna DOX oraz redukuja zmiany histologiczne w tkance watroby i serca

zwierzat leczonych DOX B,
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7. Podsumowanie

HCC pozostaje nadal jednym z najwigkszych probleméw onkologicz-
nych w medycynie, ktéry atakuje miliony pacjentéw na $wiecie. Diagnoza na
zbyt péznym etapie choroby czgsto uniemozliwia leczenie chirurgiczne, ktére
ma najwicksza szans¢ na wyleczenie pacjenta. Ostropest plamisty, wykorzysty-
wany w leczeniu od starozytnosci, w dzisiejszej medycynie potwierdza swoje
hepatoprotekeyjne i przeciwnowotworowe whasciwosci. Mogacy zapobiegad,
leczy¢ i wspéldziata¢ z innymi lekami, staje si¢ nowa mozliwoécia w terapii
przeciwko HCC oraz zapobieganiu choroby u 0séb obarczonych ryzykiem,
szczegdlnie po przebyciu WZW lub chorych na alkoholizm. Bardzo waznym
aspektem jest zmniejszanie toksycznosci standardowych chemioterapii, zwigk-
szajac komfort pacjenta oraz szanse na wyleczenie. Poprzez wystgpowanie
w owocach ostropestu plamistego, szeroko przetwarzanego w przemysle spo-
zywczym, zwicksza si¢ dostgp do potencjalnego leku, przy niewielkim wkia-
dzie finansowym.
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