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AKWAPORYNY W GRUCZOLE MLEKOWYM
ORAZ ICH ROLA W SYNTEZIE MLEKA

AQUAPORINS IN MAMMARY GLAND
AND THEIR ROLE IN MILK SYNTHESIS

Katarzyna MICHALEK, Pawet SENKO, Mateusz BERNACIAK,
Paulina MALKOWSKA, Szymon DYGUS,
Wojciech JANKOWSKI, Adam LEPCZYNSKI

Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Streszczenie: Akwaporyny (AQPs) sa rodzina malych, tetrametrycznych bialek umozliwiajacych
transport wody i innych matych czasteczek przez btony biologiczne zarowno do wnetrza jak i na
zewnatrz komorek. U ssakow zidentyfikowano 13 izoform tych bialek (AQPO- AQP12), ktére
wystepuja w wiekszosci typow komorek organizmu. W gruczole mlekowym stwierdzono obecnosé
6. akwaporyn (AQP1, AQP3, AQP4, AQP5, AQP7 i AQP9), ktorych rola do dzis$ nie zostala w pelni
wyjasniona. Z przeprowadzonych do tej pory badan dotyczacych zmian ekspresji akwaporyn
w okresie cigzy i laktacji wynika, ze AQPs pelnig kluczowa role w procesie syntezy mleka. AQP1
obserwowano w btonie szczytowej i podstawnej $rodbtonka naczyn krwiono$nych oraz cytoplaz-
mie komoérek wydzielniczych. Prawdopodobnie biatko to jest odpowiedzialne gtownie za przeplyw
niezbednej do produkcji mleka wody z naczyn wlosowatych do komorek mlekotworczych. AQP3
wystepuje w blonie podstawno-bocznej komoérek wydzielniczych i umozliwia transport zardwno
wody jak i glicerolu do ich wnetrza. Efektywny transport glicerolu do komoérek mlekotworczych jest
konieczny w procesie syntezy ttuszczéw mleka. W blonie szczytowej komoérek nabtonka pecher-
zykow mlekowych obserwowano akwaporyne¢ 4, 5 oraz 7, ktére najprawdopodobniej umozliwiaja
przeptyw wody do $wiatla pecherzykéw mlekowych, jakkolwiek ich rola do dzi$§ nie jest w petni
wyjasniona. Analiza lokalizacji i ekspresji akwaporyn, szczegétowe okreslenie ich roli oraz po-
szukiwanie czynnikow regulujacych ekspresje AQPs w gruczole mlekowym wydajg si¢ bardzo in-
teresujace zwlaszcza w kontekscie produkeji mleka i wysokiej wydajnosci mlecznej. Stad w ninie-
jszej pracy zebrano i przedyskutowano wszystkie dotychczas opublikowane informacje na ten temat
i wskazano szerokie mozliwosci zwigzane z badaniem akwaporyn w gruczole mlekowym.

Stowa kluczowe: kanat wodny, blonowy transport, woda, glicerol, gruczot mlekowy
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Summary: Aquaporins (AQPs) are a family of small, tetrametric proteins that allow the transport of
water and other small molecules across the biological membranes both inside and outside the cells.
In mammals, 13 isoforms of these proteins (AQP0-AQP12) have been identified, and they are found
in most types of cells in the body. There are 6 aquaporins present in the mammary gland (AQP1,
AQP3, AQP4, AQPS5, AQP7 and AQP9), which role hasn’t been fully discovered to this day. From
the studies carried out so far respecting in the expression of aquaporins during pregnancy and lacta-
tion, shows that AQPs play a key role in process of milk synthesis. AQP1 was observed in the apical
and basal membranes of endothelium of blood vessels and in the cytoplasm of secretory cells. Prob-
ably, this protein is mostly responsible for the water flow necessary for milk production from capil-
laries to mammary epithelial cells. AQP3 is located in the basolateral membranes of secretory cells
and allows the transport of both water and glycerol inside them. The effective transport of glycerol
to the mammary epithelial cells is necessary to process of synthesis milk fats. Aquaporin 4, 5 and 7
were observed in the apical membrane of cells of alveolar epithelium, which most likely allow the
water flow into the lumen of the alveoli, although their role has not been fully explained to this day.
The analysis of the location and expression of aquaporins, the detailed definition of their role and
the search for factors regulating the expression of AQPs in mammary gland seem very interesting,
especially in the context of milk production and high milk yield. Hence, in this work all information
for this subject which were published so far has been collected and discussed, and a wide possibility
related to the study of aquaporins in mammary gland have been indicated.

Keywords: water channel, membrane transport, water, glycerol, mammary gland

WPROWADZENIE

Dwukierunkowy przeptyw wody przez polprzepuszczalng, lipidowg blone
komoérkowa zachodzi gtownie na drodze dyfuzji prostej oraz przez kanaty wodne
—akwaporyny. Cho¢ ten pierwszy mechanizm byt znany od dawna to akwaporyng
1 (AQP1) po raz pierwszy zaobserwowano dopiero na przetomie lat 80 i 90
w blonie komoérkowej erytrocytow [3]. W roku 1992 biatko to wyizolowano
i dostarczono bezposrednich dowodéw na to, ze AQP1 znana wtedy jeszcze pod
nazwg CHIP28 (ang. Channel Forming Integral Protein 28 kDa) jest od dawna
poszukiwanym kanalem umozliwiajacym dwukierunkowy, gwattowny przeptyw
wody przez btony komodrkowe [1, 37, 45]. Odkrycie akwaporyn i okreslenie ich
roli, uhonorowane w 2003 roku nagroda Nobla w dziedzinie chemii rozpoczeto
nowa erg w badaniach btonowego transportu wody i innych, matych czasteczek. Do
dzi$ przeprowadzono szereg badan, z ktérych wynika, ze akwaporyny wystepuja
wiasciwie u wszystkich zywych organizmow. Ich obecnos¢ potwierdzono m.in.
u bakterii, drozdzy, pierwotniakow, ro$lin, owaddéw izwierzat kregowych.
U ssakow zidentyfikowano 13 izoform tych bialek, zlokalizowanych w roznych
typach komorek (AQP0-AQP12) [3, 5].

Akwaporyny to biatka tetrametryczne, ktorych przestrzenna budowa
pojedynczego monomeru swoim ksztaltem przypomina klepsydre (szczegotowa
budowa akwaporyn zostata opisana w poprzednim artykule opublikowanym na
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tamach Postepow Biologii Komorki, Tom 46, 2019) [30]. Biatka te umozliwia
gwattowny przeplyw wody przez blony komorkowe, ktory w pordéwnaniu do
dyfuzji prostej jest ponad 100-krotnie wydajniejszy i wynosi $rednio 3 miliardy
czasteczek H,0O na sekundg. Kierunek btonowego przeptywu wody wyznacza
roznica ci§nien osmotycznych panujaca pomiedzy wngtrzem komorki, a jej
srodowiskiem zewnetrznym [4, 36, 44]. Wsrdd wszystkich znanych u ssakow
akwaporyn wyrézniamy tzw. (i) akwaporyny klasyczne (ang. classical
aquaporins), ktore selektywnie transportujg tylko czasteczki wody (AQPO,
AQP1, AQP2, AQP4 i AQPS5); (ii) akwagliceroporyny (ang. aquaglyceroporins),
ktoére poza woda umozliwig przeptyw innych matych czasteczek tj. glicerol,
amoniak czy mocznik (AQP3, AQP7, AQP9 i AQP10) oraz (iii) akwaporyny
niekonwencjonalne (ang. unorthodox aquaporins), ktore roznig si¢ homologia od
pozostalych bialek w tej rodzinie, a ich rola transportowa do dzi$ nie jest w pelni
wyjasniona (AQP6, AQPS8, AQP11, AQP12) [28, 29]. Odkrycie akwaporyn
i wyjasnienie nieznanego przez stulecia fundamentalnego procesu, jakim jest
gwattowny przeplyw wody przez btony biologiczne, umozliwilo zrozumienie
przebiegu wielu procesow fizjologicznych i patofizjologicznych, w obrgbie wielu
uktadoéw inarzadow. Ostatnie dane z tego zakresu wskazuja rowniez na istotny
udziat tych biatek w procesie syntezy mleka w gruczole mlekowym.

Mleko to unikatowa wydzielina gruczolu mlekowego ssakow, ktorej skiad
charakterystyczny dla danego gatunku skomponowany jest tak, aby jak najlepiej
zaspokoi¢ wszystkie potrzeby noworodka [27]. Wrecz imponujace ilosci produ-
kowanego w czasie laktacji mleka $wiadczg o niezwyklych zdolnosciach tego
gruczotu. Srednia zyciowa wydajno$¢ laktacji hodowlanych kréw mlecznych wy-
nosi blisko 36 tysiecy litrow. Przyjmujac $rednia zawartosci thuszczu w mleku
na poziomie 4,23 % oraz $rednig zawarto$¢ biatka w mleku na poziomie 3,38
%, ,,przecigtna” krowa dostarcza ponad 1500 kg thuszczu i 1200 kg biatka [23].
Kobiety po porodzie moga produkowaé w ciggu doby $rednio 445 ml mleka co
daje blisko 163 jego litrow w czasie jednej laktacji [23]. Synteza charakterystycz-
nej dla danego gatunku zarowno ilosSci, jak i1 sktadu mleka niewatpliwie wymaga
szeregu sprawnych mechanizmdéw obejmujacych m.in. transport substancji nie-
zbednych do biosyntezy poszczegolnych jego sktadnikéw oraz ich uwalniane do
swiatta przewodoéw mlekowych. Akwaporyny i zwigzany z nimi transport wody
oraz innych malych czasteczek zarowno do wnetrza, jak i na zewnatrz komorek
niewatpliwie odgrywaja istotng rol¢ w tym zakresie.

BUDOWA GRUCZOLU MLEKOWEGO I SYNTEZA MLEKA

Gruczol mlekowy jest ztozonym gruczotem pgcherzykowo-kanalikowym, kto-
rego liczba 1 wyglad zewnetrzy rézni si¢ u samic poszczegodlnych gatunkow zwie-
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rzat. Gruczot mlekowy jest najczes$ciej wytworem parzystym o liczbie sutkéw
(strzykow) wahajacej sie od 2 u kobiety, kozy i klaczy, 4 u krowy do nawet kil-
kunastu u psa lub $wini (zwyczajowo 12-14) [35]. Ze wzgledu na potozenie gru-
czolu mlekowego wyrdzniamy m.in. gruczoly piersiowe u kobiety, pachwinowe
u klaczy i przezuwaczy, brzuszne u kota, psa, myszy, szczura, krdlika oraz $wi-
ni, a takze grzbietowe u delfindw czy nutrii [35]. Struktura wewngtrzna gruczo-
hu mlekowego jest zblizona u wszystkich samic, niemniej jednak ulega zmianom
w zaleznosci od wieku i cyklu rozrodczego [13]. Tworza ja liczne pecherzyki, od
ktorych odchodza kanaliki mlekowe, ktore tacza si¢ w przewody $rodptacikowe,
dalej w przewody miedzyptacikowe, a te z kolei, w jeden platowy przewod mle-
kowy [39]. U kobiet przewody mlekowe uchodza na szczycie brodawki sutkowe;j.
Bezposrednio przed otwarciem ich na powierzchni brodawki tworza one mate,
przej$ciowe rozszerzenia, nazywane zatokami mlekowymi [9, 39]. U kréw, gru-
czot mlekowy (wymig) sktada si¢ z czterech ¢wiartek. W kazdej z ¢wiartek znaj-
duje si¢ osobna tkanka gruczotowa, ktorej przewody mleczne uchodza do zatoki
mlekowej, przechodzacej nastgpnie w zatoke strzykowa i strzyk [11]. Gruczot
mlekowy klaczy zbudowany jest z dwdch polowek ikazda z nich dzieli si¢ na
dwa ptaty zakonczone dwoma ujsciami i jednym strzykiem [7]. U owcy oraz kozy
kazda potowa gruczotu mlekowego zawiera jedng pare gruczotow, zakonczonych
jednym strzykiem. [6].

Bogato unaczynione pecherzyki gruczotu mlekowego wys$cielone sg warstwa
szesciennych komorek nabtonkowych mlekotworczych (wydzielniczych, sekre-
cyjnych) zwroéconych btong apikalng do ich $wiatla. Od strony podstawnej nablo-
nek otoczony jest komorkami mioepitelialnymi, ktoére stymulowane oksytocyna
ulegaja skurczowi i wypieraja powstate w pecherzykach mleko do kanalikéw. Ko-
morki mioepitelialne otaczaja rowniez jednowarstwowy szescienny nablonek wy-
scielajacy przewody i zatoki mlekowe oraz strzyki. Wigksze przewody mlekowe
pokryte sa wysokim, walcowatym nabtonkiem, ktory w poblizu ujscia brodawki
sutkowej czy zatoki mlekowej przechodzi w nabtonek wielowarstwowy ptaski.
Pecherzyki mlekowe oraz obszerny i rozgateziony uktad przewodow otoczony
jest wzglednie zbitg tkankg wtoknista oraz tkankg thuszczowa [15].

Mleko jest mieszaning cukrow, lipidow, bialek, witamin i sktadnikow mine-
ralnych rozpuszczonych w wodzie, ktora stanowi blisko 88% jego objetosci [31].
Procentowy udziat sktadnikéw mleka rozni si¢ u kobiet i poszczegdlnych gatun-
koéw zwierzat, co zwigzane jest z indywidualnymi potrzebami noworodka. Sktad
mleka zmienia si¢ rowniez wraz z przebiegiem laktacji. Podczas jego produkcji
w obrebie komorek mlekotworczych zachodzi szereg proces6w zwigzanych m.in.
z transportem 1 synteza poszczegolnych sktadnikéw mleka zich prekursorow
pochodzacych z krwi badz ptynu $rodmigzszowego [26]. Docierajace do blony
podstawnej komorek nabtonka pecherzykéw mlekowych naczynia wlosowate do-
starczaja wode, sktadniki mineralne i wszystkie niezbedne substraty do syntezy
biatek (w tym immunoglobuliny i albuminy), cukréw oraz ttuszczow [39]. Ich
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transport zachodzi na drodze pigciu procesdOw: egzocytozy, transportu btonowe-
go, drodze wydzielania lipidow, transcytozy i wydzielania migdzykomorkowego
(paracelularnego) [26, 40].

AKWAPORYNY ZLOKALIZOWANE
W GRUCZOLE MLEKOWYM

Do dzi$ w gruczole mlekowym zidentyfikowano 6 izoform akwaporyn (AQP1,
AQP3, AQP4, AQPS5, AQP7 i AQPY), ktore zlokalizowane sg w okreslonych ty-
pach komorek tworzacych jego strukture (Tab. 1). Rola tych bialek wcigz nie jest
w pelni wyjasniona, niemniej jednak wyniki opublikowanych dotychczas badan
wskazuja, ze AQPs moga odgrywac kluczowg rolg¢ w syntezie mleka, a zmiany
ich ekspresji moga by¢ istotnym czynnikiem wptywajacym na jego ilos¢ i jakosc.

AQP1 zlokalizowana jest w gruczole mlekowym u szczurdéw, myszy i krow [18,
24,32, 33]. Bialko to wystepuje glownie w blonie szczytowej i podstawnej srodbtonka
naczyn krwiono$nych oplatajacych pecherzyki mlekowe. U jatowek 1 kréw w czasie
laktacji obecno$¢ tego biatka potwierdzono w komorkach mioepitelialnych otaczaja-
cych nabtonek zatok mlekowych oraz strzykéw [18, 32]. U szczuréw AQP1 stwier-
dzono takze w cytoplazmie komorek wydzielniczych [33]. Z przeprowadzonych do
tej pory badan wiadomo, ze AQP3 zlokalizowana jest przede wszystkim w btonie
podstawno-bocznej nabtonka pecherzykéw mlekowych [18, 24,32, 33]. U krow obec-
nos$¢ tego biatka potwierdzono dodatkowo w btonie podstawnej nabtonka przewodow
mlekowych i1 zatok mlekowych, a takze nabtonku i migsniach gtadkich strzykoéw [18,
32]. U szczuréw AQP3 obserwowano rowniez w cytoplazmie komoérek nabtonka pe-
cherzykow, kanalikow i przewodow mlekowych [17].

U szczuréw 1 myszy potwierdzono obecnos¢ AQP4 w gruczole mlekowym,
niemniej jednak jej lokalizacje okreslono tylko u jatéwek i krow laktujacych [18,
24, 32]. U tych zwierzat biatko to zlokalizowane jest w czesci szczytowej nablonka
wydzielniczego pecherzykow oraz blonie szczytowej nabtonka zatok mlekowych
i strzykéw. AQP4 obserwowano réwniez w mig$niach gladkich strzyka. AQPS
u szczurdw stwierdzono w blonie szczytowej komorek nabtonka wydzielniczego
oraz nabtonka wyscielajacego zatoki mlekowe u krow [18, 32, 33]. Wystepowa-
nie AQP7 w gruczole mlekowym potwierdzono takze u zwierzat laboratoryjnych,
jakkolwiek do dzi$ nie jest znana jej doktadna lokalizacja [24]. Przypuszczalnie
jej obecno$¢ zwigzana jest gtownie z wystepowaniem AQP7 w adipocytach tkanki
thuszczowej gruczotu mlekowego. U bydta AQP7 stwierdzono w blonie szczytowe;j
komorek nabtonkowych niektorych pegcherzykéw mlekowych i blonie szczytowej
komorek wyscielajacych kanat strzykéw [32]. Obecnos¢ AQP9 potwierdzono za-
roOwno u myszy, szczuroOw ikrow [24, 32]. U laktujacych krow nie stwierdzono
obecnosci AQP9 w komérkach budujacych poszczegolne struktury gruczotu mle-
kowego, a jej lokalizacja ograniczona byta do leukocytow w jego obrebie [32].
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AKWAPORYNY W TRANSPORCIE WODY
W OBREBIE GRUCZOLU MLEKOWEGO

Transport wody z krwi przez $rodbtonek naczyn krwionos$nych i nabtonek
pecherzykow mlekowych do ich $wiatla, to jeden z wazniejszych procesow
w wytwarzaniu i sekrecji mleka. Pomimo tego, ze synteza i transport wielu jego
sktadnikow jest szeroko opisywany w literaturze brak jest wsrod nich danych do-
tyczacych gwaltownego przeptywu wody poprzez blonowe ,,bariery” jakie tworza
kolejno srodblonek naczyn krwionosnych, podstawna i szczytowa blona komorek
wydzielniczych. Biorac pod uwage, ze woda stanowi prawie 90% zawartos$ci mle-
ka, podczas laktacji musi by¢ zapewniony jej staty i efektywny przeptyw.

Cho¢ niektoérzy autorzy sugerowali, ze gwattowny przeptyw wody nie jest
niezbedny w procesie syntezy mleka, a staty jej transport na drodze dyfuzji pro-
stej, wraz z pecherzykami wypetnionymi laktoza oraz przy udziale transporterow
tj. transportery dla glukozy (GLUTI) sg wystarczajace, obecnie znane fakty wy-
daja sie temu zaprzeczaé [24, 40]. Lokalizacja az 5 sposrod 13 izoform akwa-
poryn w nablonku poszczegdlnych czgsci gruczotu mlekowego oraz zmiany ich
ekspresji w czasie cigzy i laktacji jednoznacznie wskazujg na istotng rolg tych
biatek w procesie powstawania mleka. Wydaje si¢, ze gtowng droge dla wody
przeptywajacej z naczyn wlosowatych poprzez AQP1 do komorek mlekotwor-
czych stanowi zlokalizowana w ich btonie podstawno-bocznej AQP3 [18, 24, 32,
33]. Wzrost ekspresji tego biatka w czasie cigzy i/lub laktacji obserwowany od-
powiednio u szczurow, myszy i krow potwierdza te przypuszczenia [18, 32, 33].
Interesujacy jest rowniez fakt, ze w hodowli in vitro komoérek nablonka mleko-
tworczego (ang. mammary epithelial cells, MECs,) ekspresja AQP3 zwigksza si¢
pod wplywem progesteronu, ktory jak ogolnie wiadomo jest jednym z hormonow,
przygotowujacych gruczot mlekowy do laktacji poprzez stymulacje mammogene-
zy pecherzykowej [17]. Woda, ktora wptywa do wnetrza komorki mlekotworczej
przez AQP3 opuszcza jg i trafia do Swiatta pecherzyka mlekowego najprawdopo-
dobniej poprzez zlokalizowane w blonie szczytowej AQP4, AQP5 i AQP7 [18,
32, 33]. Sita napedzajaca kierunkowy przeptyw wody jest panujace wewnatrz pe-
cherzykéw mlecznych wyzsze ci$nienie osmotyczne (290-320 mOsm/kg), ktore
jest efektem wydzielanych do ich §wiatta laktozy oraz niektorych jonow, zwlasz-
cza kationow sodu ianionow chlorkowych [34, 40]. Szczegdlnie istotna role
w transporcie wody przez btone¢ szczytowa komoérek mlekotworczych wydaje sie
odgrywaé AQPS. Z przeprowadzonych bowiem ostatnich badan wynika, ze biatko
to tuz przed porodem ulega translokacji z cytoplazmy do btony apikalnej komorek
nabtonka pecherzykow mlekowych. Wykazano rowniez, ze wzrost transportu tego
biatka z wewnatrzkomdrkowych pecherzykow do btony szczytowej obserwowa-
ny jest pod wpltywem estrogenu i prolaktyny [17]. AQPS nalezy do akwaporyn
klasycznych, czyli przepuszczalna jest tylko dla czasteczek wody [29]. Wzrost
jej ekspresji w blonie szczytowej komorek mlekotworczych wskazuje, ze AQPS
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moze stanowi¢ gtowng droge przeplywu wody do §wiatta pecherzykow mleko-
wych, jakkolwiek zagadnienie to wymaga dalszych ibardziej szczegoétowych
badan, bowiem niektorzy autorzy obserwowali obnizenie jej ekspresji w czasie
laktacji [33, 40]. Transport wody przy udziale AQPS5 prawdopodobnie wspomaga-
ny jest przez zlokalizowane w szczytowej czesci komorek wydzielniczych AQP4
1 AQP7 [18, 24, 32]. Jakkolwiek do dzi$ brak jest informacji na temat zmian ich
ekspresji i dystrybucji w czasie cigzy i/lub laktacji.

Poza $roédblonkiem naczyn wlosowatych AQP1 obserwowano rowniez w cy-
toplazmie komorek wydzielniczych gruczotu mlekowego u szczuréw. Jej rola w ob-
rebie nabtonka mlekotworczego do dzi$ nie zostata okre$lona, jakkolwiek wzrost
ekspresji tego biatka w czasie laktacji $wiadczy o znaczacym udziale AQP1 w syn-
tezie mleka [33]. By¢ moze AQP1 umozliwia naplyw wody do wnetrza pecherzy-
kow wypetionych laktoza, ktére na drodze egzocytozy uwalniane sg do $wiatla
pecherzykow mlekowych, 1 w ten sposob wspomaga btonowy transport wody.

AKWAPORYNY W TRANSPORCIE GLICEROLU
I SYNTEZIE LIPIDOW MLEKA

Thuszez jest gtownym energetycznym sktadnikiem mleka, a jego zawartos¢
zwiazana z okre§lonymi potrzebami noworodka wynosi $rednio od 1,2% u klaczy
nawet do 50% u wieloryba [8, 42]. U kréw srednia zawartos¢ ttuszczu w mleku to
4,2%, u owiec 5,5%, a kobiet 3% [10, 12, 20]. Gtowna frakcja lipidow mleka sa
trojglicerydy (TG), ktore stanowig blisko 98% ttuszczu mleka. Pozostate 2% sta-
nowig fosfolipidy, cholesterol, diacyloglicerole oraz wolne kwasy ttuszczowe [12,
16]. Synteza thuszczy zachodzi w siateczce §rédplazmatycznej nabtonka peche-
rzykow mlekowych. Powstajace w obrgbie reticulum endoplazmatycznym komo-
rek wydzielniczych kropelki thuszczu stopniowo przesuwane sg do szczytowej ich
czesci, skad nastepnie uwalniane sa do mleka w postaci obtonionej [40]. Glow-
nym substratem niezb¢dnym do produkcji ttuszczu mlecznego sa glicerol oraz
kwasy tluszczowe, pochodzace z procesow rozktadu i wchianiania produktow tra-
wienia oraz lipolizy tkanki thuszczowej [25]. W transport glicerolu poprzez btone
podstawno-boczna do wnetrza komoérek wydzielniczych wydaje si¢ by¢ zaanga-
zowana AQP3, ktora jak wspomniano wczesniej poza woda transportuje rowniez
inne male czasteczki, a wzrost jej ekspresji w gruczole mlekowym obserwowano
w czasie cigzy i laktacji, a w hodowli in vitro MECs pod wplywem progesteronu.
Interesujacy jest rowniez fakt, ze pod wptywem deksametazonu czyli syntetycz-
nego analogu glikokortykoidéw, ktére w warunkach fizjologicznych biora udziat
w inicjacji i utrzymania sekrecji mleka po porodzie, w hodowli szczurzych MECs
rozporoszona w cytoplazmie AQP3 gromadzi si¢ w btonie podstawno-bocznej
[17]. Istotny udziat AQP3 w transporcie glicerolu, niezbednego do syntezy ttusz-
czu mlecznego potwierdzajg rowniez wyniki badan, dotyczacych sktadu mleka
w przebiegu zapalenia gruczotu mlekowego — Mastitis. Wykazano bowiem, ze
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy udziat akwaporyn w syntezie mleka. AQP1 zlokalizowana w cy-
toplazmie komorek, prawdopodobnie umozliwia transport wody do wngtrza pecherzykdéw wypetnionych
laktoza, ktore po fuzji z blona szczytowa uwalniane sa do $wiatla pgcherzykéw mlekowych. Transport
wody do wnetrza komorek wydzielniczych pecherzykow mlekowych zachodzi na drodze dyfuzji pro-
stej oraz poprzez AQP3 zlokalizowang w btonie podstawnej. Glicerol, niezb¢dny do syntezy thuszczow
mleka, transportowany jest do wnetrza komorek rowniez poprzez zlokalizowang w blonie podstawne;j
AQP3. Woda z wnetrza komorek wydzielniczych do $wiatta pecherzykéw mlekowych przeptywa na
drodze dyfuzji prostej oraz poprzez akwaporyny 4, 5 i 7 zlokalizowane w blonie szczytowej

FIGURE 1. Diagram showing the participation of aquaporins in milk synthesis. AQP1, located in the
cytoplasm of cells, probably allows the transport of water into alveolus filled with lactose, which after
fusion with apical membrane, are released into the lumen of alveolar epithelium. The transport of water
inside the cells takes place by simple diffusion and through AQP3 located in the basal membrane. Glyce-
rol, necessary for the synthesis of milk fats, is also transported inside cells through AQP3 located in the
basal membrane. Water from the inside of secretory cells to the lumen of the alveolar epithelium flows by
simple diffusion and through aquaporins 4, 5 and 7 located in the apical membrane
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pod wptywem cytokin prozapalnych (IL-1B) ekspresja AQP3 w komoérkach mle-
kotwoérczych ulega obnizeniu, czego efektem jest zmniejszenie syntezy lipidow
w ich obrebie. Na uwage zastuguje fakt, ze ograniczeniu ekspresji tego biatka
towarzyszylo rowniez obnizenie ekspresji transporterow dla glukozy oraz biatek
wigzacych kwasy ttuszczowe, co dodatkowo spowodowato, redukcje zawartosci
trojglicerydow w produkowanym mleku, az o0 97% [2].

Niewatpliwie jednym ze zroédet substratow niezbednych do syntezy thusz-
czu mleka jest wystepujaca w obrebie gruczotu mlekowego tkanka ttuszczowa.
Podczas cigzy obserwuje si¢ w jej adipocytach nasilenie proceséw lipogenezy,
a nastepnie stopniowg lipolize¢ 1 uwalnianie zmagazynowanych substratow wraz
z przebiegiem laktacji [38]. Ogodlnie wiadomo, ze w adipocytach zottej tkanki
tluszczowej powstaly w procesie rozktadu tluszczy glicerol uwalniany jest do
krwiobiegu poprzez zlokalizowane w ich blonach komérkowych AQP3, AQP7
1 AQP9 [41]. Ekspresja i lokalizacja tych biatek jest $cisle regulowana i zalezna
od adrenaliny, greliny i leptyny [14]. Wykazano m.in., ze zlokalizowane w cy-
toplazmie adipocytow, w kroplach lipidowych AQP3 i AQP7 pod wptywem adre-
naliny ulegaja translokacji do btony komoérkowej, 1 tym samym zwickszajg uwal-
nianie do krwiobiegu glicerolu [19]. W adipocytach tkanki tluszczowej gruczotu
mlekowego do dzi$ potwierdzono obecnos¢ tylko AQP7. Bark jest informacji na
temat AQP3 i AQP9 oraz ewentualnego wptywu réznych czynnikow, w tym hor-
mondéw na potencjalne zmiany ich ekspresji i komorkowej dystrybucji.

PODSUMOWANIE

Nalezy zgodzi¢ si¢ ze stowami Mobasheri i Berrett-Jollet [31], ze pomimo
ogromnego postepu wiedzy, fizjologia gruczotu mlekowego wcigz pozostaje
zagadka. Jego ztozona struktura, wzrost i rozwoj w czasie cigzy, synteza mleka
po porodzie, inwolucja po zakonczeniu laktacji pozostajg gldownym przedmiotem
badan wielu naukowcow, ktorzy analizujg molekularne mechanizmy zachodzace
w jego obrebie w réznych aspektach. Rola akwaporyn w konteks$cie produkcji
mleka 1 wysokiej wydajnosci mlecznej wydaje si¢ szczegdlnie intersujaca.
Zwtaszczamozliwo$ci zwigzane ze wspomaganiem laktacji poprzez oddzialywanie
na poszczegdlne AQPs zlokalizowane w gruczole mlekowym u hodowlanych
zwierzat mlecznych. Ogolnie wiadomo, ze wlasciwa dieta wraz z odpowiednimi
suplementami mogg skutecznie wspomagac laktacj¢. Z przeprowadzonych do
tej pory badan wiadomo, ze np. stosowanie odpowiednich mieszanek ziotowych
istotnie zwicksza ekspresje AQP3 i AQP5 w gruczole mlekowym [21]. Czy
stosowanie innych do tej pory nie znanych czynnikéw moze skutecznie pozwoli¢ na
zwiekszenie wydajnosci mlecznej? Czy celowe zmiany ekspresji poszczegdlnych
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AQPs nie beda przyczyna nowotworzenia w obrebie gruczolu mlekowego?
Wiadomo bowiem, ze nadekspresja AQP3 towarzyszy szeregowi procesow
nowotworowych, w tym nowotwordw piersi [22]. Jaka rol¢ pelnig akwaporyny
zlokalizowane poza komoérkami wydzielniczymi pecherzykow mlecznych,
w nablonku kanalikéw czy zatok mlekowych? Czy ich obecno$¢ jak wskazuja
Mobasheri i Barret-Jolley [31] swiadczy o tym, ze w tych odcinkach zachodzi
dodatkowa modyfikacja sktadu mleka? Te iinne pytania wcigz pozostaja bez
odpowiedzi, co bez watpienia utwierdza w przekonaniu, ze nalezy kontynuowac
badania i poglebia¢ wiedz¢ w tym zakresie.
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Streszczenie: Z kazdym kolejnym rokiem liczba oséb ze zdiagnozowana chorobg nowotworowa
szybko wzrasta. Z drugiej strony wiadomo, ze nowotwory sa jedng z gtownych przyczyn zgonow
ludzi na $wiecie. Standardowe metody leczenia nowotwordw takie jak chirurgia, radioterapia czy
chemioterapia nierozerwalnie wigzg si¢ z powaznymi skutkami ubocznymi w trakcie i po leczeniu.
Wynika to z ich inwazyjnosci i braku wybiérczego dziatania. Obecne zmiany w strategii zwalcza-
nia nowotworow kieruja terapi¢ w strong poszukiwania metod precyzyjnego dotarcia do komoérek
zmienionych nowotworowo, ich naprawy lub eliminacji. Taka zmiana wymusita poszukiwanie
metod, ktore reprezentuja inne, mniej destrukcyjne dla organizmu, podejscie do walki z nowot-
worami. Ponizsza praca prezentuje metody immunoterapii, wykorzystanie zmodyfikowanych
limfocytow T (projektowanych indywidualnie dla kazdego pacjenta) oraz eksperymentalne proby
wykorzystania interferencji RNA (pozwalajacej na przywracanie prawidtowej ekspresji gendéw
w zmienionych nowotworowo komorkach) w konfrontacji ze standardowa chemioterapia. Efekty,
jakie przynosza te alternatywne w stosunku do chemioterapii metody, mimo ze ich potencjal nie
jest jeszcze w pelni wykorzystany, pokazuja, ze w niedalekiej przysztosci leczenie nowotworéw ma
szansg stac¢ si¢ bardziej skuteczne, a zwiazane z nim skutki uboczne moga by¢ znacznie tagodnie-
jsze w poroéwnaniu z tymi wystepujacymi w wyniku chemioterapii.

Stowa kluczowe: cytostatyk, CAR-T, immunoterapia, interferencja RNA, nanoczasteczki
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Summary: In the following years, the number of people diagnosed with cancer grows rapidly. On
the other hand, it is known that cancer is one of the leading causes of human death in the world.
Standard cancer treatments, such as surgery, radiation therapy, and chemotherapy, are inherently
associated with serious side effects during and after treatment due to their invasiveness and lack of
selective action. The current changes in the strategy of fighting cancer guide the therapy towards
searching for methods of precisely reaching neoplastic cells, their repair or elimination. Such change
of treatment strategy has forced the search for methods that represent a different, less destructive
for the patient, approach to fighting cancer. The following work presents methods of immunother-
apy, the use of modified T lymphocytes (designed individually for each patient), and experimental
attempts to use RNA interference (allowing the restoration of normal gene expression in cancer
cells) in confrontation with standard chemotherapy. The effects of these alternative to chemotherapy
methods, although their potential is not fully exploited yet, but show that in the near future cancer
treatment may become more effective, and the associated side effects may be less severe in compar-
ison with standard chemotherapy.

Keywords: cytostatics, CAR-T, immunotherapy, RNA interference, nanoparticles

WSTEP

Wskazniki zachorowalnosci i $§miertelnosci na nowotwory z kazdym rokiem
rosng, zarowno w przypadku kobiet jak i me¢zczyzn, co sprawia, ze obok chorob
uktadu krazenia, jest to niezmiennie jedna z gtownych przyczyn zgonow na $wie-
cie. Wedlug ogolnoswiatowych danych statystycznych w 2018 r. zdiagnozowa-
no nowotwor u 18,1 miliona 0s6b, natomiast 9,6 miliona ludzi zmarto w wyniku
tej choroby [4, 91]. Przyczyn takiego stanu rzeczy upatruje si¢ we wzrastajagcym
zanieczyszczeniu srodowiska, nieprawidlowej diecie opartej o produkty wysoko
przetworzone, niskiej aktywnosci fizycznej, a takze naduzywaniu alkoholu i pa-
leniu tytoniu przez znaczng cz¢$¢ spoleczenstwa. Waznym czynnikiem sg takze
niektore patogeny takie jak wirusy (np. wirus HPV) oraz bakterie (np. Helicobac-
ter pylori), ktére zwigkszaja ryzyko wystgpienia okreslonych typéw nowotwo-
row [15, 25, 36, 91]. Najbardziej powszechnym na $wiecie typem nowotworu,
bedacym przyczyna 1,8 mln zgondéw w 2018 r., jest nowotwor ptuc. Kolejne pod
wzgledem czegstosci zachorowan sg rak prostaty, piersi, a takze jelita grubego.
W 2018 r. oszacowano, ze u jednego na o$miu me¢zczyzn i jednej na dziesig¢ ko-
biet rozwinie si¢ nowotwor. Dane prognostyczne nie sg optymistyczne. Biorac
pod uwage aktualny trend, w 2040 r. liczba nowych stwierdzonych przypadkéw
choroby nowotworowej bedzie wynosita 27 milionow [4, 91]. W Polsce, podob-
nie jak na $§wiecie, liczba zdiagnozowanych nowotworow rocznie ciggle wzrasta.
W 2010 r. stwierdzono ponad 140 tysiecy nowych przypadkow, natomiast w 2018
r. juz okoto 186 tysiecy. Optymizmem napawa fakt, ze mimo tej tendencji liczba
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zgonéw w Polsce w wyniku tych chorob utrzymuje si¢ od kilku lat na wzglednie
stalym poziomie — okoto 100 tysiecy rocznie, nie wykazujac wzrostu rownolegte-
go do nowych przypadkow (Rye. 1) [66, 70, 92, 93]. Z danych tych mozna wnio-
skowa¢, ze metody leczenia nowotworow dajg coraz lepsze efekty. Niestety nie
w kazdym kraju obserwuje si¢ taka zalezno$¢. Wynika to przede wszystkim z r6z-
nic w poziomie rozwoju i stanu opieki zdrowotnej poszczegdlnych panstw [91].

Obecnie dokonuje si¢ fundamentalna zmiana strategii leczenia nowotworow
skutkujaca wprowadzaniem nowych sposobow terapii, co w potaczeniu ze wzro-
stem $wiadomosci spolecznej daje zauwazalne efekty terapeutyczne. Wprowa-
dzane sg alternatywne w stosunku do konwencjonalnej chemioterapii, radioterapii
czy chirurgii metody leczenia. Do takich metod walki z nowotworami mozna zali-
czy¢ terapie celowane takie jak immunoterapia czy terapie genowe.

Za gléwna wade konwencjonalnej chemioterapii uznaje si¢ nieselektywne
dziatanie na komorki szybko dzielace si¢, zarowno na te zmienione nowotwo-
rowo, jak i na zdrowe, co objawia si¢ powaznymi skutkami ubocznymi. Zmiana
strategii leczenia, z nieselektywnej na celowang, stanowi obecnie dobre uzupet-
nienie terapii konwencjonalnych, a w przysztosci moze je zastapic.

@ Nowe przypadki

20000 Zgony

Liczba przypadkow w Polsce

2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

Rok

RYCINA 1. Liczba nowych stwierdzonych przypadkow zachorowania na nowotwor oraz liczba
zgondow w wyniku tej choroby w latach 2004-2018 w Polsce [66, 70, 91, 92, 93]

FIGURE 1. The number of new diagnosed cases of cancer and the number of deaths as a result of
this disease in 2004-2018 in Poland [66, 70, 91, 92, 93]
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KONWENCJONALNE METODY WALKI Z NOWOTWORAMI

Aktualnie w walce z nowotworami najczesciej stosuje si¢ trzy standardowe me-
tody leczenia: chemioterapig, radioterapi¢ oraz chirurgi¢. Najmlodsza z tych metod,
czyli chemioterapi¢ polegajaca na wykorzystaniu lekow cytostatycznych, opracowa-
no w potowie XX wieku, a jej rozw6j przypadt na przetom XX i XXI wieku [16, 31].
Metoda ta obecnie stanowi wazny element terapii zarowno guzow litych jak i nowo-
tworéw uktadu krwiotworczego, a polaczenie metod konwencjonalnych jest stan-
dardowym podejsciem w leczeniu onkologicznym, dajac stosunkowo dobry efekt te-
rapeutyczny [71]. Niestety niesie to ze sobg szereg skutkow ubocznych. Wypadanie
wlosow, nudnos$ci oraz wymioty, wigzaca si¢ z tym utrata apetytu, czy tez zaburzenia
czynnosci szpiku kostnego to nieodtaczny element wiekszosci chemioterapii. Dodat-
kowo moga sie rozwija¢ nowe jednostki chorobowe nawet na dtugo po zakonczeniu
chemioterapii, np. zwtoknienie tkanki plucnej, bezptodnos¢, zaburzenia rytmu serca,
a takze neuropatie obwodowe (Rye.2) [13, 57]. Dlatego tez konwencjonalne podej-

)
Grupa
lekéw
cytostatycznych
Leki Przytaczanie rodnikow T e e Cyklofosfamid,
eki g ;
alkilai .alk|I<.3V\{ych dg I?NA, RNA lub szpiku, zwibknienie tkanki chlorambuql, tiotepa, busulfan,
jace biatek; niezaleznie od fazy cyklu ) ) temozolomid, mannosulfan,
ptucnej, neuropatia obwodowa )
komérkowego cisplatyna
Hamowanie enzymoéw e e Ty
czestniczacych w syntezie !
Antymetabolity . lfwasé;wZ:u)Lleir\:;vgych-Z I zwidknienie tkanki ptucnej, HzmiresEt ﬂgorouracyl,
dziatanie gtéwnie na fazé S crieaieliasila ezkackens Kadrybina
cyklu komérkowego nerek
SE—
) - Neuropatia
Wplyw na poziom stabilizacji o
Inhibitory mikrotubul; oddziatywanie obwodowa, dretwienie koficzyn Alkaloidy Vinca, taksany
mitozy w fazie M podziatu problemy ze stuchem, utrata (docetaksel i paklitaksel)
Komérkowego masy miesnia sercowego,
g arytmia
Zroznicowane oddziatywanie
Antybiotyki uszkadzajace DNA; Kardiotoksycznosc, Antracykliny (doksorubicyna,
cytostatyczne lv:ogasodilmaliywa,c Ea faze M mielotoksycznos¢ daunorubicyna epirubicyna)
ub S cyklu komérkowego;

RYCINA 2. Mechanizm dziatania i charakterystyczne skutki uboczne wybranych grup lekow cytosta-
tycznych [8, 10, 13, 26, 32, 48, 51, 54, 55, 57, 60, 63, 65, 79, 89, 100]

FIGURE 2. Mechanism of action and characteristic side effects of selected groups of cytostatic drugs
[8, 10, 13,26, 32, 48, 51, 54, 55, 57, 60, 63, 65, 79, 89, 100]
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$cie do leczenia nowotwordw zazwyczaj zwigzane jest z jednoczesnym leczeniem
wystepujacych skutkéw ubocznych, co moze znaczaco obnizy¢ skutecznosc¢ terapii,
wplywajac negatywnie na og6lny stan pacjenta, a takze dodatkowo zwicksza koszty
leczenia [13, 79].

LEKI CYTOSTATYCZNE KIEDYS I DZIS

Chemioterapia polega na wprowadzeniu do organizmu substancji cytostatycz-
nych, ktore poprzez swoje nieselektywne dziatanie wptywaja destrukcyjnie Iub
hamujaco na proliferacje komorek zarowno nowotworowych, jak inormalnych.
W zalezno$ci od mechanizmu dziatania leki cytostatyczne dzieli si¢ na grupy, ktore
oddziatuja na rézne etapy cyklu komérkowego lub niezaleznie od niego. Stad tez
wynika ich zastosowanie w réznych typach nowotworow. Wyr6znia si¢ m.in. leki
alkilujace, antymetabolity, inhibitory mitozy oraz antybiotyki cytostatyczne [13, 17].
Do terapii przeciwnowotworowej stosunkowo niedawno zaczeto wykorzystywaé
takze talidomid, ktory pierwotnie byt stosowany jako lek przeciwdepresyjny [49].

Leki alkilujace (np. cyklofosfamid, chlorambucyl, tiotepa, busulfan, temozo-
lomid, mannosulfan, cisplatyna) to substancje, ktorych cytotoksyczne dzialanie
polega na przytaczaniu rodnikéw alkilowych do DNA, RNA lub biatek, co powo-
duje zaburzenia podstawowych procesow genetycznych: replikacji i transkrypcji,
a takze innych procesow metabolicznych. Jest to jedyna grupa lekéw cytostatycz-
nych, ktore dziatajg niezaleznie od fazy cyklu komérkowego [63]. Zwiazki alkilu-
jace zostaly wykorzystane jako brof chemiczna juz podczas I Wojny Swiatowej
(gaz bojowy — iperyt). Jednak dopiero w 1942 r. powigzano dziatanie tej substancji
z uszkodzeniem szpiku i objawami pancytopenii wystepujacymi kilka dni po za-
truciu iperytem, co doprowadzito do odkrycia chlorowodorku chlormetyny — ni-
trogranulogenu, ktory stat si¢ pierwszym lekiem przeciwnowotworowym z grupy
iperytow azotowych. W 1949 r. nastgpito oficjalne zatwierdzenie przez FDA (ang.
Food and Drug Administration) chlormetyny (Mustargen) jako leku alkilujacego
[28, 63]. Leki te obejmuja kilka grup substancji. Sa stosowane w leczeniu wiekszo-
$ci typow nowotworow ztosliwych, m.in. w nowotworach krwi, prostaty, jajnikow,
piersi, ptuc, a takze w przypadku nowotworow uktadu nerwowego i pokarmowego
[63, 65]. Do skutkdéw ubocznych wystepujacych w terapii lekami alkilujacymi zali-
cza si¢ m.in. zahamowanie aktywnosci uktadu krwiotworczego, zwtoknienie tkanki
oplucnej, neuropatie obwodowe, a w przypadku chlorambucylu moze doj$¢ do roz-
woju biataczki [65, 79]. Nowe generacje lekow alkilujacych obejmuja grupy zwiaz-
koéw pochodzenia naturalnego jak tetrahydroizochinoliny czy illudyny. Ich cecha
wyr6zniajaca jest oddzialywanie z mniejszym rowkiem helisy DNA, podczas gdy
starsze generacje oddzialuja z duzym rowkiem, co sprawia ze moga by¢ skuteczne
w zwalczaniu nowotworow opornych na starsze generacje lekow [5, 63]. Aktualnie
w uzyciu jest niewiele lekow z nowej generacji, mozna do nich zaliczy¢ np. Tra-
bectedin, ktory znalazl zastosowanie w leczeniu migsakoéw tkanek migkkich oraz
jednego z typoéw nowotworu jajnika [14].
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Antymetabolity (np. metotreksat, fluorouracyl, kladrybina) jest to grupa le-
koéw, ktore oddziatuja hamujaco na enzymy biorace udziat w syntezie kwasow
nukleinowych. Pierwszym lekiem z tej grupy byl metotreksat, nalezacy do an-
tagonistow kwasu foliowego, z powodzeniem wprowadzony do leczenia ostrych
biataczek u dzieci w 1947 r. Jest to lek hamujacy faze S cyklu komoérkowego.
Poza nowotworami krwi stosuje si¢ go takze w niektorych nowotworach litych,
np. w nowotworze piersi [38, 43, 89]. Metotreksat jako analog kwasu foliowego
hamuje jego redukcje do kwasu tetrahydrofoliowego, niezbgdnego w procesach
syntezy zasad purynowych i pirymidynowych, poprzez inaktywacj¢ enzymu re-
duktazy dihydrofolianowej. Dodatkowo cytostatyk ten przejawia powinowactwo
do syntazy tymidylanowej, ktéra jest enzymem katalizujacym przeksztatcenie
uracylu do tyminy. Kumulacja dzialania hamujacego oba wyzej wymienione en-
zymy prowadzi do wyczerpania wewnatrzkomorkowych zasobdéw puryn i piry-
midyn, ktore pelnig istotng rolg w syntezie DNA i RNA oraz wchodza w skiad
koenzymow. W rezultacie dochodzi do zaburzen syntezy kwasow nukleinowych,
na co szczegdlnie wrazliwe sg intensywnie dzielace si¢ komorki nowotworowe.
Dziatanie metotreksatu prowadzi wigc do zahamowania aktywnos$ci podziatowe;j
i $mierci komorek [89, 100]. Przyjmowanie antymetabolitow wigze si¢ z wieloma
powiklaniami, do bardziej charakterystycznych naleza zapalenie watroby, zwtok-
nienie tkanki ptucnej, encefalopatie, a takze uszkodzenia nerek [32]. Przez lata
przeprowadzono wiele badan dotyczgcych stosowania suplementacji kwasu fo-
liowego w celu zniwelowania skutkoéw ubocznych dziatania metotreksatu. W wy-
niku metaanalizy z 2013 r. wykazano, ze codzienna, jak i cotygodniowa suple-
mentacja kwasem foliowym znacznie zmniejsza czgsto$¢ wystepowania dziatan
niepozadanych, a tym samym zwigksza tolerancj¢ na metotreksat [23, 75].

Inhibitory mitozy, do ktérych mozna zaliczy¢ alkaloidy barwinka (Vinca)
i taksany (naturalnie syntetyzowane przez ro$liny z rodzaju Taxus), dziataja cy-
tostatycznie hamujac faze M cyklu komorkowego, destabilizujgc mikrotubule
i zapobiegajac ich polimeryzacji (alkaloidy Vinca) lub poprzez nadmierng stabi-
lizacje mikrotubul w wyniku stymulowania ich polimeryzacji (taksany) [10, 60].
Wprowadzenie do terapii onkologicznej paklitakselu na poczatku lat 90. ubiegle-
go wieku mialo pozytywny wpltyw na leczenie nowotworow ptluc, piersi czy jajni-
ka. P6zniej do praktyki klinicznej wprowadzono nastgpny cytostatyk z tej grupy
— docetaksel. W poréwnaniu z paklitakselem posiada on wicksze powinowactwo
do tubuliny, dzigki czemu moze w wigckszym stopniu oddziatywaé na komorki
nowotworowe [8, 84]. Po 2000 r. taksany szeroko wprowadzono do praktyki kli-
nicznej jako jedne z najskuteczniejszych lekow nowej generacji hamujacych mi-
tozg. Oddziatywanie taksanow z B-tubuling mikrotubul powoduje ich stabilizacje
i blokuje mozliwo$¢ dynamicznej reorganizacji cytoszkieletu, co doprowadza
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do zaburzenia funkcjonowania wrzeciona podziatlowego. W konsekwencji pro-
wadzi to do hamowania rozdzialu chromatyd siostrzanych w wyniku nieprawidto-
wosci strukturalnych i blokowania funkcji motorycznych wrzeciona podzialowego,
co z kolei skutkuje zatrzymaniem aktywnosci mitotycznej komorek [8, 10]. Terapia
taksanowa jest rowniez zwigzana z dziataniami niepozadanymi, do ktérych naleza
neuropatia obwodowa, bole migsni i stawow oraz reakcje skorne. Wielu pacjentow
po przyjmowaniu taksanéw zglaszato rowniez dolegliwosci takie jak ogoélne ostabie-
nie, dretwienie i opuchlizne konczyn, problemy ze stuchem i koordynacja ruchows.
U kobiet z nowotworami piersi leczonych taksanami dochodzito do utraty masy mig-
$nia sercowego, arytmii oraz niedokrwistosci. Po dtugotrwatym leczeniu obserwo-
wano réwniez zmiany w obrebie uktadu kostnego, gtownie osteoporotyczne [54, 55].

Antybiotyki cytostatyczne sg grupa niejednolita pod wzglgdem dziatania na
komérki nowotworu, mogg one hamowac¢ zarowno faze M lub S cyklu komoérko-
wego. Zalicza si¢ do nich m.in. antracykliny (np. doksorubicyna, daunorubicyna,
epirubicyna), ktore sa syntetyzowane przez bakterie z rodzaju Streptomyces. Ich
dzialanie w fazie S opiera si¢ na tworzeniu kompleksow z DNA, co z kolei pro-
wadzi do zaklocen w replikacji i transkrypcji, a w efekcie do $mierci komorki.
Antracykliny moga bezposrednio uszkadza¢ DNA poprzez wzmaganie wytwa-
rzania reaktywnych form tlenu, co dodatkowo zwicksza uszkodzenia materia-
hu genetycznego, peroksydacje lipidow oraz zaburzenia funkcji biatek [26, 48].
Najbardziej znanym i jednym z najczgsciej stosowanych lekow z tej grupy jest
doksorubicyna, wyizolowana ze zmutowanego szczepu Streptomyces peucetius
[26, 43, 78]. Uznawana jest ona za jeden z najbardziej efektywnych lekow prze-
ciwnowotworowych. Doksorubicyna dziata na kilku poziomach poprzez rézne
mechanizmy. Gtownym jej celem jest enzym topoizomeraza II, a tworzenie si¢
kompleksow topoizomeraza — doksorubicyna — DNA prowadzi do pekania heli-
sy DNA. Dodatkowo oddziatluje ona z jonami Zelaza i zaburza homeostaze wap-
niowg komorki, a takze wptywa na dziatanie wewnatrzkomorkowych enzymow
utleniajgcych wzmagajac stres oksydacyjny [51]. Doksorubicyna znalazta zasto-
sowanie w leczeniu wielu réznych nowotwordw, szczegdlnie czesto stosowana
jest w nowotworach piersi, jajnika, prostaty oraz pluc. Najczestszym, charakte-
rystycznym skutkiem ubocznym jej dziatania jest kardiotoksycznos¢, ktora moze
objawi¢ si¢ zaburzeniami pracy serca w trakcie leczenia jak i wiele lat pdzniej
[51, 78]. Aktualnie dostepne sg preparaty doksorubicyny w postaci nanoczaste-
czek, doktadniej liposomow. Tak skonstruowany lek sprawia, ze mniejsza ilo$¢
cytostatyku trafia do serca i innych wrazliwych tkanek. Zaopatrujace nowotwor
naczynia krwionos$ne wykazuja wicksza porowatos¢, stad liposomy sa w stanie
przedostac si¢ przez $ciang naczyn gtownie w obrgbie guza, powodujac ze dziata-
nie cytostatyku ogranicza si¢ przede wszystkim do tkanki nowotworowej [27, 64].
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Chemioterapia inaczej

Jedna z propozycji poprawienia jako$ci zycia pacjentow onkologicznych po-
przez zmniejszenie nasilenia skutkdw ubocznych, a takze zwigkszenia skuteczno-
$ci dziatania lekow cytotoksycznych, jest udoskonalanie metodyki prowadzenia
chemioterapii. Tak zwana chemioterapia metronomiczna, w odréznieniu od stan-
dardowej terapii, nie polega na podawaniu wysokich dawek cytostatykow w for-
mie iniekcji dozylnych raz na 2-3 tygodnie, ale na stosowaniu mniejszych dawek
w formie tabletek kilka razy w tygodniu. Ten typ chemioterapii stosuje si¢ m.in.
w przypadku nowotworow piersi z przerzutami. Dostgpne preparaty doustne (np.
Capecitabine i Vinorelbine) pozwalaja na lepsza kontrole przebiegu choroby, ogra-
niczaja nasilenie skutkoéw ubocznych i przedtuzaja zycie pacjentow w poréwnaniu
do standardowego leczenia [7, 37]. Metoda ta rozwija si¢ dynamicznie i obecnie
trwaja prace nad rozszerzeniem spektrum cytostatykow stosowanych w trybie che-
mioterapii metronomicznej [77].

DRUGIE ZYCIE TALIDOMIDU

Talidomid zostat po raz pierwszy wprowadzony na rynek w latach 50. XX
wieku jako $rodek antydepresyjny o wlasciwosciach przeciwwymiotnych i byt
szeroko stosowany w zwalczaniu porannych dolegliwosci u cigzarnych kobiet.
Wkrotce po tym pojawily sie doniesienia o powaznych wadach wrodzonych
u dzieci, ktorych matki przyjmowaly talidomid w okresie ciazy. Miedzy 1957
a 1960 r. w Niemczech, Australii 1 Wielkiej Brytanii zaobserwowano niezwykle
wysoki wzrost liczby dzieci urodzonych z ci¢zkimi, rzadko spotykanymi defor-
macjami konczyn i niedorozwojem narzadow wewngtrznych. Przeprowadzone
przez Lenz’a i McBride’a badania udowodnity zwigzek pomiedzy niedorozwo-
jem dzieci a stosowaniem talidomidu przez ich matki w okresie ciazy [42, 47, 82].
Pod koniec 1961 r. lek ten zaczat by¢ wycofywany z rynku ze wzgledu na swoja
teratogenno$¢. Pomimo tych dziatan okoto 10 tysigcy dzieci na catym $wiecie
stalo si¢ ,,ofiarami” skutkow ubocznych talidomidu. Lek ten zaczegto stosowaé
ponownie, tym razem w terapii nowotworow, wraz ze stwierdzeniem, ze jednym
z mechanizmdéw jego dzialania jest blokowanie procesu angiogenezy. Talidomid
moze wystepowaé w dwoch roznych postaciach izomerycznych, S (-) i R (+).
Uwaza sie¢, ze kazdy z izomeréw ma rézne wiasciwosci: S (-) moze by¢ terato-
genny, a R (+) uspokajajacy. Klinicznie stosuje si¢ mieszaning tych dwoch izo-
meréw. Talidomid wzmaga réwniez produkcje wolnych rodnikéw w komorkach
[88]. Lek ten, oprocz dziatania teratogennego, wywotuje powiklania podobne do
lekéw cytostatycznych, do ktéorych mozna zaliczy¢ polineuropatie obwodowa,
matoptytkowos$¢, niedokrwistos¢ czy tez zakrzepowe zapalenie zyt. Od 2006 r.
talidomid ma zastosowanie w terapii szpiczaka mnogiego. Trwaja réwniez bada-
nia nad rozszerzeniem jego zastosowania w leczeniu nowotwordw trzustki, nerki,
jelita grubego, piersi czy prostaty [49, 82].
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TERAPIE CELOWANE PRZYSZLOSCIA
LECZENIANOWOTWOROW

Chemioterapia i zwigzane z nig skutki uboczne wymusity poszukiwania no-
wych metod leczenia nowotworow, ktore wykorzystuja naturalne mechanizmy
odpornosci 1 przede wszystkim wykazywatyby mniejszg toksycznos¢ dla orga-
nizmu (Rye. 3). Pierwsza tego typu alternatywg staty si¢ metody z zakresu im-
munoterapii i osiggni¢to na tym polu ogromne postepy [58]. W ostatnim czasie
do leczenia klinicznego wprowadzono terapi¢ opartg na genetycznie zmodyfiko-
wanych limfocytach T (CAR-T) [80]. Nowe spojrzenie na leczenie chordéb nowo-
tworowych wprowadzity takze terapie genowe, gdzie najwigksze nadzieje wigze
si¢ ze zjawiskiem interferencji RNA, ktore jest intensywnie badane od poczatku
XXI wieku [45].
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RYCINA 3. Porownanie potencjalnych skutkéw ubocznych mogacych wystapi¢ w poszczegdlnych
terapiach przeciwnowotworowych [13, 30, 32, 39, 41, 51, 54, 55, 57, 72, 74, 83, 86]

FIGURE 3. Comparison of the potential side effects that may occur with individual cancer treatments
[13,30, 32, 39, 41, 51, 54, 55,57, 72, 74, 83, 86]
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IMMUNOTERAPIA

Zwigzek uktadu odporno$ciowego z nowotworami zauwazono juz pod ko-
niec XIX wieku, kiedy to u pacjentow onkologicznych zarazonych patogenami
wywotujacymi rézyczke obserwowano znaczace zmniejszanie si¢ guzOw nowo-
tworowych. Wililiam Coley w 1891 r. celowo wprowadzit inaktywowane bakterie
Streptococcus pyogenes do organizmow pacjentoéw onkologicznych z nieopera-
cyjnymi nowotworami. W swoim wieloletnim eksperymencie zaobserwowal re-
gresje nowotworow u ponad 1000 pacjentow [12, 58]. Wzrost zainteresowania ra-
dioterapig i chemioterapia w kolejnych latach odwiodt jednak uwage badaczy od
takich metod. Dodatkowo brak byto rzetelnych danych i protokotéw na temat tego
typu leczenia, co uniemozliwialo uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw. Wraz ze
wzrostem wiedzy odno$nie dziatania uktadu odpornosciowego i jego poszczegodl-
nych sktadowych zaczgto opracowywac leki i terapie oparte na zdolnosci uktadu
odpornosciowego do zwalczania komorek nowotworowych. Pierwsze proby kli-
niczne takich terapii wykonano pod koniec XX wieku wykorzystujac niespecy-
ficzne immunostymulatory, takie jak interferon czy interleuking-2, co jednak nie
odniosto spektakularnych sukceséw w leczeniu nowotworow [58].

Inng proponowana metoda sa tzw. szczepionki przeciwnowotworowe, jed-
nak tylko jedna z nich zostala zaakceptowana przez FDA: Sipuleucel — T, ma-
jaca zastosowanie w profilaktyce nowotworu prostaty [24, 29]. Jej mechanizm
dziatania jest oparty o modyfikacje komoérek dendrytycznych pacjenta, natomiast
inne szczepionki opierajg si¢ m.in. na podawaniu pacjentom martwych komorek
nowotworowych lub specjalnie wyselekcjonowanych antygendéw powierzchnio-
wych tych komorek, co ma na celu aktywacj¢ odpowiedzi immunologicznej na
dany nowotwor [29, 58].

Z zasady obecnos¢ roznych antygenow eksponowanych na powierzchni ko-
morek nowotworowych, bedacych wynikiem licznych mutacji, powinna stymu-
lowaé¢ odpowiedz immunologiczng organizmu. Czgsto jednak, podczas rozwoju
guza nowotworowego, wytwarza si¢ wokot niego srodowisko immunosupresyjne,
chronigce nowotwor przed ukladem odpornosciowym. Komorki nowotworowe
moga w tym celu wykorzystywac naturalne mechanizmy kontrolujace wrazliwos¢
uktadu immunologicznego [58, 83]. Waznym krokiem w rozwoju immunoterapii
okazalo si¢ scharakteryzowanie receptorow komorek odpornosciowych sterujg-
cych ich cytotoksycznym dziataniem. Wykorzystanie przeciwcial monoklonal-
nych skierowanych przeciwko tym receptorom zaowocowato wprowadzeniem
skutecznych metod immunoterapeutycznych do walki z nowotworami (Ryec. 4).
Do biatek regulujgcych funkcje limfocytow T zalicza si¢ migdzy innymi receptor
CTLA-4 (ang. Cytotoxic Lymfocyte Antigen-4) zlokalizowany na tych limfocy-
tach, ktorego funkcja polega na hamowaniu ich cytotoksycznej aktywnosci, za-
pobiegajac nadmiernej reakcji w stosunku do wtasnych komoérek. Blokada tego
receptora powoduje utrzymanie limfocytow T w stanie aktywnosci, co prowadzi
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do wzmocnienia odpowiedzi odpornosciowej organizmu, takze w stosunku do ko-
morek nowotworowych. Mozna to osiagna¢ dzigki zastosowaniu przeciwcial mo-
noklonalnych anty-CTLA-4, ktére pod nazwa handlowa Ipilimumab, s3 z powo-
dzeniem wykorzystywane klinicznie w leczeniu czerniaka, nowotworu ptuc oraz
prostaty [46, 59, 83]. Innym negatywnym regulatorem limfocytow T jest receptor
PD-1 (ang. Programmed Death Receptor 1), ktory poza limfocytami T ulega eks-
presji réwniez na limfocytach B oraz komorkach NK (ang. Natural Killer). Akty-
wacja receptora PD-1 doprowadza do supresji komorek uktadu odpornosciowego
w $rodowisku nowotworu, co chroni komodrki nowotworowe przed cytotoksycz-
nymi limfocytami T [59, 83]. Przeciwciala monoklonalne blokujace ten receptor
znalazty zastosowanie, podobnie jak przeciwciata anty-CTLA-4, w leczeniu czer-
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RYCINA 4. Schemat wykorzystania przeciwcial monoklonalnych w celu zwigkszenia aktywnosci
limfocytow T przeciwko komoérkom nowotworowym. A — normalna proliferacja komorek nowotwo-
rowych, B — remisja nowotworu w wyniku podania przeciwcial monoklonalnych

FIGURE 4. Scheme of using monoclonal antibodies to increase the activity of T lymphocytes against
neoplastic cells. A — normal proliferation of tumor cells, B — tumor remission as a result of using
monoclonal antibodies



376 S. CHMIELEWSKA I WSP.

niaka i nowotworu ptuc, a takze w leczeniu raka jelita grubego oraz jajnika. Nazwa
handlowa leku zawierajacego przeciwciata przeciwko PD-1 to Niwolumab [46, 99].
Wstepne badania pokazaty, ze jednoczesne zastosowanie Niwolumabu oraz Ipili-
mumabu moze skutkowac szybsza i mocniejsza odpowiedzia przeciwnowotworo-
wa niz dzieje si¢ to podczas osobnego stosowania tych lekow. W 2018 r. James P.
Allison i Tasuku Honjo otrzymali Nagrod¢ Nobla za opracowanie skutecznej im-
munoterapii z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych [1, 34, 40].

Objawy niepozadane, ktoére mogg wystepowaé w leczeniu przeciwciatami
monoklonalnymi to migdzy innymi anemia, zmegczenie, limfopenia, goragczka czy
tez arytmia. Ponadto w przypadku stosowania immunoterapii nalezy liczy¢ si¢
z odpowiedzig autoimmunologiczng organizmu w wyniku nadmiernej aktywacji
limfocytow T [30, 39]. Immunoterapic wykazuja wigksza skuteczno$¢ niz che-
mioterapie, jednocze$nie moga by¢ mniej toksyczne, stad wydajg si¢ by¢ wtasci-
wym kierunkiem rozwoju metod leczenia nowotworéw. Wiele nowych immuno-
terapeutykow jest obecnie opracowywanych oraz akceptowanych przez FDA do
leczenia klinicznego, zwigkszajac pule lekow skierowanych przeciwko réznym
typom nowotwordw, co zwigksza jednoczesnie powszechnos$¢ ich stosowania.
Nowym kierunkiem w immunoterapii w ostatnich kilku latach staly si¢ takze te-
rapie adoptywne, do ktorych zalicza si¢ terapie¢ CAR-T, uznang za jedna z najbar-
dziej obiecujacych metod w leczeniu choréob nowotworowych.

TERAPIA CAR-T

Terapia CAR-T (ang. Chimeric Antigen Receptor T-cells), bedaca meto-
da z zakresu immunoterapii i terapii genetycznych, czasami okres$lana jest jako
,»Zywy lek”. Wynika to z faktu, ze w terapii tej uzywa si¢ odpowiednio transfor-
mowanych limfocytow T pobranych od pacjenta onkologicznego, ktdre nastgpnie
wykorzystane sg w leczeniu tego samego pacjenta. Pobrane z krwi limfocyty T
sg nastepnie, poprzez wykorzystanie wektorow wirusowych lub metod niewekto-
rowych, transformowane genami kodujgcymi receptor CAR. Jest to syntetyczna
proteina, zaprojektowana genetycznie tak, zeby ulegaé ekspresji na powierzchni
komorek T. Receptory CAR sktadaja si¢ z zewnatrzkomoérkowej domeny wigza-
cej, ktora rozpoznaje antygen na powierzchni komorki nowotworowej, domeny
transbtonowej 1 wielu wewnatrzkomérkowych domen sygnatowych, ktore odpo-
wiadajg za aktywacje limfocytu T (Ryec. 5). Teoretycznie mozna zaprojektowac je
dla kazdego antygenu znajdujacego si¢ na powierzchni komorki [96]. Namnozone
in vitro, zmodyfikowane komoérki T wprowadza si¢ z powrotem do organizmu
pacjenta, gdzie w wyniku zetknigcia si¢ receptora CAR z antygenem znajdujacym
si¢ na btonie komorki nowotworowej nastgpuje cytotoksyczna aktywacja komo-
rek CAR-T, w stosunku do komoérek nowotworowych (Ryc. 6) [52]. Nalezy pa-
migtac, ze komorki CAR-T stajg si¢ integralng czesécig uktadu immunologicznego
pacjenta, dzigki czemu ich przeciwnowotworowa aktywno$¢ jest dtugotrwata.
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Aktualnie stosowane sa receptory CAR skierowane przeciwko antygenom CD-
19, charakterystycznym dla komoérek nowotworowych chtoniakéw i biataczek
[96]. Jednoczesnie sg one opracowywane takze dla wielu innych antygenow tych
nowotworoéw, m.in. CD-20 i CD-22. Rownoczesne dzialanie na rézne antygeny
nowotworowe moze w przysztosci zwiekszy¢ efektywnos¢ terapii zmodyfikowa-
nymi limfocytami T [52, 68, 80].

Pierwsze komoérki CAR-T zostaty zaprojektowane juz w latach 90. XX wie-
ku, a ich tworcami byli dwaj izraelscy immunolodzy: Zelig Eshhar oraz Gideon
Gross [19]. Wtedy jednak nie wykazywaly one jeszcze efektywnosci kliniczne;j.
Od tamtej pory opracowywano coraz lepsze generacje receptorow CAR. Dopie-
ro w 2011 r. nastapita pierwsza udana administracja leku zawierajacego komorki
CAR-T pacjentowi choremu na przewlekta biataczke limfocytowa [61]. Pierwszy
sukces odniesiono natomiast w roku 2012, kiedy to terapia CAR-T doprowadzita
do wyleczenia nawracajacej ostrej biataczki szpikowej u 7-letniej pacjentki [69].
Do tej pory FDA zaakceptowato dwa produkty oparte na tej technice, mianowi-
cie Tisagenlecleucel oraz Axicabtagene ciloleucel do leczenia ostrych biataczek
limfoblastycznych oraz chtoniaka rozlanego z duzych komorek B [80]. Komorki
CAR-T sag w stanie pozostawac¢ w organizmie jeszcze przez dtugi czas po lecze-
niu, takze jako komorki pamiegci krotkotrwatej, dodatkowo ograniczajac przypad-
ki nawrotow choroby nowotworowej, co jest ogromna zaletg tej terapii [52].

Niestety, mimo ze terapia CAR-T pokazuje optymistyczne wyniki w przy-
padku nowotwordéw krwi, nie odnosi si¢ to jednoczesnie do nowotworow litych.
Leczenie nie jest tak skuteczne z powodu srodowiska immunosupresyjnego guza
oraz ogromnego zrdéznicowania antygendw powierzchniowych obecnych na bto-
nie budujacych go komorek nowotworowych [44, 73]. Dotychczas przeprowa-
dzono wiele badan z uzyciem CAR-T w stosunku do wielu réznych nowotwo-
row, miedzy innymi raka jelita grubego, ptuc oraz nerwiaka zarodkowego, jednak
z niezadowalajacym skutkiem [20, 97]. W zadnym przypadku wykorzystania te-
rapii CAR-T w stosunku do guzow litych nie udato si¢ uzyska¢ znaczacej lub cal-
kowitej 1 trwalej remisji, co ma miejsce w przypadku nowotwordéw krwi [21, 94].

Terapia CAR-T poza zaletami niesie ze sobg pewne wady, mimo ze nie wyka-
zuje ona toksycznosci typowej dla chemioterapii. Najczestszym problemem napo-
tykanym podczas leczenia jest zespot wyrzutu cytokin CRS (ang. Cytokine Rele-
ase Syndrome), ktéry objawia si¢ goraczka, niedocisnieniem oraz niedotlenieniem
organizmu. CRS jest potencjalnie $§miertelnym powiktaniem wynikajacym z reak-
cji miedzy cytokinami a komoérkami uktadu odpornosciowego, ktora ma charak-
ter sprzgzenia zwrotnego [72, 74]. Drugim powaznym skutkiem ubocznym jest
zespot neurotoksycznosci zwigzany z komorkami efektorowymi uktadu odporno-
sciowego ICANS (ang. Immune Effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndro-
me) objawiajacy si¢ encefalopatia, afazja, bélami glowy, zaburzeniami snu czy tez
dezorientacja. Dodatkowo terapia CAR-T moze prowadzi¢ do aplazji limfocytow
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B, jako ze te limfocyty maja takze na swojej powierzchni antygeny CD-19 i moga
by¢ niszczone jak komoérki nowotworowe. Do innych skutkéw ubocznych moz-
na zaliczy¢ rowniez zespot rozpadu nowotworu czy tez hipogammaglobulinemicg.
Niszczenie limfocytow B oraz hipogammaglobulinemia powoduja obnizenie od-
pornosci pacjenta, co czesto prowadzi do licznych infekcji bakteryjnych i wiruso-
wych wystepujacych niedtugo po zastosowaniu terapii CAR-T [41, 72, 81].

Terapia CAR-T juz w Polsce

Pierwszym o$rodkiem w Polsce, ktory rozpoczat stosowanie terapii CAR-T,
jest Klinika Hematologii i Transplantologii Szpiku Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, gdzie w listopadzie 2019 r. zastosowano ja u m¢zczyzny cierpigcego
na chloniaka ztosliwego [18]. Kolejnymi o$rodkami staty si¢ Klinika Transplan-
tacji Szpiku i Onkohematologii Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach,
gdzie terapii zostata poddana m.in. 38-letnia pacjentka z chtoniakiem nieziarni-
czym oraz Klinika Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu, gdzie terapie zastosowa-
no u pacjentéw pediatrycznych z ostrg biataczka limfoblastyczng [56, 87]. Aktu-
alnie nie ma w Polsce mozliwosci modyfikacji limfocytow T, stad tez wyizolowa-
ne od pacjenta limfocyty sa wysytane do laboratorium znajdujacego si¢ w USA,
gdzie nastgpuje ich modyfikacja genetyczna i uzbrojenie w receptory CAR. Czas
od pobrania limfocytow do otrzymania gotowego leku to okoto 4 tygodnie [18].
Terapia CAR-T jest w Polsce trudno dostepna i nierefundowana przez NFZ. Koszt
leczenia jednego pacjenta w USA szacuje si¢ na okoto 0,5 miliona dolaréw na-
tomiast w Polsce kwota ta jest bliska 1 miliona ztotych. Pierwsi polscy pacjenci
mieli mozliwo$¢ skorzystania z tej metody leczenia dzieki instytucjom takim jak
Fundacja na Ratunek Dzieciom z Chorobg Nowotworowa, Fundacja Sigpomaga,
czy tez Program Wczesnego Dostepu do Leku. Nalezy takze zaznaczy¢, ze terapia
CAR-T aktualnie jest rekomendowana do przypadkow, gdzie inne metody nie daja
zadnego efektu lub ostrych, nawracajacych nowotwordw krwi [18, 56, 87, 90].

TERAPIE GENOWE - INTERFERENCJA RNA I LEKI SFERYCZNE

Zjawisko interferencji RNA (RNAIi) po raz pierwszy zaobserwowano u roslin
na poczatku lat 90. ubieglego wieku, a w 1998 r. opisano to zjawisko u nicienia
Caenorhabditis elegans. Za odkrycie procesu i jego mechanizmu Andrew Z. Fire
oraz Craig C. Mello otrzymali Nagrode Nobla w 2006 r. [3, 22, 35, 50]. Interferen-
cja RNA to naturalny proces posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow, zacho-
dzacy we wszystkich komorkach eukariotycznych za pomoca czasteczek miRNA
homologicznych do sekwencji mRNA kodujacych okreslone biatka. Jest to ewolu-
cyjnie konserwatywny proces, ktory dodatkowo chroni komoérke przed obcym ma-
teriatem genetycznym (pochodzacym na przyktad od wiruséw) lub transpozonami
(ruchomymi elementami DNA) [11]. Czasteczki zaangazowane w proces interfe-
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rencji RNA to wspomniane juz miRNA oraz siRNA. Réznica pomi¢dzy nimi polega
na tym, ze miRNA sa pochodzenia endogennego, kodowane w jadrze komérkowym
1 syntetyzowane przez komorki organizmu, natomiast siRNA sg pochodzenia egzo-
gennego np. wirusowego lub projektowane za pomoca metod bioinformatycznych
1 syntetyzowane sztucznie, a nastgpnie wprowadzane do organizmu [95].

Mechanizm wyciszania genéw za pomocg siRNA mozna podzieli¢ na dwa
etapy: starterowy i efektorowy. Pierwszy etap zapoczatkowany jest przez dlugi
dwuniciowy RNA, dsRNA (ang. double-strand RNA), liczacy 200-500 par zasad,
ktory jest degradowany w komorce poprzez cigcie na krotsze fragmenty przez
enzym rybonukleaze Dicer, co prowadzi do powstania czasteczek siRNA (21-25
par zasad). Drugi etap polega na wbudowaniu krétkich dwuniciowych fragmen-
téw do kompleksu RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex), gdzie nastepuje
rozdzielenie siRNA na pojedyncze nici. Ni¢ sensowna jest degradowana, nato-
miast ni¢ antysensowna pozostaje potaczona z kompleksem, ktory ulega w ten
sposob aktywacji. Nastepnie kompleks RISC, w potaczeniu z sondg w postaci
nici siRNA, jest zdolny do rozpoznawania docelowego mRNA na zasadzie kom-
plementarno$ci. Przytaczenie kompleksu do mRNA prowadzi do jego rozcigcia
1 dalszej degradacji, w wyniku czego nie dochodzi do ekspresji genu i produkcji
okreslonego biatka. W ten sposob ekspresja konkretnych gendéw jest regulowana
w komorce na poziomie translacji [45, 50, 62].

W przypadku komoérek nowotworowych zazwyczaj mamy do czynienia z zabu-
rzeniami ekspresji wielu roznych genow, szczegdlnie tych zwigzanych ze wzrostem
czy podzialem komorek. Dlatego tez interferencja RNA jest metoda o ogromnym
potencjale w leczeniu nowotwordw, dajaca mozliwos¢ regulacji poziomu ekspresji
gendow poprzez wykorzystanie m.in. odpowiednio spreparowanego siRNA, ktore
moze hamowac produkcje biatka odpowiedzialnego za transformacj¢ nowotworo-
wa i proliferacje guza (Rye. 7). Dodatkowo, w przypadkach, gdy przyczynag trans-
formacji nowotworowej jest zahamowanie ekspresji okres§lonych gendow, poprzez
nadmierng produkcje specyficznych endogennych miRNA, mozna wprowadzi¢ do
komorek fragmenty anty-miRNA. W efekcie moze dojs¢ do blokowania degradacji
docelowego mRNA przez kompleks RISC i przywrocenia ekspresji genow [62].

Pierwsze proby kliniczne z wykorzystaniem zjawiska interferencji RNA zosta-
ly zatwierdzone przez FDA juz w 2004 r. [76]. Od tamtej pory scharakteryzowano
wiele gendow ulegajacych mutacji w nowotworach oraz ponad 3000 czasteczek
miRNA biorgcych udziat m.in. w regulacji ekspresji tych gendw (Ryc. 8). Warto
doda¢, ze jeden rodzaj miRNA moze regulowac nawet do 200 ré6znych sekwencji
genowych [33]. Co roku wiele firm opracowuje nowe leki w postaci syntetyzowa-
nych fragmentow siRNA, anty-miRNA czy tez nasladujacych miRNA (w celu po-
budzenia ekspresji zablokowanych genow), ktére aktualnie sg w réznych fazach
testow klinicznych i nie sg jeszcze stosowane w leczeniu [11, 35]. Do pierwszych
terapii tego typu dopuszczonych do prob klinicznych na ludziach nalezy tera-
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pia MRX34 z wykorzystaniem czasteczek miR-34a do leczenia zaawansowanych
nowotwordéw litych [9]. RNAI jest intensywnie badana takze w kontekscie zja-
wiska opornosci wielolekowej MDR (ang. Multi Drug Resistance), ktore czgsto
wystepuje po dtugotrwajacej chemioterapii. Wiele prob wyciszania genu MDR1,
odpowiedzialnego za to zjawisko w komoérkach nowotworowych, nie przyniosto
jeszcze pozadanego efektu. Wykazano rowniez, ze potaczenie lekéw chemiotera-
peutycznych i czasteczek siRNA w jednym preparacie moze zwigkszaé skutecz-
nos¢ leczenia w pordwnaniu do osobnego stosowania tych metod [11].

RNAIi prowadzi do efektywnej supresji wzrostu nowotworéw w zaawansowa-
nym stadium, a mozliwos¢ jednoczesnego hamowania ekspresji wielu genow zaan-
gazowanych w rdzne procesy moze zwigksza¢ skuteczno$¢ tej metody. Ogromna
zaleta tej terapii jest do$¢ wysoka specyficzno$¢ w stosunku do wyciszanych genow
1 zwigzana z tym niska toksycznos$¢ dla organizmu. Szacuje si¢, ze koszty tej terapii
sa relatywnie niskie, co moze w przysztosci mie¢ wptyw na jej dostepnosc [76].

Nalezy zwroci¢ uwage, ze w przypadku terapii z wykorzystaniem siRNA,
mimo wzglednie wysokiej specyficznosci, moze dochodzi¢ do wyciszania ekspre-
sji innych genow, poza tymi, ktore byty celem. Jest to wynikiem pewnego zakresu

siRNA komplementarne Pacjent
domRNA kog 1. Aktywacja kompleksu RISC
W —\A siRNA DICER
L == - -
"7y N
"™ Gl DICER
» "
mRNA i jego degradacja /—\ ﬁ i ' g
ﬂ Nic siRNA ulegajaca
M »  degradagji
mRNA z - %
sekwencja
onkogenu
Degradacja mRNA\( )
kodujacego
onkogen /\ —
. 4. Zahamowanie proliferacji
& Zahimowanle komérki i wzrostu guza
ekspresji onkogenu nowotworowego

RYCINA 7. Schemat dziatania czgsteczek siRNA na ekspresj¢ onkogenu w komoérkach nowotworo-
wych organizmu pacjenta onkologicznego

FIGURE 7. Diagram of the action of siRNA molecules on the expression of an oncogene in cancer
cells of an oncological patient
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tolerancji niedopasowania pomiedzy czasteczkami siRNA a docelowym mRNA.
Wykazano, ze w niektorych przypadkach wystarczy tylko jedenascie kolejnych
komplementarnych nukleotydow, zeby wyciszy¢ ekspresje genu.

Duzym problemem zwigzanym z tg terapig jest takze mozliwo$¢ aktywowania
szlakow sygnalizacji z udziatem PKR (ang. double stranded RNA — dependent
Protein Kinase) oraz receptorow TLR (ang. Toll- like Receptor). Aktywacja PRK
prowadzi do catkowitego zahamowania syntezy bialek i $mierci komorki, nato-
miast indukcja kaskady szlaku sygnatowego aktywowanego przez TLR prowadzi
do indukcji wrodzonej odpowiedzi immunologicznej [35, 67].

Dodatkowym problemem zwigzanym z tg terapig jest efektywne dostarczenie
dsRNA czy siRNA do komorek guza, poniewaz z zasady DNA oraz RNA nie moga
przechodzi¢ przez blony komorkowe. Takie czgsteczki sg bardzo szybko degrado-
wane w organizmie przez nukleazy i stad sa bardzo niestabilne w srodowisku po-
zakomorkowym. W celu dostarczenia liniowych oligonukleotydow stosuje sie wigc

miRNA Typ nowotworu Gen docelowy
miR-17-92 Rak ptuc PTEN, RB2
miR-19 Biataczka, chtoniak PTEN
miR-21 Rak jelita grubego, ptuc, trzustki, piersi, CDK6, PDCD4, CDKN 1A, FAS,
prostaty, mozgu, watroby, zotgdka IL6R, COCS5, APAF1, NFIB, TPM1
T Biataczka, chtoniak, rak ptuc, jelita grubego,
il P2 trzustki, prostaty, zotadka, nerwiak zarodkowy BCL2, L11, CDKN1C
miR-26a Rak nerki PTEN
miR-34a Biataczka, chtoniak, rak ptuc, prostaty, jelita KRAS, MET, MEK1, MYC, BCL2,
grubego, watroby, trzustki, mézgu, kosdi, jajnika CD44
miR-155 Biataczka, chtoniak, rak ptuc, piersi, BACH1, AGTR1, LDO C1, MATR3,
jamy nosowo-gardtowej TM6SF1, AGTR1, AID, SHIP1
miR-221/222 Rak trzustki, prostaty, tarczycy, zotgdka CDKN1B, CDKN1C, KIT
miR-335 Rak piersi SOX4, PTPRN2, MERTK, TNC
Let-7 Rak ptuc, piersi LIN28, KRAS, NF2

RYCINA 8. Przykladowe scharakteryzowane czasteczki miRNA regulujace ekspresje okreslonych

gendw w réznych typach nowotwordw [2, 9, 67, 85]

FIGURE 8. Exemplary characterized miRNAs regulating the expression of specific genes in various

types of cancer [2, 9, 67, 85]
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wektory wirusowe i bakteryjne, co czgsto moze prowadzi¢ do reakcji immunolo-
gicznej organizmu. Wykazano, ze czasteczki siRNA sa takze szybko wydalane przez
nerki. Rozwigzanie powyzej sygnalizowanych probleméw moze znaczaco wplynaé
na skuteczno$¢ strategii interferencji RNA w leczeniu nowotworow [3, 11].

Potencjalnym rozwigzaniem dla tego typu problemoéw moga okazac si¢ ak-
tualnie intensywnie badane nanoczasteczki, a szczegolnie leki sferyczne (ang.
Spheric Nucleic Acids, SNA). SNA majg na swojej powierzchni §cisle upakowane
jednoniciowe fragmenty oligonukleotydowe, dzieki temu sg odporne na dziatanie
nukleaz, a takze bez problemu wnikaja w duzych ilo$ciach do niemal kazdego
typu komorek, silnie reagujgc z odpowiednimi receptorami znajdujacymi si¢ na
powierzchni ich blony komorkowej. SNA moga w najblizszym czasie znalezé
zastosowanie w immunoterapii nowotwordw, a takze w przenoszeniu lekéw cy-
tostatycznych czy czasteczek siRNA [6, 98]. Ogromng zaletg tego typu nanoczg-
steczek jest mozliwo$¢ migracji przez bariere krew-mozg, co moze w przysztosci
poszerzy¢ mozliwosci leczenia nowotworow mozgu. W poréwnaniu do innych na-
noczastek, SNA zapewniaja najbardziej efektywne wnikanie do komorek, a brak
koniecznosci stosowania dodatkowych wektorow wirusowych czy bakteryjnych
ogranicza nasilenie odpowiedzi immunologicznej organizmu. Leki sferyczne cze-
ka jeszcze wiele testow zanim beda mogly wejs¢ do praktyki klinicznej, jednak
juz teraz mozna zatozy¢, ze w niedalekiej przysztosci moga sta¢ si¢ niezastapio-
nym elementem nowoczesnych terapii w leczeniu nowotworow [53, 95].

PODSUMOWANIE

Omoéwione w tym artykule metody pokazujace nowatorskie podejscie do le-
czenia nowotworéw dajg nadziej¢ na leczenie przebiegajace w mniej obcigzajacy
dla pacjentdw sposob. Metody konwencjonalne, szczegdlnie chemioterapia, wia-
73 si¢ z nieuniknionymi powiktaniami o réznym nasileniu, ktéore moga wywotaé
trwale szkody w organizmie, co powoduje, ze nie rzadko pacjenci rezygnuja z le-
czenia metodami klinicznymi. Innowacyjne metody, ktore sg alternatywa dla tego
typu terapii pokazuja, ze leczenie nowotworow moze wyglada¢ zupetnie inaczej,
bez szeregu powiktan (Ryc. 9). Zmiana strategii leczenia nowotworow z lecze-
nia objawowego (chirurgia) i niespecyficznego hamowania proliferacji komorek
(chemioterapia iradioterapia) na leczenie nakierowane na aktywacj¢ wlasnego
uktadu immunologicznego do specyficznego zwalczania komoérek nowotworo-
wych (immunoterapia) lub naprawe nieprawidlowo funkcjonujacych komorek
(interferencja RNA), staje si¢ faktem. Leki projektowane indywidualnie dla pa-
cjenta, jak komorki CAR-T, sg juz rzeczywistos$cia, a ingerowanie w poziom eks-
presji okreslonych genow w komorkach przynosi coraz lepsze efekty.
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Chemioterapia
konwencjonalna

Terapie celowane

¢ Dziatanie celowane na komorki
nowotworowe

¢ Niska toksycznosc

* Mata ucigzliwosc dla pacjenta

¢ Prosta procedura
¢ Umiarkowany koszt

* Zastosowanie w nowotworach
litych i rozsianych

v v

Perspektywy Perspektywy
« Chemioterapia metronomiczna * Zmnigjszenie kosztow i zwiekszenie
dostepnosci

2 ORI IE Sl e e Opracowanie procedur dla wiekszej liczby

e Zwiekszenie selektywnosci dziatania typdw nowotworow
« Wykorzystanie nanoczasteczek jako nognikow y x\g’ékr?i[gvsvtanie nanoczasteczek jako

RYCINA 9. Schematyczne porownanie wad oraz zalet chemioterapii konwencjonalne;j i terapii celo-
wanych oraz perspektywy ich rozwoju

FIGURE 9. Schematic comparison of the advantages and disadvantages of conventional chemothera-
py and targeted therapies and their development prospects

Nowe metody wymagaja jeszcze wielu badan w celu pelnego wykorzystania ich
mozliwosci. Aktualnie sg one dobrym uzupetnieniem metod konwencjonalnych lub
stanowia leki ostatniego wyboru, gdy inne metody zawiodly. Nowy sposob prowa-
dzenia chemioterapii, jakim jest chemioterapia metronomiczna pokazuje, ze nawet
typowe leczenie cytostatykami mozna zaprojektowa¢ na nowo, a niewielka zmiana
moze przynies¢ duze korzysci. Biorgc pod uwage poprawiajaca si¢ diagnostyke no-
wotworow, pozwalajaca na wykrywanie ich we wczesnym etapie rozwoju oraz sku-
teczno$¢ nowatorskich metod leczenia, mozna prognozowac, ze w niedalekiej przy-
szto$ci metody takie jak immunoterapia, stosowanie zywych lekow lub interferencja
RNA stang si¢ powszechnie dostepne i beda stopniowo zajmowac miejsce klasycznej
chemioterapii. Rozwoj terapii celowanych jest ogromnym wyzwaniem wspotczesnej
medycyny i biologii. Aktualne wyniki klinicznych badan tych terapii sa obiecujace
i dajg nadziej¢ na poprawienie statystyk w skutecznosci leczenia nowotworow.
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Praca finansowana z subwencji na utrzymanie i rozwoj potencjatu dydaktycz-
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SELECTED CANCER STEM CELLS (CSCs)
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Streszczenie: Rak jajnika pozostaje wiodaca przyczyna zgonow wérdd pacjentek chorujacych na now-
otwory ginekologiczne. Zbudowany jest z heterogennej populacji komorek wsrdd ktdrych wystepuje
rzadka subpopulacja — nowotworowe komorki macierzyste (ang. cancer stem cells, CSCs) — ktora ze
wzgledu na swoje charakterystyczne cechy jest odporna na terapie chemioterapeutykami. Identyfik-
acja iizolacja CSCs opiera si¢ przede wszystkim na okresleniu ekspresji specyficznych markerow
powierzchniowych, W odniesieniu do raka jajnika najczg$ciej wymieniane sa, w roznych konfigu-
racjach: CD44, CD133 i ostatnio ALDH1A. Precyzyjna charakterystyka markeréw CSCs moze by¢
atrakcyjnym celem terapii celowanych, ktére mogtyby uwrazliwi¢ komorki raka jajnika, w tym CSCs,
na podawane standardowo cytostatyki.

Stowa kluczowe: rak jajnika, nowotworowe komorki macierzyste, markery nowotworowych komorek
macierzystych

Summary: Ovarian cancer remains the leading cause of death among patients suffering from gynecolog-
ical tumors. It is composed of a heterogeneous population of cells, where a rare sub-population — cancer
stem cells (CSCs) — is found. CSCs, due to their characteristic features, remain resistant to chemothera-
peutic therapies. The identification and isolation of CSCs are based primarily on the expression of spe-
cific surface markers. The most often mentioned in various configurations concerning ovarian cancer are
CD44, CD133, and recently ALDH1A. CSC markers’ precise characterization may lead to more targeted
therapies that could sensitize ovarian cancer cells, including CSCs, to standard cytostatics.

Keywords: ovarian cancer, cancer stem cells, cancer stem cells’ markers
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WPROWADZENIE

Mimo ostatnich postepoéw w leczeniu raka jajnika, jest on nadal jest wiodaca
przyczyng zgondw wsrdd pacjentek chorujacych na nowotwory ginekologiczne.
W momencie diagnozy okoto 70% pacjentek cierpi na zaawansowang chorobeg
z obecnoscig przerzutow do otrzewnej jamy brzusznej, narzagdow migzszowych
czy sieci wickszej [6]. Rozsiew raka jajnika w momencie diagnozy w istotny spo-
sob utrudnia przeprowadzenie optymalnej cytoredukcji, ktora pozostaje podstawa
leczenia, zazwyczaj w skojarzeniu z chemioterapia. U wigkszosci chorych obser-
wuje si¢ dobrg odpowiedz na standardowa pierwszorzutowa chemioterapi¢ oparta
na taksanach i zwigzkach platyny [29]. Niestety, u ponad 70% pacjentek dochodzi
do nawrotu choroby i rozwoju chemioopornosci, co w istotny sposdb pogarsza
rokowania i czas przezycia chorych [61, 37]. To wlasnie wysoki stopien zaawan-
sowania choroby w momencie diagnozy oraz oporno$¢ na leki cytotoksyczne
stopniowo rozwijana przez nowotwor stanowia gléwne przyczyny niekorzystnych
wskaznikéw przezywalnosci chorych z rakiem jajnika [62]. Mimo wieloletnich
badan, nadal nie udaje si¢ wyprzedzi¢ agresywnego charakteru raka jajnika na
tyle, by w istotny sposob poprawi¢ rokowania pacjentek.

NOWOTWOROWE KOMORKI MACIERZYSTE
(CSCs, CANCER STEM CELLS)

Nawrot nowotworu, uznawany za przyczyne niepowodzen w leczeniu, jest
zazwyczaj mniej wrazliwy na aktualnie sosowane strategie chemioterapii. Rak
jajnika zbudowany jest z heterogennej populacji komoérek o odmiennych wiasci-
wosciach i funkcjach. Wérdd nich wystepuje rzadka subpopulacja komorek, ktora
ze wzgledu na swoje charakterystyczne cechy nie poddaje si¢ skutkom obecne;j
terapii cytotoksycznej i powoduje nawr6ot choroby [19, 63, 27]. Wiasciwosci takie
jak zdolno$¢ do asymetrycznych podzialdw, potencjat samoodnowy czy roéznico-
wania to cechy jakie posiadaja komorki macierzyste [8]. Dlatego subpopulacje
komorek o takich wlasciwosciach, obecnych w obrebie komorek guza nazwano
nowotworowymi komoérkami macierzystymi (ang. Cancer Stem Cells, CSCs,).

Coraz wigcej doniesien opisuje CSCs jako populacje komoérek odpowiedzial-
ng za procesy nowotworzenia, chemioopornosci nowotworu czy powstawanie
przerzutow i wznowy [59]. Dlatego hipoteza nowotworowych komoérek macie-
rzystych (Cancer Stem Cell Model) pojawila si¢ jako kolejny model rozwoju
nowotworow, ktory zaktada, ze tylko CSCs posiadaja nieograniczony potencjat
do samoodnowy oraz mozliwos$¢ roznicowania do bardziej wyspecjalizowanych
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komoérek stanowigcych mase guza, tym samym powodujac rozwo6j nowotworu
[46]. Dodatkowo, nowotworowe komorki macierzyste jako bardziej odporne na
dziatanie chemioterapeutykow, maja szanse przetrwac terapie i moga by¢ odpo-
wiedzialne za odtworzenie guza po zakonczonym leczeniu, co wigcej guza skia-
dajacego si¢ w duzej mierze z komorek duzo bardziej odpornych na leki [11].
Model nowotworowych komoérek macierzystych rozni si¢ od klasycznego modelu
ewolucji klonalnej (Clonal Evolution Model), ktory zaktada, ze kazda komorka
w guzie ma taki sam potencjat onkogenny i poprzez hamowanie szlakow apopto-
zy lub aktywacje szlakow sygnalizacji komorkowej prowadzacych do dalszych
podzialow i proliferacji komorek powoduje rozwoj nowotworu [52].

Nowotworowe komorki macierzyste opisywane sa jako jedno z potencjalnych
zrodet niekorzystnych cech wielu rakdw, w tym nabtonkowego raka jajnika. Poza
powolnym tempem podziatow komorkowych, potencjal do przerzutowania, ten-
dencje do tworzenia wznowy czy opornos¢ na cytostatyki to tylko niektoére z po-
tencjalnych cech promujgcych powstanie lekoopornej wznowy po zakonczeniu
leczenia. Komorki te pozostajg niejako ,,w uspieniu” w stadium niezré6znicowania
w guzie pierwotnym i ulegaja aktywacji pod wptywem czynnikéw $rodowisko-
wych takich jak hipoksja, czy podanie cytostatyku [45, 22, 31]. Co wigcej, nie-
ograniczony potencjal do réznicowania czyni je zrédtem heterogennosci guza,
przyczyny zroznicowanej odpowiedzi na stosowane leki [63, 44]. Jesli rzeczy-
wiscie przyjac, ze CSCs sa przyczyng nawrotu choroby oraz opornosci na che-
mioterapeutyki to stanowig one wazny cel w rozwoju nowych strategii leczenia,
skupionych na ich eliminacji.

Identyfikacja i izolacja CSCs opiera si¢ przede wszystkim na okresleniu eks-
presji specyficznych markerow powierzchniowych, czesto juz zdefiniowanych
dla normalnych komorek macierzystych.

Cechg charakterystyczna CSCs jest wysoki poziom ekspresji transporterow bto-
nowych z rodziny ABC (szczegdlnie P-gp i BCRP) odpowiedzialnych za aktywne
usuwanie lekow z komorki, oraz obecno$¢ markeréw umozliwiajacych ich identy-
fikacje, ktore mogg by¢ wspolne dla r6znych nowotwordéw [25]. Nie istnieje jednak
jeden pojedynczy marker identyfikujacy CSCs w konkretnym typie nowotworu.

Dotychczas, opisano kilka potencjalnych markerow CSCs, w tym CD24,
CD44, CDI117, CD133, ALDH1 (ang. aldehyde dehydrogenase, ALDH) [41,
25], czy EpCAM. Czg¢é¢ z nich jest specyficzna nowotworowo, a niektore — jak
ALDHIA — uwazane sg za uniwersalne markery CSCs [48]. W odniesieniu do
raka jajnika najcze$ciej wymieniane sg, w réznych konfiguracjach: CD44, CD133
i ostatnio ALDHIA [8, 19, 49]. Dlatego w niniejszym przegladzie skupiono sig¢
na charakterystyce trzech wymienionych markerow w kontekscie ich uzyteczno-
$ci jako czynnikéw predykcyjnych w raku jajnika i potencjalnych celow nowych
terapii przeciwnowotworowych.
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CD44

CD44 jest waznym receptorem blonowym dla kwasu hialuronowego, ktory
bierze udziat w wielu procesach komoérkowych, w tym proliferacji, réznicowaniu,
migracji i inwazji komorek [2, 32]. Rola biatka CD44 oraz jego poszczegdlnych
wariantow (CD44v) nie zostata do kofica poznana, cho¢ jak wiadomo, fizjologicz-
nie ulega ekspresji w zarodkowych komodrkach macierzystych oraz komodrkach
tkanki facznej i szpiku kostnego [33].

CD 44 oraz r6zne izoformy tego biatka petnig réznorodng rol¢ w nowotwo-
rach, migdzy innymi promujgc wzrost guza, przejscie epitelialno — mezenchy-
malne, migracj¢ komoérek nowotworowych, zahamowanie procesow anty-apo-
ptotycznych i aktywacje $ciezek pro-apoptotyczncyh czy wreszcie opornos¢é na
chemioterapi¢ [70, 5].

Wsrod wielu potencjalnych markeréw nowotworowych komoérek macierzy-
stych CD44 jest jednym z najczgsciej wymienianych w raku jajnika.

Jedno z pierwszych doniesien opisujacych CD44 w kontekscie nadawania
charakteru macierzystego komoérkom raka jajnika zostalo opisane przez Bapata
1 wsp [4], ktérzy odkryli w masie guza niewielkg subpopulacje CD44 pozytyw-
nych komoérek (CD44+), charakteryzujacych sig agresywnym fenotypem, zdolno-
$cig do spontanicznych podzialow komorkowych oraz nie§miertelnoscia.

Na podstawie poziomu ekspresji CD44 w komorkach nowotworowych okre-
slono dwie subpopulacje: CD44+ oraz CD44-, ktére zostaty nastepnie zdefinio-
wane jako typ I i typ Il nabtonkowego raka jajnika (ang. epithelial ovarian cancer
cells, EOCs). Komorki typu I okazaty si¢ by¢ oporne na chemioterapig, podczas
gdy komorki typu Il byty chemowrazliwe [1]. Nie byt rowniez zaskakujacy fakt,
ze subpopulacje CD44+ i CD44- roznity si¢ pod wzgledem potencjatu prolifera-
cyjnego czy produkcji cytokin, gdzie populacja CD44+ réznicowala si¢ zarowno
w komoérki CD44+ jak i CD44- [42].

Ostatnie doniesienia wykazaly, ze CD 44 jest obiecujacym markerem pro-
gnostycznym w raku piersi, trzustki, zotadka, jelita grubego, watroby, czy nowo-
tworach gltowy i szyi, w ktorych nadekspresja tego biatka zwigzana byta z istot-
nym pogorszeniem czasu przezycia pacjentow, obecnoscia przerzutow do weztow
chlonnych i innych narzagdéw czy nizszym stopniem zroéznicowania guza, a co za
tym idzie, z niekorzystnym rokowaniem [70].

W raku jajnika, wyzsza ekspresja CD44 w zaawansowanych nowotworach opor-
nych na cytostatyki, w przypadku niskozréznicowanych guzéw pochodzenia na-
btonkowego ma rowniez zwiazek z krotszym czasem przezycia i czasem wolnym od
progresji. U pacjentek z rakiem jajnika przebiegajacym z wodobrzuszem zawarto$¢
komorek CD44+/CD24- przekraczajaca 25% korelowata z wyzszym ryzykiem wzno-
wy oraz krotszym czasem wolnym od progresji [38]. Odwrotnie, u pacjentek z niskg
ekspresja biatka CD44 w guzie nowotworowym zaobserwowano dhuzsze czasy prze-
zycia i wolne od progresji. Nie sg to jednak jednolite doniesienia, poniewaz istnieja
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réwniez prace, w ktorych zwiagzek miedzy zwickszonym poziomem ekspresji CD44,
a czasem przezycia pacjentek z rakiem jajnika nie zostat potwierdzony.

CD44 jako jeden z gtownych markerow CSCs w raku jajnika, jest rowniez
zaangazowany w rozwo6j chemioopornos$ci, co wydaje si¢ mie¢ potwierdzenie
w badaniach in vitro, w ktérych poprzez wyciszenie ekspresji biatka CD44 uzy-
skiwano wigkszg wrazliwos¢ komorek raka jajnika na cytostatyki.

Dzigki szerokiemu zaangazowaniu CD44 w r6znego rodzaju procesy biolo-
giczne, takie jak interakcje komorka-komorka, apoptoza, migracja, kanceroge-
neza czy przerzutowanie, ocena poziomu jego ekspresji nadal wykorzystywana
jest jako narzedzie w diagnostyce patologicznej i w prognozowaniu raka jajnika
w warunkach klinicznych.

CD133

CD133 jest ludzkim homologiem mysiego przezbtonowego biatka promi-
ninyl, pierwotnie wykrytego w neuroepitelialnych komorkach macierzystych
u myszy [66, 40]. Rola CD133 w organizmie jest nie do konca poznana, cho¢ jako
biatko zlokalizowane gléwnie w blonie komoérkowej i mikrokosmkach w szczy-
towej czesci blony komdrkowej wydaje si¢ odgrywaé duzg role w utrzymaniu jej
struktury [17, 44]. U cztowieka biatko to wystepuje fizjologicznie na powierzch-
ni macierzystych i progenitorowych komoérek hematopoietycznych [39, 12], oraz
w komorkach nabtonkowych, jak i nienabtonkowych wielu tkanek, w tym gru-
czotu sutkowego, jadra, przewodu pokarmowego, drog oddechowych czy tozyska.

Pomimo nie do konca poznanej funkcji CD133 w komdrkach macierzystych,
czasteczka ta jest powszechnie wykorzystywana jako marker CSCs. Fenotyp
CD133+ zostat po raz pierwszy wykorzystany przy identyfikacji i izolacji komo-
rek macierzystych raka moézgu [53], a obecnie do izolacji CSCs w raku prostaty
[7], trzustki [21], jelita grubego [48], oraz jajnika [1, 18, 14, 69].

W odniesieniu do raka jajnika, po raz pierwszy subpopulacje komorek
CD133+ zostata opisana przez zesp6t Baba i wsp [3]. Przebadali oni 40 réznych
linii komérkowych raka jajnika, pierwotne guzy raka jajnika oraz nabtonkowsa
frakcje komorek wyizolowanych z ptynu z wodobrzusza. Poziom ekspresji oraz
liczba komoérek CD133 pozytywnych znacznie r6znity si¢ w zaleznosci od linii
komorkowej. Jednak komorki CD133+ dzielac si¢ dawaty poczatek zarowno ko-
moérkom CD133+, jak rowniez CD133-. Moze to $§wiadczy¢ o fakcie, ze komorki
CD133+ dzielg si¢ asymetrycznie odnawiajac pule komodrek o charakterze ma-
cierzystym oraz réznicujg si¢ w fenotypowo rézne komorki potomne. Co wigcej,
populacja komoérek CD133+ byta bardziej oporna na dzialanie zwiazkoéw platyny.
Podobne wyniki uzyskano w innym badaniu, gdzie komorki CD133+ pierwotne-
go raka jajnika charakteryzowaly si¢ znacznie wyzszym potencjalem prolifera-
cyjnym, a ich liczba w guzie pierwotnym byta znacznie wigksza niz w tagodnych
guzach jajnikach czy przerzutach do sieci wigkszej [18]. Niestety, CD133 ulegalo



358 N. IZYCKA, E. NOWAK-MARKWITZ, K. STERZYNSKA

ekspresji tylko w okoto 40% z przebadanych linii komérkowych oraz 30% guzow
pierwotnych, co moze stanowi¢ ograniczenie dla wykorzystania tego markera dla
wiekszosci typow raka jajnika [3].

Badanie ekspresji CD 133, zazwyczaj w potaczeniu z innymi biatkami po-
wierzchniowymi, pozwala na identyfikacje CSCs raka jajnika [20]. Ekspresja tego
biatka w raku jajnika jest zwykle wskaznikiem niekorzystnym prognostycznie
1 zwigzana jest z krotszym czasem przezycia, wyzszym stadium zaawansowania
choroby, opornoscia na pochodne platyny i obecnos$cig odlegtych przerzutow [9].

Dane literaturowe w tym zakresie bywaja jednak odmienne, co moze by¢
zwigzane z réznicami w stosowanej metodologii lub liczebnoscig analizowanych
przypadkow. Z jednej strony Ferradina i wsp. opisali, iz wykrywanie CD133
w raku jajnika nie wnosi zadnych informacji prognostycznych dla pacjentow [18].
Natomiast inne badania, przeprowadzone na duzej grupie chorych wykazaty, ze
ekspresja CD133 byta zwigzana z surowiczym typem raka jajnika, pé6znym sta-
dium choroby, wystgpowaniem wodobrzusza i brakiem odpowiedzi na leczenie.
Co wigcej, ekspresja CD133 korelowata z krotszym czasem wolnym od wznowy
(ang. progression free survival PFE) oraz krotszym ogoélnym czasem przezycia
(ang. overall survival, OS) [69]. Podobne wyniki opisano w innych badaniach nad
rakiem jajnika sugerujac, iz CD133 odgrywa istotna role w progresji nowotworu
oraz stanowi istotny czynnik prognostyczny [52, 56, 51].

Rozwazana jest rowniez rola CD133 w generowaniu opornos$ci na chemiote-
rapi¢ oraz podtrzymanie potencjatu do odtwarzania i odnawiania struktury guza
w trakcie leczenia onkologicznego [57]. Pomimo, ze wptyw ekspresji markerow
nowotworowych komérek macierzystych na oporno$¢ nowotworéw na leczenie
jest jeszcze stabo poznany, to istnieja juz doniesienia o zwigzku ekspresji CD133
w raku jajnika z opornoscia na cytostatyki. Fenotyp komorek pierwotnego raka
jajnika CD133+ korelowat z opornoscia na terapie zwigzkami platyny [3, 57, 1] .

Niezaleznie od ograniczen w metodyce badawczej stosowanej do wykrywania
ekspresji CD133, oraz braku jednoznacznej wiedzy co do roli CD133 w nowo-
tworach, z wiekszosci aktualnych badan wynika, ze ocena ekspresji CD133 moze
miec¢ istotne znaczenie w przewidywaniu czasu przezycia, czasu wolnego od cho-
roby czy czasu wolnego od progresji w wielu typach nowotworow [36, 67, 55, 69,
52,56, 51, 34].

ALDHI1A
ALDHIA jest biatkiem z rodziny dehydrogenaz aldehydowych, enzymow ka-
talizujacych proces utleniania substratow aldehydowych do odpowiadajacych im
kwasow karboksylowych. Fizjologicznie sg to biatka zlokalizowane w cytozolu,
gdzie uczestniczg m.in. w detoksyfikacji komorek, ochronie przed dzialaniem
wolnych rodnikéw tlenowych [10], czy w metabolizmie witaminy A (retinolu)
i kwasu retinowego [54], istotnego czynnika aktywujacego $ciezke rdznicowa-
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nia komoérek. Rézne izoformy ALDH wykrywano w komorkach moézgu, jader,
nerek, oka, watroby czy ptuc. Wykazuja duza aktywnos¢ w wielu kluczowych
dla wszystkich komorek organizmu procesach metabolicznych, w tym w rozwoju
normalnych komoérek macierzystych [35].

Izoforma ALDHI1A jest najcze$ciej wykorzystywana do identyfikacji nowo-
tworowych komorek macierzystych, jakkolwiek mechanizmy lezace u podstaw
jej funkcji w tej grupie komodrek nie zostaty doktadnie poznane. Nie okreslono
rowniez, czy enzym odpowiedzialny jest za utrzymanie specyficznych witasci-
wosci komorek macierzystych czy jest tylko ich markerem. Niemniej, obecnos¢
ALDHI1A wykazano w komorkach takich nowotworow jak glowy i szyi [70], rak
piersi [43], jelita grubego [23], trzustki [26], oraz jajnika [24, 28]. W wigkszosci
tych badan podwyzszony poziom ekspresji tego markera korelowat inwazyjnym
charakterem guza, zwickszonym potencjatem proliferacyjnym, neoangiogeneza,
opornoscia na leczenie chemioterapeutykami, a czesto rowniez ze zlg prognoza.

Wykrywanie ekspresji ALDH1 samego lub w potaczeniu z innymi markerami
CSCs jest obecnie powszechnie akceptowang metoda identyfikacji CSCs w raku
jajnika. Wyniki badan wskazuja, ze ALDH1A moze by¢ wykorzystywany jako
marker proliferacji komorek, migracji, ztego rokowania czy chemioopornosci [64,
65, 25], a inhibicja jego ekspresji prowadzi do zwigkszenia wrazliwos$ci na lecze-
nie [30]. Ostatnie badania wskazuja natomiast, ze wysoka ekspresja ALDH1A
znaczaco koreluje z 5-letnim czasem przezycia oraz czasem wolnym nawrotu
u pacjentow z rakiem jajnika. Nie odnotowano za to zalezno$ci z innymi danymi
kliniko-patologicznymi jak FIGO, stopien zaawansowania choroby, przerzuty do
weztow chtonnych, czy wiek pacjenta [51].

W nabtonkowym raku jajnika zawarto$¢ komorek wykazujacych ekspresje
ALDHI1A waha si¢ migdzy 0.2 a 10%, przy czym wyzsza ekspresje tego enzymu
wykazano w podtypach endometrioidalnym i §luzowym, jak réwniez w komor-
kach guza po przebytej chemioterapii z uzyciem zwigzkow platyny [60]. Podwyz-
szona ekspresja wykrywana byla rowniez w typie surowiczym, gdzie zwigzana
byta ze ztymi rokowaniami dla pacjenta [15, 30].

ALDH i jego izoformy odgrywaja rowniez istotng role w opornosci nowo-
twordw na chemioterapi¢. Jest to prawdopodobnie zwigzane z ich funkcja de-
toksyfikujaca i zaangazowaniem w komoérkowy metabolizm tych lekow. ALDH1
pozytywne CSCs sg bardziej oporne na dziatanie cyklofosfamidu w raku jelita
grubego [16], czy antracykliny i taksany w raku piersi [13]. Opornos¢ na pochod-
ne platyny i taksany zwigzang z ekspresja ALDH1A opisano réwniez w liniach
komorkowych i tkankach pochodzacych od pacjentek chorych na raka jajnika [30,
58]. Co wigcej, w badaniach na liniach komorkowych, istotnie wyzsza ekspresje
ALDHI1A wykazano w komérkach raka opornych na paklitaksel i topotekan. Co
istotne, wyciszenie aktywnosci ALDHIA w komorkach z wykorzystaniem siR-
NA przywroécito wrazliwo$¢ na dziatanie chemioterapeutykow [30].
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Z racji na szerokie spektrum nowotworow, w ktérych ALDHI1A jest wykrywa-
ny, uznaje si¢ go obecnie za uniwersalny marker CSCs. Jako marker potencjalnie
odgrywajacy istotna role w chemioopornosci nowotworéw ztosliwych, wydaje sig
by¢ atrakcyjnym celem terapii celowanych, ktéore mogtyby uwrazliwi¢ komorki
raka, w tym CSCs, na podawane standardowo cytostatyki.

PODSUMOWANIE

Rak jajnika jest heterogennym nowotworem z histologicznie okreslonymi
typami, gdzie z duzym prawdopodobienstwem CSCs sg zaangazowane w proces
jego rozwoju. Pomimo wielu badan nad probami identyfikacji i izolacji CSCs, jak
dotad nie udalo si¢ szczegotowo scharakteryzowaé ich profilu. Natomiast coraz
wiecej dowodow wskazuje na to, iz w obrgbie guza istnieje wigcej niz jedna popu-
lacja CSC lub/i, ze te same CSCs moga wykazywa¢ ekspresje roznych markerow
nowotworowych komorek macierzystych. Moze to wyjasnia¢ heterogennos¢ raka
jajnika, jego agresywny charakter, tendencje do tworzenia ognisk wznowy oraz
opornos¢ na leczenie.

Wszystkie wyzej wymienione cechy CSCs oraz ich implikacje kliniczne spra-
wiaja, ze dalsze badania nad mechanizmami warunkujacymi ich aktywnos$¢ wyda-
ja sie bardziej niz zasadne. Stworzylyby one szans¢ na opracowanie skutecznego
leczenia choroby, na przyktad nowych strategii terapii celowanych, ukierunko-
wanych wlasnie na niszczenie CSCs. Co wiecej, badanie ich ekspresji w guzie
pierwotnym oraz ogniskach przerzutowych raka jajnika moze wspomoc poznanie
biologii nowotworu, ulatwi¢ wytypowanie kandydatek mogacych czerpac¢ naj-
wieksze korzyS$ci ze stosowania okreslonych schematoéw leczenia. Ponadto, by¢
moze, w przyszto$ci, opisywane zjawisko mogloby sta¢ si¢ markerem progno-
stycznym ocenianym in situ u pacjentek z rakiem jajnika.
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POTENCJAL APLIKACYJNY ROSLIN
TRANSGENICZNYCH W PRODUKCJI
REKOMBINOWANYCH BIALEK
O WEASCIWOSCIACH FARMAKOLOGICZNYCH

TRANSGENIC PLANTS AS A SOURCE OF RECOMBINANT
PROTEINS WITH PHARMACOLOGICAL PROPERTIES

Adrianna MICHALAK, Anna WDOWIKOWSKA

Zaktad Fizjologii Molekularnej Roslin, Instytut Biologii Eksperymentalnej,
Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw

Streszczenie: Rosliny genetycznie modyfikowane (GM) stanowia wydajna oraz bezpieczna plat-
forme¢ do produkcji rekombinowanych bialek o przeznaczeniu terapeutycznym, przy relatywnie
niskich naktadach zasobow kapitalowych. Dzigki ro§linnym systemom ekspresji uzyskano juz
wiele roznych grup terapeutykow, w tym antygeny stanowiace podjednostki tradycyjnych oraz
stosowanych doustnie szczepionek, przeciwciata, toksyny czy tez enzymy. Wsérod stabych stron
ro$linnego systemu produkcji rekombinowanych biatek nalezy wymieni¢ odmienny od typowego
dla ssaczych komorek wzor glikozylacji biatek, co moze wywotywaé niepozadana immunogennos¢
biofarmaceutykow. Uporanie si¢ z niedoskonato§ciami roslinnego systemu ekspresyjnego skut-
kowato pojawieniem si¢ na rynku pierwszego leku produkowanego z uzyciem roslin GM — glu-
kocerebrozydazy, stosowanej w leczeniu choroby Gaucher’a. Ponadto na zaawansowanych etapach
badan klinicznych znajduje si¢ obecnie szereg potencjalnych lekéw. Co wigcej, dostrzezono potenc-
jat aplikacyjny ros$lin transgenicznych w walce z wirusem SARS-CoV-2, ktory wywotat pandemig
w 2019 roku. W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy przedstawiono molekularne aspekty
tworzenia platform ekspresyjnych opartych o rosliny genetycznie modyfikowane, wraz z opisem
silnych i slabych stron tego systemu. Opisano takze najnowsze dane dotyczace badan klinicznych
rekombinowanych bialek terapeutycznych produkowanych w roslinach. Az wreszcie przedstawiono
mozliwe aspekty uzycia roslin GM w walce z wirusem SARS-CoV-2.

Stowa kluczowe: ro$liny transgeniczne, biofarmaceutyki, bioreaktory, roslinny system ekspresji,
wirus SARS-CoV-2
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Summary: Genetically modified (GM) plants are considered as low-cost, efficient, and safe plat-
form for production of recombinant proteins with pharmacological properties. With the use of plant
expression systems, many different groups of therapeutics have already been obtained, including
antigens constituting subunits of traditional and per os vaccines, antibodies, toxins, or enzymes.
Among disadvantages of this system, it should be mentioned that the glycosylation pattern of pro-
teins differs from that typical of mammalian cells, which may induce undesirable immunogenicity
of biopharmaceuticals. Up to now only one drug is produced with the use of GM plants — glucoce-
rebrosidase, used in the treatment of Gaucher’s disease. However, a number of potential drugs are
currently at advanced stages of their clinical trials. Moreover, the application of transgenic plants
in the fight against the SARS-CoV-2 virus has been noticed. Therefore, this paper presents the mo-
lecular aspects of creating expression platforms based on genetically modified plants, along with
a description of the advantages and disadvantages of this system. The latest clinical trials data of
recombinant therapeutic proteins produced in plants are also described. Finally, the possible aspects
of the use of GM plants in the fight against the SARS-CoV-2 virus have been presented.

Keywords: transgenic plants, bioreactors, plant expression system, virus SARS-CoV-2

WSTEP

Przez wiele wiekow wiedza na temat zastosowania roslin w medycynie rosta. Na-
ukowecy stale odkrywajg nowe zwigzki pochodzenia roslinnego oraz ich wszechstronne
zastosowanie terapeutyczne. Powstanie przed kilkudziesigcioma laty inzynierii gene-
tycznej, umozliwiajacej manipulacje genami oraz transformacj¢ komorek, nastgpnie
zsekwencjonowanie ludzkiego genomu, nakreslito nowe mozliwosci wykorzystania
ro$lin jako systemow ekspresyjnych. Wspotczesnie rosliny genetycznie modytikowa-
ne (GM) uznawane s za alternatywe dla bakteryjnych, drozdzowych systemow eks-
presyjnych oraz ssaczych linii komérek w produkcji biatek heterologicznych. Coraz
czesciej wskazuje sie rosliny transgeniczne jako zrodlo zréznicowanych biatek re-
kombinowanych o whasciwosciach farmakologicznych [37]. Dlatego celem niniejszej
pracy jest przyblizenie molekularnych aspektow tworzenia platform ekspresyjnych
z zastosowaniem ro$lin GM, poréwnanie genetycznie modyfikowanych ros$lin oraz
pozostatych najczesciej stosowanych organizméw jako zrodta rekombinowanych bia-
fek wykorzystywanych w medycynie. W pracy poruszane sa takze aspekty wykorzy-
stania roslinnych systemow ekspresji w walce z wirusem SARS-CoV-2, ktéry w 2019
spowodowal pandemi¢ COVID-19 na catym §wiecie.

OPTYMALIZACJA PROCESU PRODUKCJI BIALEK
W ROSLINACH GENETYCZNIE MODYFIKOWANYCH

Roélinne kultury in vitro w tzw. bioreaktorach oraz uprawa transgenicznych
odmian roslin w szklarniach lub na polu w kontrolowanych warunkach to naj-
powszechniejsze kierunki wykorzystania roslin w przemysle biotechnologicznym
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[12]. Popularna stata si¢ koncepcja upraw molekularnych, polegajaca na odpo-
wiednim przygotowaniu roslin do produkcji biatek o znaczeniu farmakologicz-
nym i przemyslowym na szeroka skale [50]. Produkcja biatek rekombinowanych
z wykorzystaniem roslin GM wymaga starannego zaplanowania catego procesu
i obejmuje wybodr gatunku rosliny-gospodarza i metody transformacji ro§liny oraz
kasety ekspresyjnej wraz z przygotowaniem wektora do transformacji. Na wcze-
snych etapach planowania uwzglednia si¢ ponadto przyszlg lokalizacj¢ ekspresji
biatka rekombinowanego w obrebie poszczegodlnych tkanek rosliny [17]. Regu-
lacja ekspresji transgendw w przypadku produkcji biatek rekombinowanych jest
zlozonym, wieloetapowym procesem. Aby zapewni¢ wydajng ekspresj¢ bialek
w transgenicznej roslinie, konieczna jest optymalizacja kazdego z etapdw proce-
su na poziomie molekularnym. Optymalizacja ta obejmuje zagadnienia takie jak
wybor promotora, otrzymanie stabilnego transkryptu oraz uzyskanie wydajnego
procesu translacji. Sortowanie biatka do odpowiednich kompartmentéw oraz ich
akumulacja stanowig kluczowe etapy dla uzyskania efektywnej produkcji biatek
heterologicznych [35].

SELEKCJA ODPOWIEDNIEGO GATUNKU
ROSLINY JAKO PLATFORMY PRODUKCYJNEJ

Wybdr rosliny-gospodarza jest kluczowym czynnikiem determinujacym suk-
ces catego procesu produkcji biofarmaceutykow. Roslina taka stanowi¢ bedzie
platforme ekspresji oraz akumulacji rekombinowanych biatek. Czynniki ekono-
miczne to gtowne aspekty rozwazane podczas wyboru rosliny i zazwyczaj planujac
proces produkcyjny jako pierwsze poddaje si¢ je pod rozwazanie [50]. Czynniki
te obejmuja zagadnienia takie jak biomasa plonow, wtasciwosci ich przechowy-
wania czy latwos$¢ transportowania, warto$¢ produkowanego rekombinowanego
biatka per se, koszty kapitalowe zasobow niezbednych do rozpoczecia produkcji,
koszty utrzymania hodowli, wymagana powierzchnia uprawy transgenicznych ro-
$lin, jadalno$¢, dtugos¢ cyklu produkeyjnego, a takze tatwos¢ transformacji oraz
regeneracji [15, 63]. Co wigcej, gatunki roslin samopylnych sa bardziej poza-
dane niz te, ktore wymagaja zapylenia krzyzowego, ze wzgledu na konieczno$¢
ograniczenia rozpowszechniania pytku pochodzgcego z roslin GM. Majac to na
uwadze w wielu przypadkach wybierane sg gatunki, ktorych uprawe mozna prze-
prowadzi¢ w warunkach izolacji, na przyktad pomidory hodowane w szklarniach
[17]. Do gatunkow roslin najcz¢sciej wykorzystywanych do produkeji biatek he-
terologicznych naleza Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Arabidopsis
thaliana, Medicago sativa, Glycine max, Solanum tuberosum, Oryza sativa, Vigna
unguiculata, Zea mays, Daucus carota oraz Solanum lycopersicum [49, 17].

Jednymi z czg$ciej wybieranych tkanek roslinnych w celu ekspresji 1 akumu-
lacji biatka heterologicznego sa zielone czesci rosliny, zazwyczaj liscie oraz tkan-
ki todygi. Konstytutywna ekspresja transgenu w tych organach jest relatywnie
prosta do osiggniecia, a poziom biosyntezy biatka bardzo wysoki [17]. Gtownag
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wada zwigzang z wyborem zielonych organéw jest ich krotki okres trwatosci po
zebraniu, co wigze si¢ z koniecznoscia przeprowadzenia mozliwie jak najszyb-
szego procesu ich przetworzenia i oczyszczenia bialek rekombinowanych [15].
Utrudniony jest tez sam proces izolacji transgenicznego bialka z tkanek zielo-
nych ze wzgledu na skomplikowany i Zzmudny proces oczyszczania masy lisci ze
specyficznych zwigzkow, takich jak barwniki, alkaloidy i inne metabolity wtdrne
[17]. Podatnos¢ na szereg technik transformacji oraz tatwos¢ regeneracji czynia
rosliny z rodzaju Nicotiana, gtowna platforme produkcji biofarmaceutykéw w li-
$ciach [71]. Tyton posiada rowniez wickszos¢ cech pozadanych z ekonomicznego
punktu widzenia, np. wysoki poziom biomasy plonéow, mozliwo$¢ zwigkszania
skali produkcji, doktadnie opracowane protokoty transformacji czy catoroczny
wzrost oraz zbior plonow [64, 67]. Liczne zalety roslin z gatunkéow N. tabacum
oraz N. benthamiana sprawiaja, ze sg one najczesciej wybieranymi roslinami
w uprawach molekularnych w celu produkcji najistotniejszych z medycznego
punktu widzenia biatek, takich jak przeciwciata, szczepionki czy cytokiny [10,
71]. Jednakze tyton zawiera duze ilo$ci toksycznych substancji, jak nikotyna czy
inne alkaloidy, ktore musza zosta¢ usunigte w trakcie procesu oczyszczania bio-
farmaceutykow z tkanek rosliny [50]. Ze wzgledu na zmudny proces oczyszczania
biatek rekombinowanych z liSci oraz negatywng opini¢ spoleczenstwa odnosnie ty-
toniu jako szkodliwej uzywki, poszukiwane sa alternatywne systemy ekspresji dla
produkcji 1 akumulacji biofarmaceutykow w lisciach. Obecnie jako bioreaktory dla
upraw molekularnych eksplorowane sa rosliny takie jak lucerna siewna (Medicago
sativa) czy salata siewna (Lactuca sativa) [59].

Nasiona takze sg czesto wybierane jako miejsce ekspresji oraz akumulacji bia-
lek rekombinowanych. Szczegdlnie dotyczy to gatunkow roslin, ktorych nasiona
gromadza znaczne ilo$ci biatek. Transgen wprowadza si¢ na wektorach pod kontro-
la promotorow specyficznych dla nasion, gwarantujagc wysoki poziom biosyntezy
biatka. Proces oczyszczania biatek z tkanek nasion jest znacznie mniej skompliko-
wany niz w przypadku lisci. Ponadto, biatka moga by¢ przechowywane w nasio-
nach w temperaturze otoczenia przez dtuzszy czas [35]. Wada przy wykorzystaniu
tego organu jest dtugi czas oczekiwania na wytworzenie nasion przez rosling, w za-
leznosci od jej cyklu zyciowego. Wérdd roslin, ktorych nasiona najczesciej stosuje
si¢ w uprawach molekularnych znajduje si¢ soja (Glycine max) [49], a takze ryz
(Oryza sativa), pszenica (Triticum aestivum) oraz kukurydza (Zea mays) [34]. Ja-
dalna szczepionka Muco-Rice CTB przeciwko wirusowi cholery, wyprodukowana
w ryzu, wykazuje stabilno$¢ w temperaturze pokojowej przez 8 miesigcy, co wie-
cej jest odporna na trawienie pepsyna [48]. Natomiast rekombinowana szczepionka
przeciw enterotoksynogennemu szczepowi paleczki okreznicy, stworzona za po-
srednictwem nasion soi, pozostaje stabilna przez okres 4 lat [49].

Szczegdlnym znaczeniem dla produkcji lekow rekombinowanych wykazuje
sic mech Physcomitrella patens, ktoéry posiada ugruntowany status organizmu
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modelowego w badaniach nad ewolucjg, rozwojem i fizjologig roslin. Physco-
mitrella patens jest roslina, w ktorej z powodzeniem wycisza si¢ geny kodujace
biatka szlaku glikozylacji metodg “knock-out” [11]. Zaleta mchow jest takze rela-
tywnie niski koszt hodowli w fotobioreaktorach lub na szalkach Petriego. Ponadto
komorki, a takze cate tkanki P. patens charakteryzuja si¢ wysoka zdolnos$cia rege-
neracji po zastosowaniu procedury transformacji genetycznej [70].

Przy rozwazaniu wykorzystania roslin w produkcji biatek o znaczeniu tera-
peutycznym lub diagnostycznym warto wspomnie¢ o kulturach in vitro komo-
rek roslinnych, ktére to posiadajg wigkszo$¢ zalet roslinnych systemow ekspre-
syjnych, a w szczegdlnosci mozliwos¢ produkowania skomplikowanych biatek,
ktore sg prawidtowo glikozylowane oraz faldowane bez ryzyka kontaminacji pa-
togenami czy endotoksynami [75]. Chociaz kultury komorek roslinnych nie za-
pewniaja produkcji na tak szeroka skale jak uprawa catych transgenicznych roslin
na polach, to pozbawione sa szeregu problemow charakterystycznych dla kon-
wencjonalnych upraw, zwigzanych ze zmiennos$cia pogody, szkodnikami, gleba
czy przeplywem gendéw do srodowiska [57]. Ze wzgledu na krotki cykl wzrostu
komorek w zawieszonej kulturze, czas potrzebny do wyprodukowania rekombi-
nowanych bialek z ich uzyciem liczony jest w dniach lub tygodniach, w odr6z-
nieniu od miesiecy, ktore zajmuje produkcja w catych transgenicznych roslinach
[79]. Hodowanie komorek roslinnych w sterylnych i kontrolowanych warunkach
in vitro umozliwia doktadny nadzor nad warunkami wzrostu komorek, utyliza-
cja promotoréw indukowanych chemicznie czy wektoréw wirusowych [78, 75].
Kultury komorek roslinnych daja mozliwosé sekrecji rekombinowanych biatek
bezposrednio do podloza, co wigze si¢ z niskim kosztem przetwarzania i oczysz-
czania produkowanych bialek. CzeSciowo rekompensuje to niski uzysk biatek
rekombinowanych produkowanych w hodowlach in vitro komorek roslinnych
i zwigzane z tym wysokie koszty kapitatowe [57, 62]. Najczesciej uzywane linie
komorek roslinnych w celu produkcji biofarmaceutykdéw otrzymywane sg z kalu-
sa siewek tytoniu [79]. Linie te posiadaja pozadane cechy takie jak szybki wzrost,
synchronizacje cyklu komorkowego oraz tatwos¢ transformacji za posrednictwem
Agrobacterium [53, 87]. Inne szeroko stosowane linie komorek roslinnych pocho-
dza z jadalnych gatunkow takich jak ryz (Oriza sativa), soja (Glycine max), lucer-
na siewna (Medicago sativa), marchew (Daucus carota) czy pomidor (Lycopersi-
con esculentum) [79]. Linie komorek marchwi (D. carota) s uzywane przez firme
Protalix w celu produkowania ludzkiej glukocerebrozydazy, ktéra jest pierwszym
biofarmaceutykiem produkowanym z uzyciem roslinnego systemu ekspresyjnego
zaakceptowanym do wypuszczenia na rynek [66].

WYBOR PROMOTORA DO KASETY EKSPRESYJNEJ
W osiagnieciu wysokiego poziomu transkrypcji transgenu wazng role¢ odgry-
waja sita oraz profil inicjacji transkrypcji, co osiagga si¢ poprzez zastosowanie
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odpowiedniego promotora. Promotory konstytutywne indukujg ekspresje ge-
noéw niezaleznie od $rodowiska komorki, pozwalajac na ciagla synteze biatka
we wszystkich tkankach roslinnych. Przyktadami promotoréw konstytutywnych
stosowanych do produkcji biatek w roslinach jest promotor CaMV 35S wirusa
mozaiki kalafiora charakterystyczny dla ro$lin dwuliciennych oraz promotor
ubikwityny-1 z kukurydzy dla jednolisciennych [74]. Promotor CaMV 35S jest
z powodzeniem wykorzystany do produkcji antygenow, m.in. podjednostki B tok-
syny cholery (CTB) [31], czy glikoproteiny S wirusa SARS [36]. Szereg biatek,
przykladowo aprotynina [80], czy antygen powierzchniowy WZW B (HBsAg)
[33] zostaty wyprodukowane w ro$§linnych systemach ekspresyjnych przy uzy-
ciu promotora ubikwityny-1. Jednakze konstytutywna ekspresja rekombinowa-
nego biatka moze negatywnie oddziatywaé na plony i prowadzi¢ do ograniczenia
wzrostu transformowanych roslin [27]. Alternatywnym rozwigzaniem jest stoso-
wanie promotorow specyficznych, wykorzystywanych w celu regulacji ekspre-
sji transgenow w tkankach lub organach takich jak: bulwa, nasiona badz owoce
[74]. Przyktadem promotora specyficznego jest promotor gluteliny ryzu GluA-2
(Gt-1), ktéry zapewnia specyficzng ekspresje w nasionach ryzu oraz kukurydzy
[77]. Najwydajniejszg za$ produkcje biatek rekombinowanych w nasionach roslin
umozliwiaja promotory lektyny i glycytyny soi, leguminy groszku (legA) oraz
nieznanego biatka nasion bobu (ang. unknown seed protein; USP) [61, 46, 35].

Dziatanie promotoréw moze by¢ wspomagane szeroko pojetymi czynnikami
transkrypcyjnymi, ktore dziataja jako wzmacniacze aktywno$ci promotorow [50].
Przyktadem sg regiony przytaczenia macierzy jadrowych (MAR), ktére moga od-
dzialywaé z regulatorowymi biatkami macierzy jadrowej, stanowigc element re-
gulatorowy cis w selektywnej ekspresji genow [73]. MAR tacza si¢ z sasiednimi
loci regionow, w ktorych znajduja sie sekwencje odpowiedzialne za rekrutacje
czynnikow transkrypcyjnych dla promotorow [17].

WZMACNIANIE STABILNOSCI REKOMBINOWANEGO BIALKA

Najwazniejsze z technik pozwalajacych na zwigkszenie stabilno$ci oraz aku-
mulacji rekombinowanego biatka jest jego kierowanie do stabilnego przedzialu
komorkowego lub fuzja z innym biatkiem, cechujacym si¢ wysoka stabilnoscia
[3]. Rekombinowane biatka kodowane przez transgeny integrujace si¢ z genomem
jadrowym moga by¢ kierowane do okreslonych kompartmentow komorki takich
jak chloroplasty, mitochondria, wakuole, oleosomy czy apoplast [35]. Kierowa-
nie biatek rekombinowanych na droge sekrecji skutkuje znacznym zwigkszeniem
wydajnosci upraw, niz ma to miejsce w przypadku ich akumulacji w cytozolu
[72]. Mozna to osiagnac poprzez dotaczenie peptydowej sekwencji sygnatowej do
N-konca biatka kodowanego przez transgen, co sprawia, iz powstajace biatko jest
kotranslacyjnie przenoszone do systemu endomembranowego [8]. Biatko skiero-
wane na szlak sekrecyjny migruje przez retikulum endoplazmatyczne oraz aparat
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Golgiego, az do osiaggniecia macierzy zewnatrzkomorkowej lub wakuoli w przy-
padku obecnosci wakuolarnej sekwencji sygnatowej w pierwotnej sekwencji bial-
ka [3]. Bialka rekombinowane trafiajace do ER moga zosta¢ w nim zatrzymane,
mig¢dzy innymi poprzez dotaczenie do C-konca sekwencji sygnatowej (K/H)DEL,
zatrzymujacej biatka w ER [43]. Taki zabieg wplywa pozytywnie na stabilizacjg
biatka, co zaobserwowano w przypadku produkcji w roslinnych systemach eks-
presyjnych m.in. antygenowego biatka S koronawirusa SARS [58].

Kompartmenty komorki roslinnej takie jak jadro komorkowe czy chloroplasty
rowniez sg wybierane jako lokalizacja akumulacji biatek rekombinowanych. Nie-
trwala termicznie toksyna Lt-B pochodzaca z enterotoksygennego szczepu E. coli
wykazywala wiekszy poziom akumulacji w ziarnach kukurydzy po zmianie jej
posttranslacyjnej lokalizacji z cytozolu na jadro komoérkowe, poprzez dodanie ja-
drowego sygnatu lokalizowania wirusa SV40 [69]. Ksylanaza pochodzaca z grzy-
ba Trichoderma reesei wykazywata wysoki poziom akumulacji w liciach 4. tha-
liana, gdy kierowano ja do chloroplastow, wykorzystujac sekwencje sygnatowa
aktywazy RuBisCo [28]. W stromie chloroplastow zachodza pewne modyfikacje
posttranslacyjne takie jak multimeryzacja czy formowanie mostkéw disiarczko-
wych [9], co sprawia, iz stroma chloroplastéw stanowi odpowiednie srodowisko
dla biatek, ktére nie wymagaja dla swojej aktywnos$ci skomplikowanych modyfi-
kacji, na przyktad glikozylacji, typowej dla $ciezki sekrecyjnej [3].

Fuzja biatka rekombinowanego z innym biatkiem stabilizujagcym moze row-
niez okaza¢ si¢ pomocna we wzmacnianiu stabilnosci czy poprawnego fatdowa-
nia. B-glukuronidaza, lucyferaza czy podjednostka toksyny B cholery osiggnely
wysoki poziom akumulacji w li§ciach transgenicznego tytoniu czy ziemniaka po
fuzji z ubikwityna [45].

POROWNANIE SYSTEMOW EKSPRESYJNYCH
STOSOWANYCH W PRODUKCJI BIOFARMACEUTYKOW

Wsréd ogromu mozliwos¢ jakie niosto za sobg opracowanie metody klonowania
gendw jak réwniez transformacji genetycznej, wytonita si¢ idea produkcji w bakte-
riach transgenicznych ludzkich bialek o przeznaczeniu terapeutycznym. Pierwszymi
ludzkimi biatkami, ktore z powodzeniem produkowano w komorkach bakterii E. coli
byly insulina oraz somatostatyna [29, 20]. W 1982 roku na rynku pojawita si¢ rekom-
binowana insulina — pierwszy lek opracowany z wykorzystaniem zmodyfikowanych
genetycznie bakterii [18]. Kolejnym osiagnigciem tej dziedziny nauki byta pierwsza
udana ekspresja ludzkich przeciwciatl w transgenicznym tytoniu Nicotiana tabacum
[26]. Roéwnolegle opracowywano platformy do produkcji biofarmaceutykow, ktore
oparte bylty na liniach genetycznie modyfikowanych komorek ssakow, grzybow czy
innych niz E. coli gatunkach bakterii. Systemy te do dzi$ posiadaja ugruntowang po-
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zycje jako szeroko stosowane platformy ekspresji rekombinowanych biatek o whasci-
wosciach terapeutycznych. Szybko zauwazono jednak, ze roslinne systemy ekspresji
heterologicznych bialek posiadaja szereg potencjalnych zalet, ktore sprawiaja, iz sa
one bardziej wydajne w poréwnaniu z pozostalymi systemami [26]. Poréwnanie zalet
i wad linii genetycznie modyfikowanych komorek ssakow, grzybkow, bakterii oraz
roslinnych systemow ekspresji biatek rekombinowanych przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1 Poréwnanie systemow ekspresyjnych stosowanych w celu produkcji rekombinowanych
bialek. Na podstawie [67]
TABLE 1 Comparison of expression systems used for recombinant protein production. Table is

based on [67]

System
ekspresyjny Zalety Wady
Wysoki poziom ekspres;ji Brak modyfikacji
Kroétki czas realizacji produkcji potranslacyjnych
Bakterie Niskie koszty produkcji Nieprawidlowe faldowanie
Latwos¢ zwigkszania skali produkcji rekombinowanych biatek
Latwos$¢ manipulacji genetycznych Wysokie ryzyko kontaminacji
Ugruntowane procedury regulacyjne endotoksynami bakteryjnymi
Szybki wzrost oraz mozllw9§c zwigkszania Nieprawidtowy wzér glikozylaci
skali produkc;ji . .
. . .. ekspresjonowanych biatek
Latwo$¢ manipulacji genetycznych . X .
.. . . . Utrudniona dezintegracja
Drozdze Niedrogie podtoza hodowlane , 2 .
. f . . komorek — obecno$¢ twardej
Nieskomplikowane warunki hodowli L orubei sciany komérkowe
Obecno$¢ niezbednych modyfikacji grubey Y !
potranslacyjnych
Prawidlowe faldowanie oraz szlaki Wysokie koszty produkcji
Kultury ssaczych modyfikacji potranslacyjnych Ryzyko kontaminacji ssaczymi
komérek produkowanych bialek wirusami, prionami oraz
Ugruntowane procedury regulacyjne onkogennym DNA
Kroétki czas produkceji biatek
rekombinowanych
Niskie kqszty utrzymama.hodowll Brak ugruntowanych procedur
. Zoptymalizowane warunki wzrostu .
Transgeniczne . , . . regulacyjnych
- Brak zanieczyszczen szkodliwymi dla .
rosliny ludzmi patosenami Odmienny od ssaczego szlak
patog glikozylacji biatek

Latwos¢ zwigkszenia skali produkcji
Modyfikacje potranslacyjne niemal
identyczne jak w systemach ssaczych
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Systemy ekspresyjne oparte o transgeniczne drozdze, bakterie czy tez linie
ssaczych komorek obarczone sa wadami, ktorych nie obserwuje si¢ w przypadku
produkcji biofarmaceutykéw w roslinach GM. Przyktadem moze by¢ brak lub zni-
kome ryzyko zanieczyszczenia biofarmaceutykow podczas produkcji w roslinach
GM szkodliwymi dla zdrowia ludzi patogenami, takimi jak wirusy czy endotok-
syny bakteryjne [1]. Transgeniczne rosliny moga stanowi¢ platforme¢ do ekspresji
bialek, ktore nie mogg by¢ wydajnie produkowane w liniach ssaczych komorek
ze wzgledu na swoja cytotoksycznos¢. Takim przykladem jest wiskumina, kto-
ra jest lektyng o wlasciwos$ciach antynowotworowych [81]. Co wigcej, roslinne
platformy ekspresyjne tacza zalety systemow opartych o eukariotyczne komorki,
w ktorych zachodza odpowiednie modyfikacje potranslacyjne biatek, a takze za-
lety systemow bakteryjnych, ktore cechuje niski stopien komplikacji oraz niskie
koszty kapitalowe. Aspekty ekonomiczne stanowig jedna z najwazniejszych de-
terminant wyboru systemu ekspresyjnego biatka podczas projektowania proce-
su produkcji. Rosliny GM jako bioreaktory wymagaja najnizszego udziatu za-
sobow kapitatowych w porownaniu z pozostalymi systemami [23]. Wigze si¢ to,
po pierwsze, z tatwoscig przeniesienia upraw roslin GM do wielotonowej skali,
z laboratorium na pola czy tez do szklarni, gdzie powierzchnia uprawy moze zaj-
mowac nawet kilka tysiecy hektarow. Drugim aspektem jest niski koszt magazy-
nowania oraz transportu roslin GM, ktére mozna przechowywac¢ w temperaturze
pokojowej, natomiast warunki dla pozostalych systemow sa znacznie bardziej ry-
gorystyczne: dla drozdzy i bakterii wymagana jest temperatura -20°C, a kultury
ssaczych komoérek musza by¢ przechowywane w ciekltym azocie [14].

Kolejng zaleta roslinnych platform ekspresyjnych jest relatywnie krotki odci-
nek czasu od rozpoczecia procesu produkeji do uzyskania kompletnego biofarma-
ceutyku. Zastosowanie transformacji roslin z wykorzystaniem metody infiltracji
z Agrobacterium i/lub wprowadzenia wektoréw wirusowych umozliwia osiagnie-
cie przejsciowej ekspresji rekombinowanych biatek nawet w 8 tygodni po otrzy-
maniu odpowiadajgcej biatku sekwencji DNA [55, 19]. Mozliwo$¢ skrocenia cza-
su potrzebnego do wyprodukowania biofarmaceutykow pozwala na produkcje tak
zwanych ,,szczepionek szybkiej odpowiedzi”. Szczepionki takie wykorzystywane
sa w obliczu epidemii w zwigzku z konieczno$cia niezwlocznego opracowania te-
rapii skierowanej przeciw patogenowi, dla ktorego brak jest skutecznej terapii lub
w przypadku, gdy epidemia zostata wywotana przez nowy, nieznany dotychczas
szczep patogenu. W przesztosci, w celu uzyskania szybkiej i skutecznej terapii
wykorzystano transgeniczny tyton (N. benthamiana), w ktérym uzyskano ekspre-
sje grupy przeciwciat skierowanych przeciw wirusowi Ebola, a nastepnie poda-
wano w formie koktajlu w trakcie epidemii goraczki krwotocznej w 2014 roku
w Zachodniej Afryce [38].
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PROBLEMY ZWIAZANE Z N-GLIKOZYLACJA
SSACZYCH BIALEK W KOMORKACH ROSLINNYCH

Jedna z najistotniejszych wlasciwosci ro§linnych platform ekspresyjnych dla
produkcji biofarmaceutykow jest mozliwos$¢ przeprowadzenia w roslinnych ko-
morkach wigkszosci modyfikacji potranslacyjnych. Modyfikacje te sg niezbedne
dla poprawnego fatdowania biatka, a to z kolei jest konieczne dla otrzymania sta-
bilnych oraz aktywnych na wskazanym poziomie ssaczych biatek. Dzigki temu
w roslinnych platformach ekspresyjnych z powodzeniem dokonuje si¢ ekspresji
biatek o skomplikowanej strukturze, na przyktad przeciwcial monoklonalnych
czy tez biatek blonowych [63, 25]. Z drugiej strony réznice wystepujace w szla-
ku N-glikozylacji biatek w komoérkach roslinnych oraz ssaczych stanowig jedno
z najwigkszych wyzwan w produkcji biofarmaceutykow z zastosowaniem trans-
genicznych roslin. N-glikany, ktore charakterystyczne sa dla komorek roslinnych
sprawiaja, ze ssacze glikoproteiny produkowane w roslinnych systemach eks-
presyjnych posiadajg wlasciwos$ci immunogenne, a takze moga nie wykazywacé
pozadanej bioaktywnosci. Aplikacja pacjentowi biofarmaceutyku, ktory posiada
inny niz ssaczy wzor N-glikozylacji, skutkowa¢ moze wystgpieniem reakcji aler-
gicznej, a nawet wstrzasem anafilaktycznym [22].

Proces N-glikozylacji w komoérkach eukariotycznych rozpoczyna dotaczenie
oligosacharydowego prekursora do reszty asparaginy, w obrebie specyficznej se-
kwencji Asn-X-Ser/Thr (gdzie X oznacza dowolny aminokwas z wylaczeniem
proliny). Wraz z transportem powstatej glikoproteiny przez szlak sekrecyjny,
N-glikan poddawany jest szeregowi reakcji dojrzewania. Poczatkowe etapy
N-glikozylacji zachodzace w ER sa wspolne dla roslin i zwierzat, jednak roéznice
pojawiaja si¢ podczas syntezy bialka w aparacie Golgiego (AG), gdzie enzymy
zwane glikozylotransferazami przylaczaja oligocukrowe reszty do wybranych
aminokwasow tancucha biatkowego poprzez utworzenie wigzan glikozydowych
[35]. Gléwne roznice polegaja na tym, ze w AG komorek ssakéw fukoza dotgcza-
na jest do cukrowego tancucha wigzaniem a(1,6) oraz terminalnie dotaczany jest
kwas sjalowy, natomiast u roslin do rdzenia cukrowego dotaczana jest ksyloza
wigzaniem [(1,2), a fukoza wigzaniem a(1,3) [21]. W celu pokonania przeszkod
zwigzanych z brakiem bioaktywnosci oraz immunogenno$cia produkowanych
biofarmaceutykéw na skutek nieprawidtowego wzoru glikozylacji, opracowano
roslinne systemy ekspresji umozliwiajace przeprowadzenie autentycznego szlaku
glikozylacji rekombinowanych bialek, typowego dla komorek ludzkich [24, 42].

Jedna z metod obejmuje fuzj¢ sekwencji sygnalowej KDEL zatrzymujacej
biatko w $wietle ER, wraz z sekwencja kodujaca biatko heterologiczne, co po-
zwala na ograniczenie glikozylacji przeciwciat produkowanych w ro$linie do
wylacznie przytaczania N-glikanu o wysokiej zawarto$ci mannozy [16]. Kolejna
strategia oparta jest na hamowaniu ro$linnych glikozylotransferaz, ktére odpo-



ROSLINY GM W PRODUKCJI BIOFARMACEUTYKOW 401

wiedzialne sg za dojrzewanie N-glikanu w AG [54]. Usuni¢cie gendéw kodujacych
a(1,3)-fukozylotransferazy oraz B(1,2)-ksylozylotransferazy u Physcomitrella
patens skutecznie zapobiegto produkcji specyficznych dla roslin glikoepitopoéw
bez oddziatywania na proces sekrecji biatka heterologicznego przy jednocze-
snym braku negatywnego wplywu na wzrost roslin [32]. W celu zahamowania
roslinnych glikozylotransferaz wykorzystano z powodzeniem interferujagce RNA
(RNAI1) u gatunkow takich jak Lemna minor, Nicotiana benthamiana, Medicago
sativa, a takze Oryza sativa. Badania profilu N-glikozylacji rekombinowanych
glikoprotein pochodzacych z ros$lin, u ktéorych zahamowano swoiste glikozylo-
transferazy, wykazaly znaczny spadek zawartosci a(1,3)-fukozy oraz B(1,2)-k-
sylozy w tancuchach oligosacharydowych [60]. W$rod najnowszych osiagnieé
z zakresu glikoinzynierii nalezy wymieni¢ usuniecie technika knock-out’n dwoch
gendw P(1,2)-ksylozylotransferazy oraz 4/5 genow a(1,3)-fukozylotransferazy
u N. benthamiana poprzez zastosowanie systemu edycji genomu CRISPR/Cas9
przez dwie niezalezne grupy badaczy w 2017 roku [24, 42].

Ponadto w celu przeprowadzenia szlaku N-glikozylacji w komoérkach roslin-
nych mozliwie jak najbardziej zblizonego do tego, ktory ma miejsce w komor-
kach ludzkich, dokonano transformacji roslin wektorem niosagcym geny kodujace
ssacze glikozylotransferazy oraz kodujace enzymy odpowiedzialne za sjalicylacje
produkowanych biatek [60]. Z sukcesem dokonano ekspresji ludzkich enzymow
B(1,4)-galaktozylotransferazy oraz a(1,6)-fukozylotransferazy w N. benthamiana
z wyciszong ekspresjg genow kodujacych roslinne glikozylotransferazy [6, 68].
Brak kwasu sjalowego w N-glikanach ludzkich glikoprotein moze powodowac
ograniczenie ich funkcjonalnosci [30]. U niektérych gatunkow roslin wprawdzie
kwas sjalowy wystepuje w wolnej postaci, jednakze nie jest on dotaczany do syn-
tezowanego tancucha oligocukrowego na szlaku N-glikozylacji. Ponadto w ko-
morkach roslinnych nie wystepuja enzymy szlaku biosyntezy CMP-kwas sjalowy,
ktory stanowi aktywowana forme kwasu sjalowego, enzymu odpowiedzialnego za
transport CMP-kwas sjalowy z cytoplazmy do aparatu Golgiego, a takze enzymu
a(2,6)-sialylotransferazy, ktory odpowiada za przytaczenie CMP-kwas sjalowy
do N-glikanu w komorkach ludzi [60]. Aby umozliwi¢ produkcje w transgenicz-
nych roslinach ludzkich bialek, ktore wymagajg sjalicylacji, dokonano koekspre-
sji trzech ludzkich enzymoéw niezbednych do syntezy aktywowanej formy kwasu
sjalowego (CMP-kwas sjalowy) u Arabidopsis thaliana. W efekcie zaobserwo-
wano w komorkach transformowanych roslin obecno$¢ znaczacych ilosci CMP-
-kwas sjalowy jak i wolnego kwasu sjalowego [7]. Kolejnym krokiem na drodze
do sjalicylacji N-glikanow ludzkich biatek produkowanych w roslinach GM byta
synteza enzymu transportujagcego do AG, atakze przylaczajacego CMP-kwas
sjalowy do tancucha oligocukrowego. W tym celu do komoérek N. benthamiana
(AXT/FT) wprowadzono sze$¢ ludzkich gendw, ktore koduja wszystkie niezbed-
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ne enzymy znajdujace si¢ na szlaku biosyntezy, transportu oraz przytaczania CM-
P-kwas sjalowy do N-glikanu. PrzejSciowa superekspresja powyzszych sze$ciu
gendOw w tytoniu wraz z rownolegta ekspresja przeciwcial monoklonalnych 2G12
stosowanych przeciw wirusowi HIV-1, skutkowata produkcja w petni funkcjonal-
nych przeciwcial, ktorych N-glikany pozbawione byty roslinnych glikoepitopow,
a takze zawieraly czasteczki kwasu sjalowego. Udowodniono, ze przeciwciata
wyprodukowane w ten sposob posiadajg taka sama zdolno$¢ do neutralizacji wi-
rusa HIV w warunkach in vitro, jak przeciwciala C2G12 produkowane z uzyciem
ssaczych linii komorkowych [41].

PRZEGLAD REKOMBINOWANYCH BIALEK
TERAPEUTYCZNYCH PRODUKOWANYCH W ROSLINACH

Posrod biatek o zastosowaniu farmakologicznym, ktore produkowane sg w ro-
slinach transgenicznych nalezy wymieni¢ przeciwciata oraz ich pochodne, w tym
wydzielnicze immunoglobuliny A (sIgA), immunoglobuliny klasy M (IgM) oraz
klasy G (IgG), podjednostki szczepionek, jak réwniez czasteczki wirusopodob-
ne (ang. virus-like particles, VLP), terapeutyczne enzymy czy tez toksyny [38].
Obecnie jedynym dostgpnym na rynku lekiem wyprodukowanym z wykorzysta-
niem roslinnego systemu ekspresyjnego jest enzym glukocerebrozydaza, stoso-
wany w przypadku choroby Gaucher’a [65]. Lek zostal zaakceptowany przez
amerykanskg Agencje Zywnosci i Lekow w 2012 roku. Zestawienie biofarmaceu-
tykow produkowanych w roslinnych systemach ekspresyjnych, ktére znajduja si¢
na zaawansowanych etapach badan klinicznych zestawiono w tabeli 2.

NAJNOWSZE DANE O SZCZEPIONKACH
I PRZECIWCIALACH PRODUKOWANYCH W ROSLINACH

Poczawszy od szczepionek przeciw wirusowi HBV (Hepatitis B Virus),
wsciekliznie, wirusowi HIV (Human Immunodeficiency Virus), toksynie B prze-
cinkowca cholery, wirusom grypy, wirusowi SARS-CoV-1, az do szczepionek
przeciw nowotworom, na przestrzeni ostatnich 30 lat wyprodukowano za pomoca
ro$lin GM jako platform ekspresyjnych, wiele antygenow stanowigcych sktad-
niki szczepionek kandydujgcych do badan klinicznych, a nawet komercyjnego
uzytku [37]. Szczegdtowe informacje dotyczace takich badan zestawiono m.in.
w pracy przegladowej Lucka iin. 2015 [39]. Wérod najnowszych biofarmaceu-
tykéw pochodzenia ros$linnego, ktoérych badania kliniczne przyniosty obiecujace
wyniki, znajduje si¢ kwadriwalentna szczepionka zawierajaca czasteczki podob-
ne wirusom grypy (ang. QVLPs) produkowana w N. benthamiana. Sktadniki tej
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szczepionki oparte sg o podtypy wirusa odpowiadajace za sezonowe epidemie
grypy (Yamagata i Victoria). W trakcie drugiej fazy badan klinicznych szczepion-
ki QVLP przeciw wirusom grypy przeprowadzono dwa randomizowane badania
w grupach os6b od 18 do 49 roku zycia (identyfikator badania: NCT02233816)
oraz od 50 roku zycia (identyfikator badania: NCT02236052), ktorych wyniki
pozwolity ustali¢ dawki szczepionki niezbedne do wytworzenia u badanych od-
powiedzi odpornosciowej humoralnej i komoérkowej. W 2019 roku szczepionka ta
zostala zakwalifikowana do trzeciego etapu badan klinicznych [56, 82, 83].

Podobnie jak w przypadku antygenow, jest wiele przyktadéw przeciwciat
wyprodukowanych w roslinnych systemach ekspresji [67]. Tyton (N. tabacum)
byl pierwszym organizmem ro$linnym wybranym do ekspresji rekombinowanego
kompletnego monoklonalnego przeciwciata anty-mysiego IgG,(6D4) o wiasci-
wosciach katalitycznych [26]. Od tego czasu, w roslinnych systemach ekspresyj-
nych wyprodukowano wiele r6znych typow przeciwciat i ich fragmentéw, migdzy
innymi: jednotancuchowe fragmenty zmienne (scFv), fragmenty Fab, IgG, chime-
ryczne przeciwciata wydzielnicze typu IgA (sIgA) czy przeciwciata jednodome-
nowe (sdAb) [50]. Ponadto w ostatnich latach kilka obiecujacych biofarmaceuty-
kéw opartych o przeciwciata, produkowane w roslinach, wkroczyto w faze badan
klinicznych. Przyktadem takich biofarmaceutykow jest chimeryczne przeciwciato
SIgA-G o nazwie CaroRx™, skierowane przeciw bakterii Streptococcus mutans,
powodujacej prochnice zebow czy tez Avicidin, preparat zawierajacy przeciwciata
klasy IgG skierowane przeciw biatku EpCAM zaprojektowany w celu leczenia
raka jelita grubego [40]. Badania nad tymi produktami zatrzymaty si¢ na etapie 11
fazy badan klinicznych. CaroRx™ po obiecujacych wynikach badan zostat wpro-
wadzony na terenie Unii Europejskiej nie jako lek, lecz jako wyréb medyczny,
natomiast Avicidin pomimo potwierdzonych efektow antynowotworowych zostat
wycofany z badan ze wzglgedu na powazne skutki uboczne (niezwiazane z ro$lin-
nym pochodzeniem leku) [40, 37].

Wsrod obecnie najlepiej rokujacych przeciwcial produkowanych przez ro-
slinne systemy ekspresji nalezy wymieni¢ przeciwciata monoklonalne P2G12,
ekspresjonowane w N. benthamiana skierowane przeciw wirusowi HIV-1, ktore
w 2015 roku przeszty pomyslnie pierwsza faze badan klinicznych [41]. Planowa-
ne sg rowniez dalsze badania majace na celu ustalenie optymalnego dawkowania
przeciwcial P2G12 (identyfikator badania: NCT02923999) [85]. Innym przykta-
dem jest lek ZMapp, czyli koktajl sktadajacy si¢ z trzech przeciwcial skierowa-
nych przeciwko powierzchniowej glikoproteinie wirusa Ebola produkowany w V.
benthamiana, ktorego 1 12 faza badan klinicznych zakonczyta sie¢ w 2019 roku
(identyfikator badania: NCT02363322) wraz z rozpoczeciem fazy 2/3 (identyfi-
kator badania: NCT03719586) [84, 86].



TABELA 2 Przyktady biofarmaceutykow pochodzenia ro§linnego znajdujacych si¢ na etapie badan klinicznych
Iub wprowadzonych na rynek. Na podstawie [37] oraz [38]
TABLE 2 Examples of plant-derived biopharmaceuticals at various stages of clinical development. Table is

based on [37] and [38]

Produkt biatkowy

Zastosowanie

Roslinny system

Status badan

ekspresji klinicznych

Szczepionki
Podj'ednostka PA.83 toksyny Szczgplonka podje'dnostkowa N benthamiana | Faza 1
Bacillus anthracis przeciw waglikowi
eVLP sktadajace si¢ Kwadriwalentna szczepionka
z czterech antygenéw wirusa | przeciw wirusom grypy: HIN1, .
grypy: H1/Cal, H3/Vic, B/ H3N2 oraz wirusowi grypy typu B N. benthamiana | Faza 2,3
Bris, B/Mass (linie: Yamagata i Victoria)
Idiotypowe scFv Pochodzqce Indyvs.zlduah.la jszc.zeppnka przeciw | o miana | Faza 1
Z nowotworu pacjenta chtoniakowi nieziarniczemu
Podj.ednostka B toksyny Szcze.plonka podjednostkowa 0. sativa Faza |
Vibrio cholerae przeciw cholerze
Antygen powierzchniowy Szczepionka podjednostkowa S tuberosum Faza |

HBV (HBsAg)

przeciw HBV

Biatko S1 wirusa
SARS-CoV-1

Szczepionka podjednostkowa
przeciw SARS-CoV-1

S. lycopersicum
N. tabacum

Przedkliniczne bada-
nia na zwierzetach

Przeciwciala

Koktajl trzech przeciwciat

Terapia infekcji wywotanej

monoklonalnych (13C6, 2G4, L. . N. benthamiana Faza 1,2
zakazeniem wirusem Ebola
4G7)
Przeciwcialo monoklonalne | Terapia infekcji wywotane;j
P2G12 wirusem HIV-1 N- tabacum Faza 1
Przeciwcialo monoklonalne | Inhibitor wzrostu raka jelita Przedkliniczne bada-
N. tabacum . .
CO17-1A grubego nia na zwierzetach
Inne biofarmaceutyki
Enzymatyczna terapia zast¢pcza Zaakceptowany do
Glukocerebrozydaza dla pacjentow z choroba Gaucher’a D carota uzytku przez FDA
Laktoferyna Lek st'osowany W l?rzypadku O. sativa Faza 2
chronicznych stanéw zapalnych
Alfa-galaktozydaza A Enzymatyczna terapia zastgpeza P. patens Faza 1

dla pacjentéw z choroba Fabry’ego
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WYKORZYSTANIE ROSLINNYCH SYSTEMOW
EKSPRESJI W WALCE Z WIRUSEM SARS-CoV-2
Zastosowanie roslin GM stanowi jeden z kluczowych aspektow badan nad lekami
przeciwwirusowymi, przeciwciatami oraz szczepionkami, ktore sg obecnie prowadzo-
ne w zwigzku z pandemig wirusa SARS-CoV-2 (Rye. 1), ktéry pojawit si¢ w grudniu
2019 roku w miescie Wuhan w Chinach i szybko rozprzestrzenit si¢ na caty §wiat [5].
W styczniu 2020 sekwencja genomowa SARS-CoV-2 zostala udostepniona, dostar-
czajac niezbegdnych informacji do opracowania strategii walki z tym wirusem [76].
Lomonossoff oraz Peyret wykorzystuja roslinny system ekspresji w badaniach
nad uniwersalnym odczynnikiem diagnostycznym majacym na celu udoskonalenie
testu na obecnos¢ SARS-CoV-2 opartego o reakcje Real Time-PCR. Odczynnik
ten ma stanowi¢ kontrole pozytywna w powyzszej reakcji i bazuje na czastecz-
kach wirusopodobnych (VLPs), uzyskanych z wirusa mozaiki tytoniu, ktore za-
wierajg regiony sztucznego genomu wirusa SARS-CoV-2 [5]. Wtoska firma bio-
technologiczna Diamante stosuje tyton jako zrédto antygendw opartych o domeng

Odczynniki diagnostyczne
wykrywajace SARS-CoV-2

—_) \ﬁﬁ\ﬁﬁﬁﬁ Produkcja przeciwciat
anty-SARS-CoV-2

Szczepionki

- - ‘
OMW"— przeciwko SARS-CoV-2

——) Lektyny neutralizujgce
SARS-CoV-2
Roslina transgeniczna

jako platforma produkcyjna

RYCINA 1 Potencjalne zastosowanie roslin transgenicznych, otrzymanych metodami stalej jak
i przej$ciowej transformacji, w walce z wirusem SARS-CoV-2. Na podstawie [5]. Rycina zawiera
obrazy pochodzace z bazy Servier Medical Art. Database (https://smart.servier.com) na warunkach
licencji Creative Commons Attribution 3.0

FIGURE 1 Application of transgenic plants obtained by stable as well as transient transformation
methods, against SARS-CoV-2 virus. Figure is based on [5] and contains images from Servier Medical
Art. Database (https://smart.servier.com) and made available under the terms of the Creative Com-
mons Attribution 3.0 license
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wigzaca receptor — SARS-CoV-2 (ang. Receptor Binding Domain, RBD), uzywa-
nych w testach ELISA do diagnostyki wykrywania przeciwcial w surowicy krwi.
Ponadto rozwaza si¢ wykorzystanie roslin do produkcji przeciwcial skierowanych
przeciw wirusowi SARS-CoV-2 o wysokiej stabilnosci i jednoczes$nie produkcji
na szeroka skale w ciggu zaledwie kilku tygodni. Uzyskanie podobnych efektow
w liniach komorek ssaczych zajeloby najprawdopodobniej miesigce, a poprawa
wydajnosci produkcji nawet lata. Z jednej strony wykorzystanie zrekombinowa-
nych przeciwcial miatoby na celu spowolnienie tempa rozwoju infekcji w organi-
zmie czlowieka, co poparte jest niedawnym odkryciem, ze surowica pochodzaca
od ozdrowiencéw zmniegjsza nasilenie objawow choroby COVID-19 [13]. Z dru-
giej strony rosliny mogtyby produkowaé przeciwciala hamujace wysoki poziom
cytokin (tzw. burza cytokinowa), ktory towarzyszy tej infekcji w wielu przypad-
kach o najcigzszym przebiegu. Aktualnie w walce z wirusem SARS-CoV-2 testo-
wane s3 w badaniach klinicznych dwa przeciwciata skierowane przeciw recepto-
rowi interleukiny 6 (IL-6R), stosowane do tej pory w reumatoidalnym zapaleniu
stawow [5].

W walce z wirusem SARS-CoV-2 miatyby by¢ takze wykorzystywane lekty-
ny, czyli glikoproteiny wystepujace u roslin, alg morskich i bakterii. Wiele lek-
tyn hamuje replikacje wirusow poprzez interakcje z glikanami w glikoproteinach
otoczki wirusowej [5]. Wykazano, ze biatko GRFT bedace lektyna pochodzaca
z czerwonych alg rodzaju Griffithsia, hamuje namnazanie wirusoéw, dla ktorych
nie ma obecnie skutecznej szczepionki, w tym wirusa HIV [47], Ebola-Zair [2],
a takze koronawirusa odpowiedzialnego za epidemi¢ SARS-CoV oraz wirusa
MERS-CoV [51, 44]. Co istotne, lektyna ta wykazuje niskg toksycznos$¢ wzgle-
dem komorek ludzkich, a wysoka homologia miedzy biatkiem S eksponowanym
na powierzchni wirusow SARS-CoV oraz SARS-CoV-2, sugeruje mozliwg reak-
cje krzyzowa [5]. Najnowsze doniesienia z pazdziernika 2020 roku potwierdzaja,
ze GRFT jest w stanie zahamowac¢ infekcje SARS-CoV-2 w warunkach in vitro
[4]. Biatko GRFT jak réwniez inne lektyny, byly produkowane z wykorzystaniem
transgenicznych linii komoérek roslin, m.in. Nicotiana benthamiana [52]. Taka
przejsciowa ekspresja w roslinach zapewniltaby szybki dostep do terapeutykow
o0 dziataniu przeciwwirusowym na szeroka skale [5].

Najwigcej nadziei poktada sie w uzyskaniu skutecznej szczepionki przeciw
SARS-CoV-2. Obserwuje si¢ dwa kierunki badan z wykorzystaniem transge-
nicznych roslin. Pierwszy dotyczy produkcji szczepionki, w ktorej podjednostka
biatka S1 SARS-CoV-2 ma pehi¢ role antygenu. Firma Kentucky BioProcessing
(Owensboro, KT, USA), ktora jest czgscig grupy British American Tabacco, opra-
cowuje tego typu szczepionke w transgenicznych roslinach tytoniu. Drugi kieru-
nek badan nad szczepionka przeciw SARS-CoV-2 oparty jest o technologi¢ VLP.
W przypadku czasteczek wirusopodobnych nie ma niebezpieczenstwa namnoze-
nia wirusa, gdyz nie zawierajg materiatu genetycznego, ale jednoczes$nie indukuja
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odpowiedz immunologiczng. Gotowa platforma VLP oparta na transgenicznym
tytoniu stosowana jest do produkcji szczepionek przeciw grypie HIN1 przez fir-
m¢ Medicago, ktora pracuje nad wykorzystaniem tej platformy VLP do produkcji
szczepionki na SARS-CoV-2 [5].

PODSUMOWANIE

Badania zwigzane z rozwojem koncepcji roslin transgenicznych uzywanych
jako bioreaktory do produkcji biatek heterologicznych trwaja od przeszto trzydzie-
stu lat. Poczatkowo niski uzysk biofarmaceutykoéw, zmudny proces oczyszczania
biatek z materiatu roslinnego, a takze odmienny szlak glikozylacji biatek u roslin
spowodowaly spadek zainteresowania technologig produkcji w roslinach GM na
korzys¢ innych systeméw ekspresyjnych. Obecnie, dzigki opracowaniu i wdro-
zeniu nowych strategii i rozwigzan, duza cze$¢ z powyzszych trudnosci zostata
pokonana. Wraz z postepem tych badan wciaz beda pojawialy sie nowe pytania
dotyczace strategii produkcyjnej, bezpieczenstwa, immunogenno$ci, dawkowa-
nia oraz sposobow podawania lekow produkowanych w ros§linach GM, co bedzie
wymagalo zaangazowania naukowcow z wielu roznych dziedzin. Roslinne sys-
temy oparte na przej$ciowej ekspresji zapewniajg mozliwosci szybkiej produkcji
z wykorzystaniem niskich naktadéow kapitatowych, co przyciaga zainteresowa-
nie koncernow biotechnologicznych. Mozliwo$¢ przeniesienia produkcji bialek
in vitro z laboratorium do wielotonowej skali oraz wolno$¢ biofarmaceutykow
pochodzenia roslinnego od groznych dla ludzi patogenéw jest rowniez pozadang
cecha z finansowego punktu widzenia. Analizujac dynamike oraz kierunek badan,
a takze potrzeby wspotczesnego spoteczenstwa, mozna przypuszczaé, ze w nie-
dalekiej przysztosci biofarmaceutyki produkowane w roslinach transgenicznych
stanowi¢ beda zrodto relatywnie tanich lekéw oraz szczepionek pozwalajacych
na walke z wieloma chorobami. Rosliny GM umozliwia takze szybka produkcje
tanich lekow stanowigcych odpowiedz na nagle pojawiajace si¢ ogniska epidemii,
wywolane nowymi szczepami wirusow.
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PLYNNA BIOPSJA JAKO NIEINWAZYJNA METODA
OCENY WYBRANYCH MUTACJI GENOWYCH
W NIEDROBNOKOMORKOWYM RAKU PLUCA

LIQUID BIOPSY AS AN NON-INVASIVE METHOD OF SELECTED GENE
MUTATION ASSESSMENT IN NON-SMALL CELL LUNG CANCER

Karolina BUSZKA!2, Paula KAMINSKA', Joanna BUDNA-TUKAN!

'Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu
*Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Streszczenie: Rak pluca jest wysoce $miertelnym nowotworem wérod pacjentow obu pici na swiecie.
Wsrdd jego licznych typow histologicznych dominuje niedrobnokomorkowy rak ptuca (NSCLC).
Leczeniem, ktore w poréwnaniu z chemioterapig oparta na pochodnych platyny zapewnia lepsza
jakos¢ zycia oraz wydtuzenie catkowitego czasu przezycia jest terapia celowana z zastosowaniem
inhibitorow kinazy tyrozynowej (TKI). Jej stosowanie zasadne jest wytacznie w przypadku wystapi-
enia w tkance guza zmian genetycznych w obrebie gendw takich jak EGFR czy ALK. Alternatywa
dla klasycznej biopsji tkankowej moze by¢ zastosowanie ,,ptynnej biopsji”’, obejmujacej analizy
genetyczne jej elementow tj. krazacych komoérek nowotworowych (CTC), krazacego wolnego DNA
(cfDNA) oraz egzosomoéw. Precyzyjne metody oceny mutacji aktywujacych i opornosciowych
w genach elementow ,,ptynnej biopsji” przyczynia si¢ do odpowiedniego doboru i monitoringu tera-
pii celowanej u pacjentéw z NSCLC bez koniecznosci wykonywania inwazyjnej biopsji tkankowej.

Stowa kluczowe: niedrobnokomoérkowy rak pluca, mutacje EGFR, fuzje ALK, inhibitory kinazy ty-
rozynowej, terapia celowana, ptynna biopsja, krazace komoérki nowotworowe (CTC), krazace wolne
DNA (cfDNA), egzosomy

Summary: Lung cancer is a highly lethal cancer among patients of both sexes worldwide. Among its
numerous histological types, non-small cell lung cancer (NSCLC) dominates. Targeted therapy with
tyrosine kinase inhibitors (TKI) is a treatment that, compared to chemotherapy based on platinum
derivatives, provides a better quality of life and prolongs overall survival. Its use is justified only
in the case of genetic changes in genes such as EGFR or ALK in the tumor tissue. An alternative to
classical tissue biopsy can be the use of a “liquid biopsy” involving genetic analyzes of its elements,
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i.e., circulating tumor cells (CTC), circulating free DNA (cfDNA), and exosomes. Accurate methods
of assessing activating and resistance mutations in the genes of the “liquid biopsy” components will
contribute to the appropriate selection and monitoring of targeted therapy in patients with NSCLC
without the need for invasive tissue biopsy.

Keywords: non-small cell lung cancer, EGFR mutations, ALK fusions, tyrosine kinase inhibitors, target-
ed treatment, liquid biopsy, circulating tumor cells (CTC), circulating free DNA (cfDNA), exosomes

NIEDROBNOKOMORKOWY RAK PLUCA

CHARAKTERYSTYKA CHOROBY

Rak ptuca byt w 2020 roku drugim najczesciej wykrywanym (11,4%) oraz
naj$miertelniejszym nowotworem wsrod pacjentéw obu plci na $wiecie — z jego
powodu zmarto prawie 1,8 miliona oséb [6]. Rak pluca stanowi bardzo niejedno-
rodna grupe, w ktorej sktad wchodzi ponad 50 podtypéw histomorfologicznych
[1-3]. Wsrdéd nich dominujg niedrobnokomorkowy rak ptuca (ang. non-small cel
lung cancer, NSCLC) oraz drobnokomorkowy rak ptuca (ang. small cell lung
cancer, SCLC). Znaczna przewaga, bo az 85% chorych, jest dotknigtych NSCLC,
z ktérych najczestszymi podtypami histologicznymi sg gruczolakoraki (ang. lung
adenocarcinoma, LUAD) i raki plaskonablonkowe (ang. lung squamous cell car-
cinoma, LUSC). Podczas gdy gruczolakoraki wywotane sg czynnikami $rodowi-
skowymi i uwarunkowane genetycznie, raki ptaskonabtonkowe sg bardzo silnie
skorelowane z paleniem tytoniu [10, 18, 33].

Liczne badania przyczynity si¢ do polepszenia diagnostyki raka ptuca, jed-
nakze nadal ponad polowa pacjentéw diagnozowana jest w stadium przerzutdw.
Na wczesnym etapie zaawansowania klinicznego (I lub II stopien), kiedy moz-
liwa jest catkowita resekcja guza, NSCLC jest wykrywany u niewielkiej liczby
pacjentdw. W znacznie przewazajacej czesci przypadkow (ponad 60% chorych)
rozpoznanie choroby nast¢puje w momencie, kiedy choroba jest juz miejscowo za-
awansowana lub przerzutowa (111 1 IV stopien) [33]. Obecno$¢ przerzutow znacz-
nie obniza szans¢ na skuteczne wyleczenie choroby, z 5-letnim czasem przezycia
wynoszacym mniej niz 6% [24]. Ponadto, 5-letni czas przezycia wynosi zaledwie
57% nawet u pacjentéw zdiagnozowanych przed wystgpieniem przerzutow [43].
Przyczyna pdznej diagnozy raka pluca sg niespecyficzne objawy na wczesnym
etapie choroby oraz brak skutecznych metod diagnostycznych i przesiewowych.
Dlatego tez, nadrzgdnym celem jest poszukiwanie narzedzi wczesnej i precyzyj-
nej diagnostyki raka pluca w celu poprawy skutecznos$ci leczenia pacjentow.

TERAPIA
Metoda leczenia NSCLC w I i II stopniu zaawansowania choroby jest chirur-
giczne usunigcie guza. Taka metoda leczenia nie jest czgsto praktykowana w stop-
niu I 1 IV ze wzgledu na obnizong szanse¢ przezycia zabiegu u pacjentow z tak
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zaawansowang forma choroby. W ich przypadku przezywalnos¢ kolejnych 5 lat
wynosi 25%, z kolei pacjentow z pierwszej grupy — 70%. U pacjentdw, u ktorych
choroba jest bardziej zaawansowana standardowym postepowaniem jest leczenie
ogolnoustrojowe lekami cytotoksycznymi. Niestety obecnie stosowana standar-
dowa chemioterapia oparta na pochodnych platyny przynosi niewielkie korzysci
w zakresie przezycia pacjentow z zaawansowanym NSCLC, wynoszacym mnigj
niz 2 lata [53].

Leczeniem, ktore w porownaniu z chemioterapia opartg na pochodnych platy-
ny zapewnia lepsza jako$¢ zycia, poprawe przezycia wolnego od progresji, a nieraz
wydtuzenie catkowitego czasu przezycia jest terapia celowana z zastosowaniem
inhibitoréw kinazy tyrozynowej (ang. tyrosine kinase inhibitor, TKI). Odmienne
dziatanie TKI w porownaniu z chemioterapig powoduje odmienny profil toksycz-
nosci. Wystepowanie skutkow ubocznych po terapii TKI obserwuje si¢ 70% cho-
rych. Niemniej jednak, zmiany skorne, biegunka, ostabienie i hepatotoksycznose,
bedace najczesciej wystepujacymi dzialaniami niepozadanymi, maja tagodne lub
umiarkowane nasilenie i s3 odwracalne. Efekty uboczne, charakterystyczne dla
chemioterapii (wymioty, zahamowanie czynnosci szpiku kostnego) sg tutaj znacz-
nie rzadziej obserwowane. Jedynym, potencjalnie $miertelnym skutkiem ubocz-
nym terapii TKI jest srodmiazszowa choroba ptuc (ang. interstitial lung disease,
ILD) ale wystepuje ona bardzo rzadko [38].

Najczesciej stosowanymi lekami z grupy TKI sg odwracalne inhibitory (gefi-
tynib i erlotynib), inhibitor drugiej generacji (afatynib), ktory poprzez kowalencyj-
ne wigzanie nieodwracalnie blokuje przenoszenie sygnalow z receptoréw EGFR,
HER?2 i HER4, a takze inhibitor trzeciej generacji (ozymetrynib), ktory moze by¢
z powodzeniem stosowany u pacjentow z mutacja opornosciowa EGFR. Wszyst-
kie powyzsze TKI zostaty zatwierdzone do uzytku przez Amerykanska Agencje
Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) [32, 41, 46].

MUTACJE GENOW EGFR ORAZ ALK

Wisrod zidentyfikowanych zmian genetycznych uznawanych za czynniki in-
dukujace powstawanie guzow w NSCLC, kaskada ERK/MAPK stanowi jedna
z najwazniejszych. Do ztosliwej transformacji i zmian ekspresji gendw u pacjen-
tow z rakiem pluca prowadzg m.in. wystepujace w tej kaskadzie mutacje aktywu-
jace genu EGFR [32, 42].

Receptor naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR) jest receptorem transbtonowym, ktory po dimeryzacji aktywuje
kinazy tyrozynowe, odgrywajac wazna role w procesach biologicznych takich
jak proliferacja, migracja komorek czy apoptoza. W wyniku wystapienia mutacji
w EGFR nastgpuje utrata kontroli komoérki nad tymi procesami, prowadzac do
transformacji nowotworowej. Dlatego tez u pacjentéw chorujacych na NSCLC
z obecng mutacja EGFR chemioterapia zastgpowana jest leczeniem celowanym
z zastosowaniem TKI [12].
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Wsrod dotad opisanych mutacji EGFR najwigksze znaczenie maja delecja
w egzonie 19 genu, L858R oraz T790M. Delecja w egzonie 19 zachodzi w ram-
ce zawierajacej reszty aminokwasowe 746-750 biatka, mutacja L858R polega na
substytucji jednego nukleotydu, powodujac zastapienie leucyny argining w kodo-
nie 858 egzonu 21 [26], z kolei mutacja T790M polega na zastapieniu treoniny
metioning w pozycji 790 egzonu 20 [47]. Obecno$¢ ostatniej z nich jest gldwnym
mechanizmem nabytej opornosci na leczenie afatynibem. W takim wypadku ko-
nieczna staje si¢ zmiana $rodka leczniczego na ozymertynib, ktory w przypad-
ku EGFR T790M dodatnich potencjalnie umozliwia przedtuzenie leczenia bez
koniecznosci wlaczenia chemoterapii [19,44]. Niemniej jednak, niebezpieczen-
stwem tego schematu leczenia jest mozliwos¢ wystapienia kolejnej mutacji opor-
nosciowej w EGFR — L792, polegajacej na zastgpieniu leucyny w kodonie 792
egzonu 20 fenyloalaning, tyrozyng lub histydyng [8].

U okoto 5% chorych na NSCLC dochodzi rowniez do rearanzacji genu ALK
(ang. anaplastic lymphoma kinase). Polegaja one najcze$ciej na inwersji chro-
mosomu 2, ktéra prowadzi do fuzji z genem EML4 (ang. echinoderm microtu-
bule-associated protein-like 4) — EML4-ALK. Oprocz EML4 w NSCLC wykryto
ponad 19 r6znych genow, mogacych tworzy¢ fuzje z ALK. Sa to m.in. KIF5B,
KLCI i TPR [15]. U wigkszosci pacjentow z NSCLC, bedacych nosicielami tych
fuzji, zastosowanie znajduje TKI kryzotynib. W przypadku najczestszej fuzji
EML4-ALK stosuje si¢ ponadto certynib, brygatynib i alektynib. Leki te charakte-
ryzuja si¢ wyzszym odsetkiem odpowiedzi na leczenie w stosunku do klasyczne;j
chemioterapii (np. 74% wzgledem 45% w przypadku kryzotynibu) i znacznym
zlagodzeniem objawéw choroby [45].

Materialem do identyfikacji wszystkich opisanych wyzej mutacji jest tkanka
guza. Aby ja pozyska¢ konieczne sga inwazyjne biopsje, ktére moga by¢ nieko-
rzystne dla zdrowia pacjenta i trudne do wykonania oraz zabiegi operacyjne [13,
17,20, 37, 54].

PLYNNA BIOPSJA ORAZ METODY
JEJ DETEKCJI I CHARAKTERYSTYKI

Wczesne wykrycie choroby oraz okreslenie jej stadium zwigksza szanse pa-
cjentdow nowotworowych na skuteczne leczenie, a co za tym idzie dlugie zycie.
Trafne postawienie diagnozy zalezy od zastosowania odpowiednich metod dia-
gnostycznych. Istotne jest, aby cechowaty si¢ one jak najwyzsza czutoscia, specy-
ficzno$cig oraz mata inwazyjnoscia. W raku ptuca najczesciej stosuje si¢ biopsje
tkankowe. Ich wadg jest jednak inwazyjnos¢, niejednokrotnie niejednoznacznosé
oraz ryzyko odmy optucnowej lub krwotoku. Dlatego tez poszukiwane sg alterna-
tywne metody diagnostyczne. Rozwigzaniem moze okazaé si¢ zastosowanie tzw.
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,»ptynnej biopsji”, ktéra zamiast we fragmencie tkanki nowotworowej pozwala na
wykrycie choroby, dobor terapii oraz monitorowanie jej efektow w probce krwi
obwodowej pacjenta. Metoda ta obejmuje detekcj¢ oraz charakterystyke kraza-
cych komoérek nowotworowych (ang. circulating tumor cells, CTC), wolnych kra-
zacych kwasow nukleinowych (ang. circulating free DNA, cfDNA), egzosomow
oraz ptytek krwi edukowanych przez nowotwor (ang. tumor-educated platelets,
TEP). W aspekcie oceny mutacji najczesciej wykorzystywane sg CTC, cfDNA
oraz egzosomy [22, 39].

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE

Obecnos¢ CTC w krwiobiegu pacjenta, wynikajaca z oderwania ich od guza
pierwotnego moze by¢ wykorzystana do wczesnej diagnozy choroby, doboru te-
rapii oraz monitorowania jej efektywnosci [1, 2, 27, 34, 35].

Metody detekcji CTC najczesciej bazuja na wykrywaniu obecnosci charakte-
rystycznych dla nowotworu markerow powierzchniowych. Najczesciej wykorzy-
stywanym antygenem jest EpCAM (ang. epithelial cell adhesion molecule), cha-
rakterystyczny dla nowotwordéw pochodzenia nabtonkowego, czyli rakéw. Do tego
rodzaju metod mozemy zaliczy¢ CellSearch®, AdnaTest, czy metody oparte na
analizie PCR. Z kolei metody niezalezne od markeréw powierzchniowych opieraja
si¢ na wlasciwos$ciach fizycznych CTC, takich jak rozmiar i odksztatcalno$¢ (tech-
nologia ISET, Cluster-Chip), wlasciwosciach dielektrycznych (DEP Array™, Apo-
Stream®), gestosci (OncoQuick®, Ficoll-Paque®) oraz na jednoczesnym polaczeniu
kilku cech (GEDI chip, RosetteSep system, EPIDROP) [2, 5,14 ,22 ,28].

Powyzsze techniki sg metodami oceny in vitro i bazujg na analizie krwi obwo-
dowej pobranej od pacjenta. Wiekszos¢ technik opiera sie na analizie niewielkich
(zazwyczaj 10 ml) probek krwi. Istnieja jednak metody umozliwiajace analizg
CTC w warunkach in vivo. Pierwsza na §wiecie komercyjng metodg przeznaczong
do tego typu analizy jest detektor — CellCollector® (Gilupi GmbH). Polega ona na
wychwytywaniu CTC bezposrednio z krwiobiegu pacjenta, poprzez umieszczenie
w zyle przedramienia drutu medycznego ze stali nierdzewnej pokrytego ztotem
oraz hydrozelowa warstwa kowalencyjnie wigzaca przeciwciata anty-EpCAM.
Podczas 30-minutowej analizy detektor ma kontakt z ok. 1 litrem krwi, co znacz-
nie zwigksza szanse na izolacj¢ rzadkich komorek jakimi sg CTC [48].

KRAZACE WOLNE DNA
Kolejnym zrédtem informacji o mutacjach i zmianach genetycznych w obre-
bie guza jest cfDNA. Glownym jego zrddiem jest krwiobieg, jednakze jest on
rowniez obecny w innych ptynach ustrojowych, tj. ptynie mézgowo-rdzeniowym,
moczu czy plynie wysigkowym jamy optucnej. Analize cfDNA pochodzacego
z krwi obwodowej mozna przeprowadza¢ zaré6wno na osoczu, jak i surowicy.
Badania wykazaty, ze surowica charakteryzuje si¢ wyzszymi stezeniami cfDNA,
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niemniej jednak nie jest ona jego preferowanym zrodlem ze wzgledu na potencjal-
ne zanieczyszczenie genomowym DNA [29]. Pomimo, ze cfDNA jest szybko de-
gradowane przez nukleazy [52], moze odzwierciedla¢ biezace, genetyczne zmia-
ny w guzie. Wykazano, ze ilos¢ cfDNA korelowata ze stadium nowotworu [3],
rozmiarem guza [21] oraz obecnoscig przerzutow [36]. Sugeruje to, ze zardwno
pierwotne, jak i wtérne zmiany genetyczne w guzie znajdujg swoje odzwiercie-
dlenie w cfDNA. Informacja ta jest szczegolnie cenna w aspekcie monitorowania
przebiegu i efektywnos$ci zastosowanej terapii. Technikami stosowanymi do izo-
lacji i analiz ¢cfDNA sa metody tj. FISH (ang. fluorescence in situ hybridization),
ddPCR (ang. droplet digital PCR) oraz NGS (ang. next generation sequencing).

EGZOSOMY

Egzosomy to zewnatrzkomorkowe pecherzyki o wielkosci od 30 do 100 nm.
Wykrywane sa we krwi pacjentdow z réznymi typami nowotworow i sktadaja sie
m.in. z biatek i1 kwasow nukleinowych. Poprzez analiz¢ zmian molekularnych
w ich elementach (mutacje, fuzje genow lub warianty splicingu) mozna okre-
$li¢ m.in. progresje guza. Podwdjna warstwa lipidowa egzosomow utrudnia ich
oczyszczenie w porownaniu z CTC i cfDNA, jednakze wptywa ona na stabilno$¢
ich zawartosci, co teoretycznie pozwala na lepsza identyfikacje pochodzenia guza,
zmian genetycznych w jego obrebie oraz potencjalnej opornosci na leczenie. Inng
zaleta egzosomoOw jest ich znacznie wyzsze stezenie w ptynach biologicznych,
w tym we krwi, w porownaniu z CTC czy cfDNA [4]. Egzosomy moga by¢ izo-
lowane poprzez ultrawirowanie, wirowanie na gradiencie ggstosci lub na podsta-
wie obecnosci specyficznych markerow btony egzosomalnej (biatka tetraspani-
ny — CD63, CD9 oraz CD81) [39]. Analize wyizolowanych egzosomdéw mozna
przeprowadzi¢ w sposob szybki i doktadny przy uzyciu elektrochemicznych i flu-
orescencyjnych technologii, wykorzystujacych wigzanie z uzyciem przeciwciat,
aptamerow czy nanomateriatow, z roznymi platformami testowymi [4].

UZYTECZNOSC WYBRANYCH ELEMENTOW PLYNNEJ
BIOPSJI W ANALIZIE MUTACJI GENOW EGFR1 ALK

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE

Analiz¢ mutacji w genie EGFR przeprowadzono zar6wno w pojedynczych
CTC jak i wigkszej ich liczbie. DNA wyizolowany z CTC zostal namnozony przy
uzyciu WGA (ang. whole genome amplification), a nast¢pnie przeanalizowany
pod wzgledem wystepowania mutacji w obrebie EGFR przy uzyciu dPCR (ang.
digital polymerase chain reaction) oraz ARMS (ang. amplification refractory mu-
tation system). Sama obecno$¢ CTC okazata si¢ by¢ skorelowana z wystgpieniem
raka ptuc. W badaniu wykryto je u 61,5% chorych w wysokim stopniu zaawan-
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sowania choroby, podczas gdy wsrod pacjentow z jej tagodnym przebiegiem lub
zdrowych ochotnikéw nie wykryto ich wcale. Na poziomie pojedynczych CTC
wskaznik wykrywalno$ci mutacji EGFR byt niski (16,67%). Niemniej jednak,
czulo$¢ wykrycia tej mutacji wzrastata proporcjonalnie do liczby CTC w anali-
zowanej probce. Na poziomie 10 CTC u 4 badanych pacjentow wykryto mutacje
EGFR, ktore byly spojne z mutacjami wykrytymi w pobranych tradycyjnymi me-
todami tkankach (Tab. 1) [54].

Identyfikacja mutacji EGFR szczegolnie przydatna jest podczas terapii NSCLC
z zastosowaniem TKI w celu stwierdzenia potencjalnej opornosci na dany lek i za-
stapienia go innym, skuteczniejszym [19]. Mutacje opornosciowa T790M w NSCLC
mozna w sposob nieinwazyjny wykry¢ poprzez analiz¢ RNA zawartego w CTC. Do
ilosciowego okreslenia transkryptow we wzbogaconych CTC stosuje si¢ metode
ddPCR z odwrotng transkryptaza (ang. reverse transcription ddPCR, RT-ddPCR).
Wykonane analizy potwierdzily status mutacji stwierdzony za pomoca metod dia-
gnostycznych opartych na klasycznych biopsjach tkankowych [49].

TABELA 1. Analiza spdjnosci mutacji EGFR w CTC i tkance guza [54]
TABLE 1. Analysis of the consistency of EGFR mutations between CTCs and tumor tissue [54]

Rodzaj mutacji EGFR
Pacjent Ilosé¢ CTC Dopasowanie
tkanka CTC
10 L858R L858R Tak
: 9 L858R L858R Tak
10 19del 19del Tak
? 4 19del N Nie
10 N N Tak
’ 3 N N Tak
10 L858R L858R Tak
* 3 L858R G719X Nie

Konkretne mutacje mozna tez wykrywac¢ w pojedynczych CTC pozyskanych
z krwi pacjentow, poprzez zastosowanie laserowej mikrodysekcji komorek (ang.
laser cell microdissection, LCM). Wykrycie delecji w egzonie 19 umozliwia tech-
nika WGS (ang. whole genome sequencing), za$ detekcji mutacji L858R i T790M
dokonuje si¢ poprzez PCR sekwencyjny. W 95% pojedynczych CTC otrzymanych
przy uzyciu LCM udato si¢ zidentyfikowa¢ jedng z powyzszych, trzech mutacji.
Delecje egzonu 19 stwierdzono w 55% przypadkow, mutacje L858R w 85%, zas
T790M — 45%. Niemniej jednak, sekwencjonowanie wykazato, ze w przebiegu
reakcji dochodzi do wypadania alleli (ang. allelic drop-out), co uniemozliwia wy-
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krycie mutacji w 80% amplifikondw. Wskazuje to na przewage analiz pojedyn-
czych CTC wzgledem ich grup [40].

Doktadnej detekceji mutacji w egzonie 19 121 EGFR w CTC dokona¢ mozna
rowniez przy uzyciu sekwencjonowania metoda Sangera. Proces ten jest poprze-
dzony potwierdzeniem obecnosci mutacji w EGFR poprzez PCR z odpowiednio
zaprojektowanymi starterami oraz elektroforeze [50].

KRAZACE WOLNE DNA

Analiza mutacji EGFR w cfDNA moze charakteryzowaé si¢ nawet wigksza
uzytecznos$cia kliniczng niz w CTC [51]. W badaniach przeprowadzonych przez
Li i wsp. mutacj¢ EGFR wykrywano w cfDNA pacjentdéw z zaawansowanym ra-
kiem pluca. Zastosowanie ddPCR oraz ARMS-PCR (ang. amplification refractory
mutation system PCR), charakteryzujacych si¢ wysoka specyficznos$cia, okazato
si¢ by¢ dobra metoda genotypowania, uzupelniajacg lub nawet alternatywna dla
biopsji tkankowej. Ponadto, genotypowanie osocza z uzyciem ddPCR, charak-
teryzujace si¢ minimalng liczbg wynikow falszywie dodatnich, moze okazac si¢
latwym rozwigzaniem w praktyce klinicznej [25].

Wykazano rowniez, ze cfDNA moze stuzy¢ do wykrycia mutacji opornoscio-
wej L792 w EGFR, za pomoca NGS. Detekcja tej mutacji jest istotna w przypad-
ku pacjentow z NSCLC leczonych TKI ozymetrynibem, gdyz jej obecno$¢ moze
skutkowac¢ opornoscia na ten preparat [16].

Kolejng zaletg analizy cfDNA jest mozliwo$¢ wykrycia fuzji genu ALK. Za
pomoca NGS, w badaniu przeprowadzonym przez Cui i wsp., fuzje EML4-ALK
wykrywano z czutoscia na poziomie 54,2%, swoistoscig 100% i doktadnoscia
71,8%. Czuto$¢ w przypadku pacjentow bez odleglych przerzutow wynosita
28,6%, natomiast w przypadku pacjentéw z odleglymi przerzutami — 64,7%. Do-
wodzi to, ze ta nieinwazyjna metoda stanowi dobrg alternatywe dla trudnych do
wykonania biopsji tkankowych, w zakresie wykrywania fuzji genu ALK u pacjen-
tow w zaawansowanym stadium NSCLC [11].

Wykazano, ze NGS jest trafionym narzgdziem do detekcji fuzji ALK nie tylko
z genem EML4. U pacjentow z zaawansowanym NSCLC dokonano detekcji fuzji
ALK 7 zastosowaniem klinicznego testu Guardant360® (Guardant Health, Inc.), opar-
tego na sekwencjonowaniu cfDNA nowej generacji. Najczesciej identyfikowanym
genem, ktory ulegal fuzji z ALK byt EML4 (85,4%), jednakze badanie umozliwilo
takze identyfikacje innych genéw, taczacych si¢ z ALK, tj. STRN (6%) oraz KCNQ,
KLCI, KIF5B, PPMIB 1 TGF (facznie 8,3%). Badanie to potwierdzito, ze komplek-
sowe sekwencjonowanie cfDNA pozwala na szeroka identyfikacje fuzji ALK [30].

EGZOSOMY
Ze wzgledu na ich wysokie stezenie we krwi, do detekcji mutacji EGFR
charakterystycznych dla NSCLC moga postuzy¢ takze egzosomy [4]. Istnieje
mozliwos$¢ potaczenia w trakcie analizy egzosomalnego RNA/DNA z cfDNA,
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w celu otrzymania tzw. exoNA. Takie potgczenie moze mie¢ szczegdlne znacze-
nie w momencie, gdy ilo$¢ kopii cfDNA w krwiobiegu pacjentow jest zbyt niska,
aby zidentyfikowa¢ mutacje. Do analizy exoNA moze by¢ wykorzystana technika
NGS lub qPCR. W przypadku NGS (EX01000) czuto$¢ przy detekcji mutacji ak-
tywujacych EGFR wyniosta 98%, za§ w przypadku mutacji opornosciowej EGFR
T790M — 90%. Przy zastosowaniu qPCR do wykrycia mutacji T790M EGFR czu-
los¢ wynosita az 92% [7, 23].

Egzosomalne RNA pochodzace od pacjentow z NSCLC postuzyto réwniez do
identyfikacji transkryptow fuzyjnych EML4-ALK. Poza zastosowaniem exoRNA
badania sugeruja, ze analiza konkretnych mikro RNA (miRNA), pochodzacych
z egzosomoOéw moze dostarczac¢ informacji prognostycznych w zaawansowanym
stadium NSCLC [31]. Wykazano, Ze profil ekspresji miRNA jest powigzany z po-
stepem choroby i rokowaniem [9]. Obecno$¢ miRNA-208a oraz miRNA-1246
powigzano z opornoscig na radioterapi¢, obecnos¢ miRNA-221-3p 1222-3p —
z dobrg odpowiedzig na ozymetrynib u pacjentow z mutacja EGFR, natomiast
zmniejszong ilo$¢ (ang. downregulation) miRNA-373 i miRNA-512 ze ztym ro-
kowaniem w chorobie [31]. Ponadto, podwyzszony poziom miRNA-181a powig-
zano z wrazliwoscig NSCLC na cisplatyng, podczas gdy podwyzszony poziom
miRNA-630 z opornoscig na ten typ leczenia. Obecnie brak jest jednak danych
wiazacych ekspresje poszczegdlnych miRNA z opornoscia na leczenie inhibitora-
mi ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase inhibitors, ALK1i) [9].

PODSUMOWANIE

,»Ptynna biopsja” jest coraz powszechniej stosowanym narzedziem diagnostycz-
nym, ktére umozliwia wczesne rozpoznanie NSCLC, trafny dobor terapii celowa-
nej oraz ocene jej skutecznosci. Starania badaczy koncentruja sie obecnie na roz-
woju technik izolacji i charakterystyki elementow plynnej biopsji, ze szczegdlnym
uwzglednieniem CTC, cfDNA oraz egzosomow. Precyzyjne metody oceny mutacji
aktywujacych i opornosciowych w genie EGFR elementow ,,pltynnej biopsji” przy-
czynig si¢ do odpowiedniego doboru i monitoringu terapii celowanej pacjentow
z NSCLC bez konieczno$ci wykonywania inwazyjnej biopsji tkankowe;.
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