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W okresie otrzymywania subsydium zespét nasz opublikowat okoto 50 prac.
Gdyby ponizszy tekst miat zawiera¢ komentarz do kazdej z tych prac bytby mato
czytelny. Odnositby sie zarbwno do prac bardzo wartosciowych jak i tych, ktére nie
wniosty wiele do nauk medycznych. Dlatego w niniejszym sprawozdaniu
skoncentrowatem sie tylko na wybranych watkach badawczych. Niektére z nich
zainicjowane zostaty w naszym zespole jeszcze przed otrzymaniem subsydium
i kontynuowane sag po jego zakonczeniu. W ponizszym sprawozdaniu odnosze sie
rowniez do badan, ktore tylko czesciowo pokrywajg sie z okresem otrzymywania
subsydium.

Statyny sg kompetywnymi inhibitorami reduktazy 3-hydroksy-3-metylglutaryl-
koenzymu A. Hamujg one synteze kwasu mewalonowego, kitéry jest prekursorem
zwigzkéw izoprenoidowych, takich jak cholesterol, dolichol i ubichinon. Biologiczne
znaczenie tych zwigzkéw jest olbrzymie. Cholesterol jest istotnym sktadnikiem bton
komorkowych, ubichinon uczestniczy w transporcie elektronédw w mitochondriach,
a dolichol bierze udziat jako czgsteczka no$nikowa w syntezie glikoprotein. Jednak
znaczenie kwasu mewalonowego jest nawet wieksze, niz wynikatoby to z udziatu
jego pochodnych w wyzej wymienionych procesach. Powstate bowiem z przemian
kwasu mewalonowego grupy prenylowe taczg sie z okoto 1% wszystkich biatek
komdrkowych. Sg one niezbedne dla ich prawidtowej lokalizacji w komérce, a takze
dla ich funkcji. Biatka te sg farnezylowane i/lub geranylowane. Przedstawicielami tej
grupy biatek sg miedzy innymi: biatka Ras i Rho.

Z powodu zdolnosci do obnizania poziomu cholesterolu we krwi statyny
znalazty powszechne zastosowanie w zapobieganiu i leczeniu zmian miazdzycowych
i nalezg do najczesciej stosowanych lekéw w krajach rozwinietych. Regularnie
przyjmuje je okoto 20 milionéw ludzi, cho¢ oblicza sie, ze powinny by¢ stosowane
u okoto 200 milionéw ludzi. Oprdcz zdolnosci do obnizania poziomu cholesterolu,
statyny wptywajg na wiele istotnych funkcji komdrkowych takich jak proliferacja,



roznicowanie i przezycie. Uczestniczg takze w regulacji ksztattu i ruchu komorek.

Poniewaz statyny interferujg z wieloma waznymi procesami komdrkowymi,
efekty ich dziatania sa bardzo réznorodne i obejmujg réwniez aktywnosé
przeciwnowotworowa. Hamujg one proliferacje komorek nowotworowych, indukujg
ich smier¢ w wyniku apoptozy, a takze hamujg ich ruchliwos¢, zdolnos¢ do
naciekania tkanek prawidtowych i tworzenia przerzutéw. Zaobserwowano réwniez, ze
statyny hamujg powstawanie naczyn w obrebie nowotworu. Przeciwnowotworowe
dziatanie statyn zaobserwowano przy uzyciu modeli zwierzecych, miedzy innymi
w przypadku czerniaka, raka piersi, raka trzustki, raka okreznicy, miesaka, chtoniaka,
glejaka i neuroblastoma. Obserwacje te prébuje sie juz wykorzystaé w badaniach
klinicznych. Pojawiajg sie réwniez doniesienia, ze statyny stosowane w celu
zapobiegania i leczenia zmian miazdzycowych zmniejszajg ryzyko powstania
nowotwordw u przyjmujacych je pacjentow.

Statyny stosowane sg najczesciej u ludzi starszych, u ktérych wiasnie
z powodu podesziego wieku czesciej wystepujg nowotwory. Dlatego tez ich
aktywnos¢ przeciwnowotworowa wydaje sie szczegdlnie interesujgca. Choé statyny
wykazujg relatywnie stabe dziatanie przeciwnowotworowe, to pomyslelismy, Zze
nalezatoby poszukac¢ takich kombinacji statyn z lekami przeciwnowotworowymi,
w ktérych statyny mogtyby zwiekszyé efektywnos$¢ przeciwnowotworowg lekéw.
Spetniatyby wtedy podwdjnie pozyteczng role — wzmagatyby skutecznie dziatanie
terapii nowotworowej, jednoczesnie dziatajgc przeciwmiazdzycowo. W kilku
kombinacjach lekéw, badajgc nowotwory mysie, wykazali$my skutecznosc¢ takiego
podejscia terapeutycznego. Najciekawszy wynik otrzymaliSmy jednak stosujac
kombinacje lowastatyny i doksorubicyny, ktora jest jednym z czesciej stosowanych
lekéw przeciwnowotworowych. Ograniczeniem jednak w stosowaniu doksorubicyny
jest jej wysoka toksycznos¢, szczegdlnie kardiotoksycznos¢, czyli toksyczne
oddziatywanie na miesien sercowy. Z wczesniejszych badan wiedzieliSmy, ze leki
obnizajgce poziom lipidbw moga zmniejsza¢ kardiotoksycznos¢ doksorubicyny.
Dlatego postanowilismy sprawdzié, czy nie uda sie uzyska¢ dwa rzadko osiggalne
przy faczeniu lekow cele, to znaczy uzyska¢ zwiekszenie efektywnosci przy
jednoczesnym zmniejszeniu toksycznosci. taczac lowastatyne z doksorubicyng
w badaniu trzech r6znych nowotworéw mysich uzyskaliSmy rzeczywiscie
wzmochienie dziatania przeciwnowotworowego doksorubicyny i zmniejszenie jej

kardiotoksycznosci (1).



Immunoterapia jest jedng z form terapii nowotwordw, ktéra zyskuje coraz
wieksze znaczenie w onkologii. W przyjetych powszechnie standardach
terapeutycznych z tej dziedziny miesci sie miedzy innymi immunoterapia bierna,
swoista z uzyciem przeciwciat monoklonalnych i terapia wykorzystujaca cytokiny (np.
interleukine 2 i interferon alfa), ktére nieswoiscie aktywujg niektére mechanizmy
obrony przeciwnowotworowej.

Stosunkowo dynamicznie rozwijajgcg sie ostatnio formag immunoterapii
nowotwordw, na razie na etapie préb klinicznych, jest terapia tzw. szczepionkami
przeciwnowotworowymi. Olbrzymie zainteresowanie nimi wynika z fascynaciji
skutecznoscig szczepionek w zapobieganiu chorobom zakaznym — wyeliminowaniu z
naszej planety ospy prawdziwej i zblizajacemu sie wyeliminowaniu choroby Heinego i
Medina. Przez analogie do szczepionek stosowanych w profilaktyce chordb
zakaznych, ma ona na celu indukowanie swoistych mechanizméw zwalczania
nowotworu. R6znicg — w poréwnaniu do choréb zakaznych - jest jej uzycie u 0séb juz
chorych. Do indukcji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej (immunizacji)
wykorzystywane moga by¢ odpowiednio przygotowane komorki nowotworowe, ich
fragmenty lub antygeny nowotworowe. Poniewaz komorki nowotworowe pacjenta nie
pobudzajg efektywnie odpowiedzi immunologicznej przeciw sobie (gdyby pobudzaty
nie bytoby nowotworu), dlatego po pobraniu ich od pacjenta i przed postuzeniem sie
nimi jako szczepionkg przygotowuje sie je, by skutecznie aktywowaty limfocyty
pacjenta i inicjowaty odpowiedz przeciwnowotworowg. W tym celu stosuje sie rézne
strategie. Na przyktad, wprowadza sie do komérek nowotworowych geny dla cytokin
majacych wtasciwosci pobudzania odpowiedzi przeciwnowotworowej, podaje sie je
razem z tymi cytokinami lub z tak zwanymi adiutantami. Te ostatnie majg wtasciwosci
zwiekszania odpowiedzi immunologicznej przeciw podawanym tacznie z nimi
antygenom.

W jednym z badan prowadzonych w naszym zespole uzyskalismy bardzo
wyrazny efekt terapeutyczny, uzywajac czerniaka mysiego jako modelu w naszych
badaniach. ImmunizowaliSmy myszy z czerniakiem, komoérkami nowotworowymi
z wprowadzonym genem dla czynnika martwicy nowotworu (TNF), podawanymi
tacznie z interleuking 12, ktéra podobnie do TNF, réwniez wykazuje silne dziatanie
przeciwnowotworowe. W grupie myszy otrzymujacych szczepionke i interleuking 12
potowa myszy zostata catkowicie wyleczona z tego bardzo zto$liwego nowotworu (3).

Wczesniejsze, nasze obserwacje wskazujgce na synergizm w dziataniu



przeciwnowotworowym TNF i interleukiny 12 sktonity nas do tgcznego zastosowania
interleukiny 12 wraz ze szczepionkg z komérek nowotworowych wydzielajagcych TNF.

Inne badania dotyczyly szczepionki opartej na komorkach czerniaka
z wprowadzonym genem dla interleukiny 12 (IL-12). Zastosowanie tej szczepionki
u myszy, ktére miaty nowotwory we wczesnym etapie rozwoju nie powodowato
jednak istotnego wptywu na rozwdj guzow. Dlatego podijeto dezycje o podawaniu tej
szczepionki tgcznie z adiuwantem ODN 1826. Substancja ta nalezy do nowej
generacji adiuwantéw — imituje kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA)
mikroorganizméw, ktory dzieki pewnym réznicom w poréwnaniu z DNA organizmow
wyzszych jest rozpoznawany jako obcy i silnie aktywuje uktad opornosciowy.

Dotaczenie ODN 1826 do szczepionki przeciwnowotworowej wydzielajacej IL-
12 spowodowato znaczne spowolnienie rozwoju guzéw. Zastosowanie dwdch
czynnikow tacznie dato efekt synergistyczny — nie tylko spowolnienie rozwoju guzow,
ale takze petne wyleczenie u potowy zwierzat (8).

Terapia fotodynamiczna (PDT) jest jedng z najnowoczesniejszych metod
leczenia nowotworow. Sktada sie ona z dwéch etapow. Najpierw choremu podawany
jest lek fotouczulajacy, ktéry w miare selektywnie gromadzi sie w komoérkach
nowotworowych, a nastepnie nowotwor naswietlany jest swiattem o scisle okreslonej,
aktywujacej fotouczulacz, diugosci fali. Najbardziej przydatne dla celow PDT jest
Swiatto laserowe, ktére mozna doprowadzi¢ przy uzyciu cienkich $Swiattowodéw
nawet do potozonych w gtebi ciata nowotwordéw, takich jak raki oskrzela, przetyku,
pecherza moczowego lub nawet mézgu. Swiatto laserowe, aktywujac fotouczulacz
doprowadza, w wyniku ztozonych reakcji fotochemicznych, do wytworzenia
w naswietlonych komérkach wolnych rodnikow i reaktywnych form tlenu. Te
pochodne tlenowe sg bezposrednio toksyczne dla komérek nowotworowych i od
nich, w gtbwnej mierze, zalezy ostateczny efekt przeciwnowotowory.

Terapia fotodynamiczna znajduje zastosowanie gtéwnie w leczeniu standw
przedrakowych i wczesnych zmian nowotworowych. Jej atutami sg: stosunkowo
wysoka skuteczno$¢, dobre efekty kosmetyczne (po terapii nie pozostajg blizny),
oraz mata inwazyjnos¢ w stosunku do gtebiej potozonych struktur. Duze nadzieje
wigze sie z zastosowaniem PDT u tych pacjentow, u ktérych wyczerpano juz inne
znane metody terapeutyczne. Nalezy podkreslié, ze w zaawansowanych
nowotworach terapia fotodynamiczna jest stosowana gtownie jako metoda

paliatywna, ale w odréznieniu od innych tego typu zastosowan jest najmniej



okaleczajaca i umozliwia zachowanie prawidtowej funkcji narzaddéw. Obecnie
wprowadzana jest réwniez do leczenia raka ptuc we wczesnych etapach jego
rozwoju.

Terapia fotodynamiczna ma jednak szereg ograniczeh. Z jednej strony nie
mozna choremu podaé¢ zbyt duzej dawki lekdéw fotouczulajacych, a z drugiej -
absorbowane i rozpraszane, w trakcie przenikania przez nowotwér, swiatto laserowe
traci swojg moc i nie w petni aktywuje fotouczulacz w gtebszych warstwach
nowotworu. Ograniczenia te sg przyczyng poszukiwania nowych rozwigzan
terapeutycznych, dzieki ktérym mozliwe bytoby potegowanie przeciwnowotworowego
dziatania PDT.

Poniewaz, jak juz wspomniano, terapia fotodynamiczna prowadzi do
niszczenia guza w oparciu o reaktywne pochodne tlenu, postanowilismy zatem
wykorzystac to zjawisko w celu usprawnienia skutecznosci tej terapii.

W naszym projekcie wykazaliSmy, ze zablokowanie w komodrkach
nowotworowych jednego z najwazniejszych enzyméw ,wymiatajgcych” reaktywne
formy tlenu — dysmutazy ponadtlenkowej, prowadzi do spotegowania skutecznosci
terapii fotodynamicznej. Efekt ten byt bardzo silny w warunkach hodowli komérek
nowotworowych oraz u zwierzat doswiadczalnych, u ktorych terapia taczaca
naswietlanie i podawanie inhibitora doprowadzita do catkowitego wyleczenia
klikudziesieciu procent myszy oraz wyraznego wydtuzenia zycia pozostatym (5).

Ponad potowa chorych cierpigcych z powodu nowotworéw ma niedokrwistosc.
Poniewaz u chorych tych mozna spodziewac¢ sie uposledzonej dostawy tlenu do
tkanek (w tym do guza nowotworowego), postanowilismy sprawdzi¢ czy
niedokrwistos¢ indukowana u zwierzat laboratoryjnych moze obnizy¢ skuteczno$c
terapii fotodynamicznej, ktéra przeciez wykorzystuje w zabijaniu kombrek
nowotworowych pochodne tlenu. Okazato sie, ze niedokrwisto$¢ indukowana u
myszy przez podawanie chemioterapeutyku zdecydowanie ostabia skuteczno$c
terapii fotodynamicznej. Co wiecej, wykazalismy jak w prosty spos6b mozna
usprawni¢ te terapie. Podawanie rekombinowanej erytropoetyny — substancji
wzmagajacej wytwarzanie krwinek czerwonych w szpiku — przed naswietleniem guza
catkowicie przywraca skutecznos¢ terapii fotodynamicznej (4).

Poszukujac mechanizméw obrony komoérek nowotworowych przed dziataniem
PDT wykonaliSmy analize ekspresji gendw przy uzyciu mikromacierzy DNA.
Zaobserwowalismy, ze pod wptywem tej terapii dochodzi do indukcji ekspresji wielu



genodw, w tym genu kodujgcego enzym - cyklooksygenaze 2 (COX-2). Rzeczywiscie,
zablokowanie tego enzymu lekami ogdlnie dostepnymi w aptekach, bedacymi
pochodnymi  aspiryny zwiekszato przeciwnowotoworowe dziatanie terapii
fotodynamicznej u myszy (6). Innym enzymem, kit6rego ekspresja zwieksza sie pod
wptywem terapii fotodynamicznej jest oksygenaza hemowa (HO-1), ktoéra rozkiada
zwigzki hemowe. Efektem tego rozktadu jest wytworzenie w komérkach bilirubiny —
substancji, ktéra niezwykle sprawnie usuwa z organizmu reaktywne formy tlenu.
W przebiegu dalszych badan wykazalismy, ze HO-1 pojawia sie w naswietlonych
komérkach nowotworowych, aby broni¢é je przed konsekwencjami stresu
oksydacyjnego, wynikajagcego z dziatania reaktywnych form tlenu. Blokujgc ten
enzym lub wytaczajac jego ekspresje w komorkach nowotworowych uzyskaliSmy
znacznie silniejszy efekt przeciwnowotworowy terapii fotodynamicznej (praca
W przygotowaniu).

Efekt przeciwnowotworowy terapii fotodynamicznej jest zjawiskiem ztozonym,
na ktéry sktada sie zardbwno bezposrednie niszczenie komoérek nowotworowych
przez wspomniane juz reaktywne formy tlenu, jak rowniez efekt posredni wynikajacy
ze zniszczenia naczyh krwionosnych odzywiajacych guz oraz aktywacji odpowiedzi
zapalnej. Kazdy z tych mechanizméw moze wywiera¢ wptyw na pozostate, tworzac
dos¢ skomplikowang sie¢ wzajemnych zaleznosci. Ich suma zwieksza szanse na
utrzymanie dtugotrwatego dziatania przeciwnowotworowego, indukowanego przez
PDT. Naswietlenie guza prowadzi do zniszczenia czesci komédrek nowotworowych,
ktére rozpadajg sie i podobnie jak mechaniczne uszkodzenie tkanek, indukujg
nieswoisty proces zapalny. Podczas przebiegu procesu zapalnego uwalniane sag
liczne mediatory, przyciagajace do siebie komérki uktadu odpornosciowego.
Zaobserwowano, ze usuniecie granulocytéw z organizmu zwierzat laboratoryjnych
znacznie ogranicza skuteczno$c¢ terapii fotodynamicznej. Wskazywatoby to na wazng
role komoérek uktadu odpornosciowego w destrukcji guza. My postanowiliSmy
sprawdzi¢, czy poprzez pobudzenie szpiku do wytwarzania wiekszej liczby
granulocytéw uda sie spotegowaé dziatanie przeciwnowotworowe tej terapii. Podajac
specjalny czynnik stymulujacy wzrost granulocytow w szpiku wykazaliSmy, ze tuz po
naswietleniu, liczba tych komérek w guzie wyraznie zwieksza sie i efekt ten koreluje
ze wzmozonym efektem przeciwnowotworowym (2).

Rozwdj nieswoistej odpowiedzi immunologicznej jest niezbedny do aktywac;ji
opieszale rozwijajacych sie, ale niezwykle skutecznych swoistych mechanizméw



obronnych. tacznikiem pomiedzy tymi dwoma mechanizmami wydajg sie byé
komorki  prezentujgce antygen — gtébwnie komorki dendrytyczne. Komérki te
pochtaniajg, a nastepnie prezentujg limfocytom T antygeny znajdujgce sie w ich
otoczeniu. W$réd antygenow znajdujg sie rowniez antygeny z rozpadtych komérek
nowotworowych. Jesli w trakcie pochtaniania antygenéw komérki dendrytyczne
wykryjg obecno$¢ specjalnych biatek szoku cieplnego (biatka te wytwarzane sa pod
wptywem rdéznego rodzaju stresOw i majg za zadanie naprawianie uszkodzen, np.
pod wptywem stresu oksydacyjnego), wéwczas ulegajg one niezwykle silnemu
pobudzeniu. Réwniez w wyniku terapii fotodynamicznej dochodzi do wytwarzania
w naswietlonych komérkach nowotworowych duzych ilosci biatek szoku cieplnego.
Postanowilismy zatem sprawdzi¢, czy ten naturalny mechanizm obronny komérek
nowotworowych (indukcja biatek szoku cieplnego) mozna wykorzysta¢c do
pobudzenia silnej i skutecznej odpowiedzi immunologicznej przeciwko komorkom
nowotworowym, pozostatym przy zyciu po terapii fotodynamicznej, albo drzemigcym
w ogniskach przerzutow. Wkrotce po terapii fotodynamicznej, podawalismy
doguzowo komorki dendrytyczne izolowane ze szpiku i hodowane w warunkach
laboratoryjnych. Taka taczona terapia okazata sie skuteczna w indukowaniu
ogollnoustrojowej odpornosci, wykraczajgcej zasiegiem swojego dziatania poza
naswietlany guz (7).
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