Dostepne online www.journals.wco.pl/los

Letters in Oncology Science

Zeszyty Naukowe WCO, Letters in Oncology Science 2017;14(2):45-54 ISSN 2543-6724
CrossMark ZESZYTY NAUKOWE WIELKOPOLSKIEGO

AI‘tyku} orygina]ny / Original article CENTRUM ONKOLOGII

Ocena potencjatu terapeutycznego Temsirolimusu w zaawansowanym
stadium renal cell carcinoma

Evaluation of the therapeutic potential of Temsirolimus in advanced
stage of renal cell carcinoma

Wiktoria Maria Suchorska2, Mikolaj Nowak

! Pracownia Radiobiologii, Zaklad Fizyki Medycznej, Wielkopolskie Centrum Onkologii, ul. Garbary 15, 61-866 Poznan, Polska
2 Katedra i Zaktad Elektroradiologii, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, ul. Garbary 15, 61-866 Poznan, Polska

Streszczenie

Wedhig najnowszych doniesienn epidemiologicznych, jasnokomoérkowy rak nerki (RCC) stanowi 3%
wszystkich nowotworow u dorostych i wartos¢ ta stale rosnie (w 2004 1,0%). Patogeneza RCC jest $cisle
zwigzana z nadekspresja mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Temsirolimus (TORISEL™, CCI-779,
Wyeth Pharmaceuticals, Philadelphia, PA, USA) jest estrem Sirolimusu (Rapamycyny), ktorego potencjat
terapeutyczny zwiazany jest z inhibicja szlaku mTOR. Celem ogdélnym pracy byla ocena efektywno$ci terapii
Temsirolimusem myszy z ortotopowym jasnokomoérkowym rakiem nerki. Wyniki do§wiadczenia wskazuja na
wydhuzenie §redniego czasu przezycia (OS) zwierzat w grupie przyjmujacej lek od momentu zidentyfikowania
przerzutu ogniska nowotworowego w phucu zwierzecia (,CCIgmet”) o okolo 7 dni w stosunku do dwoch
pozostalych grup do$wiadczalnych: poddanej terapii Temsirolimusem 24 godziny po implantacji komorek
nowotworowych (,,CCI9”) oraz myszy grupy kontrolnej (,,bez leczenia”).

Abstract

According to the latest epidemiological reports, clear cell renal cell carcinoma (RCC) represents 3% of all
cancers in adults, and this value is constantly increasing (in 2004, 1.9%). The pathogenesis of RCC is closely
associated with overexpression of mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Temsirolimus (TORISEL™,
CCI-779, Wyeth Pharmaceuticals, Philadelphia, PA, USA) is an ester of sirolimus (rapamycin) whose
therapeutic potential is linked to the inhibition of the mTOR pathway. The aim of this study was to evaluate
the effectiveness of therapy with temsirolimus in mouse orthotopic model of clear cell renal carcinoma. The
experiment results indicate an increase in overall survival (OS) of the animals in the group receiving the
drug after the identification of metastasis of primary tumor in the lung (,CCIgmet”) by about seven days as
compared to the other two treatment groups: the one treated with temsirolimus 24 hours after the tumor
implantation (,,CCI9”) and control mice (,,untreated”).
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Wstep

Pojecie rak komorkowy nerki (RCC — Renal Cell Carcinoma) jest stosowane w odniesieniu do calej
grupy nowotworéow wywodzacych sie z nablonka kanalikow nerkowych. RCC stanowi 90% guzow i jest
najczestsza forma nowotwordw tego narzadu. Jasnokomoérkowy rak nerki (clear cell RCC), definiowany takze
jako konwencjonalny rak nerki (conventional renal cell carcinoma) rozwija sie z komoérek nablonkowych
kanalikéw proksymalnych i jest najczeSciej diagnozowanym nowotworem komoérkowym nerki (80% RCC)
[1].

Wedlug najnowszych doniesien epidemiologicznych, RCC stanowi 3% wszystkich nowotwor6w u dorostych
iwarto$c ta stale ro$nie (w 2004 1,9%). Sposrod wszystkich nowotworow zlos§liwych nerki wykazuje najwyzszy
wskaznik $miertelnosci (40% chorych umiera z powodu progresji choroby). U 1/3 chorych diagnozuje sie
przerzuty nowotworu do narzadow odleglych, u blisko 40% wyleczonych i 20-30% chorych po radykalnej
nefrektomii obserwuje sie nawrét choroby [2]. Prognoza zachorowalno$ci wykazuje tendencje wzrostowa
[3].

Patogeneza RCC jest SciSle zwigzana z nadekspresja mTOR (mammalian Target of Rapamycin) [4].
Serynowo-treoninowa kinaza biatlkowa mTOR jest naczelnym regulatorem cyklu komoérkowego. Wykazuje
wysoki plejotropizm funkcjonalny: mobilizuje komérki do podzialow mitotycznych, promuje neoangigeneze,
wzmaga translacje bialek kluczowych dla biogenezy rybosoméw, bierze udzial w transporcie blonowym
oraz hamuje apoptoze i autofagie [5]. Dowiedziono, ze na skutek mutacji w obrebie genéw kluczowych
dla transformacji komorki w komoérke nowotworowa (receptoréow dla mitogenéw, onkogenéw czy genow
supresorowych) dochodzi do nadmiernej aktywacji mTOR [6] rowniez w RCC [7].

Temsirolimus (TORISEL™, CCI-779, Wyeth Pharmaceuticals, Philadelphia, PA, USA), jest estrem
Sirolimusu (Rapamycyny), ktorego potencjal terapeutyczny zwigzany jest z inhibicja szlaku mTOR. Sam
Temsirolimus nie jest prolekiem, gdyz zaréwno jego gléwny metabolit Sirolimus (Rapamycyna), jak
i niezmetabolizowany Temsirolimus, wykazuja hamujacy wplyw na aktywno$¢ mTOR [8]. Temsirolimus
wigze sie z wewnatrzkomorkowa izomeraza prolinowa FKBP12. Powstaly kompleks jest kofaktorem tgczacym
si¢ z domeng FRB polozong w centralnej cze$ci kompleksu mTOR i blokujacym jego aktywnos$é¢ kinazowa.
Nieaktywny kompleks mTOR nie jest w stanie ufosforylowa¢ rybosomalnej S6K1 kinazy i eukariotycznego
czynnika transkrypcyjnego E4BP1. W wyniku tego procesu dochodzi do zatrzymania komorki w fazie G1 na
skutek zablokowania translacji mRNA dla cykliny D1 i dekarboksylazy ornitynowej [9]. Ponadto hamowanie
szlaku mTOR doprowadza do obnizenia ekspresji HIF (Hypoxia Inducible Factor) i istotnie wplywa na
ograniczenie angiogenezy w obrebie guza. Jest to szczego6lnie wazne w RCC, gdyz na skutek powszechnej
w tym typie nowotworu mutacji w obrebie genu VHL (Von Hippel-Lindau gene), dochodzi do podwyzszenia
poziomu czynnika transkrypcyjnego HIF-1a poprzez zahamowanie jego degradacji [10-12]. Temsirolimus
powodujac obnizenie ekspresji HIF, hamuje angiogeneze poprzez obnizanie syntezy VEGFR (Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor) [13]. Wykazano takze zdolno$¢ do indukowania apoptozy niezaleznie
od bialka p53, na drodze aktywacji odpowiedzi komérki na czynniki stresowe poprzez ASK1 (Apoptosis
Signal regulating Kinasei) [14]. Badania Wimmer i wsp. dowiodly, ze podanie Temsirolimusu prowadzi
do zahamowania migracji komorek nowotworowych, zaréwno w hodowli komérkowej raka zoladka,
jak i w przypadku wzrostu podskornego in vivo [15]. Na podstawie wielu doswiadczen przedklinicznych
i klinicznych stwierdzono, ze inhibicja szlaku mTOR przez Rapamycyne i rapalogi odgrywa naczelng role
w redukcji formowania guzow nowotworowych de novo [15].

FDA (Food and Drug Administration) zatwierdzilo Temsirolimus jako lek stosowany z wyboru
w zaawansowanym raku nerki (USA, maj 2006; EU, pazdziernik 2006).
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Cel pracy

Celem ogoélnym pracy byla ocena efektywnoéci terapii Temsirolimusem myszy z ortotopowym
jasnokomorkowym rakiem nerki. Wyniki badan stanowi¢ beda podstawe w opracowaniu optymalnego czasu
podania Temsirolimusu celem zahamowania rozwoju choroby i wydluzenia czasu przezycia.

Cele szczegbdlowe obejmowaly:

1. Ocene potencjatu terapeutycznego Temsirolimusu w zaawansowanej postaci RCC u myszy Balb/c.

2. Wykluczenie niekorzystnego wplywu immunosupresyjnego Temsirolimusu na odpowiedz ukladu
immunologicznego, skierowang przeciw RCC we wezesnym stadium choroby.

3. Wplyw terapii Temsirolimusem na wydluzenie czasu przezycia i zahamowanie progresji nowotworu
myszy z na RCC.

Materialy i metody

Wykorzystane w do$wiadczeniach linie komoérkowe utrzymywane byly w warunkach standardowych,
tj. w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% CO2 i nasyconej parga wodna. Wyj$ciowe medium
hodowlane stanowila pozywka Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) z dodatkiem 10% plodowe;j
surowicy bydlecej (FBS) i antybiotyku gentamycyny o stezeniu koncowym 50ug/ml (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, CA). Komorki linii adherentnych po osiggnieciu 90% konfluencji pasazowano ($rednio co 3 — 4
dni). Pasazu dokonywano w obecno$ci 1x stezonej trypsyny (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA), po uprzednim
zebraniu medium i odplukaniu pozostalosci pozywki roztworem PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA).

W doswiadczeniu wykorzystano komoérki RenCa, tj. linie komoérek mysiego raka nerki wyizolowana od
samic myszy szczepu typu BALB/c. Linia komérkowa mysiego raka nerki byla podstawa do otrzymania
modyfikowanej genetycznie linii komorkowej RenCaLuc. Linie komérkowa RenCalLuc uzyskano poprzez
transdukcje linii komorkowej RenCa wektorem lentiwirusowym kodujacym cDNA reporterowego genu
lucyferazy. Wektor otrzymano dzieki uprzejmosci dr n. med. Urszuli Kazimierczak z Katedry Biotechnologii
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Transdukcje przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu
do trandukc;ji Calcium Phosphate Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) zgodnie z protokolem dostarczonym przez
producenta.

W do$wiadczeniu wykorzystano samice myszy szczepu BALB/c. Zwierzeta nalezaly do pokolenia F1 i byly
w wieku 8 do 12 tygodni. Zwierzeta BALB/c zakupiono w Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Do$wiadczenia zostaly przeprowadzone zgodnie z wytycznymi
i za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzetach Uniwersytetu Rolniczego im. A.
Cieszkowskiego w Poznaniu.

Kontroli ekspresji transgenu in vitro dokonano z wykorzystaniem zestawu Luciferase Assay Kit (Sigma,
Saint Louis, MI). Identyfikacja genu reporterowego polegala na zarejestrowaniu przez luminometr emisji
fotonéw promieniowania $wietlnego, po uprzednim podaniu substratu dla lucyferazy (CoA, ATP, lucyferyna)
(Sigma, Saint Louis, MI, USA).

Dokonano donerkowej implantacji komoérek RenCaLuc. Przed procedura zwierzeta usypiano preparatem
Avertin. Myszom zaaplikowano dootrzewnowo roztwdr Avertin (2-2-2 tribromoetanol rozpuszczony
w alkoholu tetramylowym) w dawce 0,7 mg/kg masy ciala. Nastepnie przeprowadzono mechaniczng epilacje
lewej okolicy ledZwiowej. Za pomoca strzykawki tuberkulinowej wprowadzono w okolice podtorebkowa 5x104
komorek RenCaLuc zawieszonych w 10 ul PBS. Rane pooperacyjna zaopatrzono 2 — 3 szwami podskérnymi
i skornymi.

Celem przygotowania zwierzat do obrazowania in vivo dokonano dootrzewnowej iniekcji lucyferyny.
Procedure poprzedzilo sporzadzenie wyjSciowego roztworu o stezeniu 15mg/ml poprzez rozpuszczenie
lucyferyny w buforze DBPS (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA). Otrzymany roztwor przefiltrowano
przez filtr o Srednicy 0,22 um. Iniekcji dokonywano w lewy dolny kwadrant jamy brzusznej. Dla uzyskania
pozadanego stezenia w ustroju (150 mg lucyferyny/kg masy ciala) ilo§¢ podawanego roztworu wynosita 10
ul/g masy ciala. Dystrybucja preparatu w organizmie myszy trwala od 5 do 15 minut.

Lucyferyna jest zwigzkiem chemicznym zbudowanym z pierécienia benzotiazolowego polaczonego
z pierScieniem karboksytiazolowym. Wystepuje w organizmach zywych naturalnie (Lampyridae),
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charakteryzuje sie niska antygenowo$cia, niska toksyczno$cig i niska masa czasteczkowa, zatem swobodnie
pokonuje bariere blony komérkowej. W obecnosSci CoA, ATP i enzymu lucyferazy ulega reakeji oksydacji,
powodujac emisje fotonéw promieniowania Swietlnego o barwie zielononiebieskie;j.

Wizualizacji komérek RenCaLuc in vivo dokonano w urzadzeniu IVIS Imaging System (Caliper Life
Sciences, Hopkinton, MA), przyzyciowo. Dokonywano dwoch pomiaréw: jednego w projekcji brzusznej,
drugiegow grzbietowej. Pomiar opieralsie narejestracji emisjifotonéwpromieniowania §wietlnego. Wykonano
102 zdjecia, na podstawie ktoérych przeprowadzono ocene zaawansowania choroby. Po przeprowadzeniu
badania, myszy wybudzano oraz umieszczano w warunkach hodowlanych.

Temsirolimus (Wyeth Pharmaceuticals, Philadelphia, PA) podawano wyselekcjonowanym zgodnie
z planem przebiegu eksperymentu grupom myszy, co siedem dni, w dawce 10mg/kg masy ciala. Iniekcji
dokonywano droga dootrzewnowa przy uzyciu strzykawki tuberkulinowej, po uprzednim wziewnym
podaniu anestetyku (2,5-3,5% izofluran). Celem oceny potencjatu terapeutycznego Temsirolimusu zwierzeta
losowo podzielono na 3 grupy eksperymentalne. Pierwsza grupe badana stanowily zwierzeta poddawane
terapii Temsirolimusem 24 godziny po implantacji komoérek nowotworowych (grupa ,,CCI9”). Druga grupe
stanowily myszy przyjmujace lek od chwili zidentyfikowania przerzutu ogniska nowotworowego w plucu
(grupa ,,CCIgmet”). Kwalifikacji zwierzat manifestujgcych przerzuty w plucu dokonano w oparciu o system
klasyfikacji TNM. Zwierzeta przyjmujace Temsirolimus od momentu zakwalifikowania do stadium IV
zaawansowania RCC (przerzut w plucu) zostaly wyodrebnione z grupy odniesienia. Grupe odniesienia
stanowily samice szczepu BALB/c nie poddane terapii, przyjmujace placebo w postaci 10 ul roztworu PBS
(grupa ,bez leczenia”) (ryc. 1).

Oceny dokonywano przez blisko 8 tygodni trwania eksperymentu zgodnie z w/w metodyka.

...... K cveeenFOCZAtEK ESPErYMENTY ||
ICCI9 Bez leczenia

.. Przemutwoptucu

Bez leczenia
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CGQI Bez leczenia

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie zasady wyodrebniania grup badanych [Zrédlo: opracowanie wlasne]
Wyniki

Identyfikacji produktu genu reporterowego luc in vitro dokonano poprzez pomiar poziomu ekspresji
lucyferyny w lizacie komorek RenCaLuc z wykorzystaniem luminometru. W probie badanej emisja wynosita
1740 jednostek/ml.

Identyfikacji ognisk nowotworowych in vivo dokonywano zgodnie z opisana metodyka poprzez analize
wykonanych zdje¢. U myszy szczepu BALB/c po donerkowej implantacji komérek RenCaLuc, emisja fotonow
ograniczala sie do ognisk wystepowania pierwotnego badz przerzutujacego RCC. Obrazy wykonywano
w projekeji brzusznej i grzbietowej dla kazdej badanej grupy (ryc. 2).
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Rycina 2. Przedstawiono 4 reprezentatywne myszy z grupy ,,CCI9” (A) w 10 dniu eksperymentu: ogniska nowotworowe
ograniczone do nerek i prawdopodobnie powiezi Gerota (a); (B) 4 myszy w 10 dniu eksperymentu z grupy ,bez
leczenia”— ogniska nowotworowe widoczne w obrebie nerek, prawdopodobnie powiezi Gerota i okolicznych weztow
chlonnych; (C) 4 myszy z grupy ,,CCI9” w 32 dniu eksperymentu— ogniska nowotworowe zajmujace nerke, powiez
Gerota, okoliczne wezly chlonne i otrzewna(c); (D) 4 myszy z grupy ,,CCIgmet” w 32 dniu eksperymentu z zaznaczonymi
guzami w obrebie ptuc

Malejaca liczebno$é zwierzat stala sie podstawa do przeprowadzenia analiz czasu przezycia
w poszczegbdlnych grupach. Ilos§é przerzutéw i obserwacja remisji choroby byta podstawa do oceny efektu
terapeutycznego Temsirolimusu w poszczegblnych grupach. Ocena zaawansowania choroby umozliwita
statystyczna analize OS (Overal Survival), PFS (Progression Free Survival), TTP (Time To Progression).

Wyniki do$wiadczenia wskazuja na wydluzenie Sredniego czasu przezycia (OS) zwierzat w grupie
przyjmujacej lek od momentu zidentyfikowania przerzutu ogniska nowotworowego w plucu zwierzecia
(,CCIgmet”) o okolo 7 dni w stosunku do dwoch pozostalych grup doswiadczalnych: poddanej terapii
Temsirolimusem 24 godziny po implantacji komérek nowotworowych (,,CCI9”) oraz myszy grupy kontrolnej
(,bez leczenia”). Dane przedstawione zostaly na ryc. 3.
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Rycina 3. Przezywalno$¢ myszy poddanych leczeniu Temsirolimusem 24 godziny po implantacji komoérek
nowotworowych (CCI9), myszy poddanych leczeniu od momentu zidentyfikowania przerzutu w plucu (CCIgmet)
i grupy kontrolnej
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Dokonano analizy czasu do progresji choroby (TTP). Grupy eksperymentalne stanowila grupa otrzymujaca
leczenie od poczatku implantacji komoérek RenCa w okolice podtorebkowa nerki (,CCI9”) oraz grupa kontrolna
(,bez leczenia”). Nie wykazano roéznic w dlugoéci czasu do progresji nowotworu (taki sam TTP w obydwu
grupach). 20 dnia badania ogniska nowotworowe w ptucach mozna bylo zaobserwowa¢ w obydwu grupach
badanych myszy. 45 dnia badania przerzuty nowotworowe w plucach obserwowano u 100% zwierzat obydwu
grup. Dane zostaly przedstawione na ryc. 4.
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Rycina 4. Wykres przedstawiajacy liczbe zwierzat laboratoryjnych majacych przerzuty w plucu w grupie zwierzat
leczonych CCIg od poczatku eksperymentu w stosunku do grupy kontrolnej, nie poddanej terapii

Pomiaru czasu wolnego od progresji choroby dokonywano poprzez ocene $redniego czasu wolnego od
progresji (PFS) choroby u badanych zwierzat. W do$wiadczeniu analizowano PFS zwierzat przyjmujacych
Temsirolimus od momentu zidentyfikowania przerzutu w ptucu (,CCIgmet”) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (,bez leczenia®). Ocena progresji choroby byla utrudniona, gdyz wymagalaby wykonywania
autopsji w odstepach kilkudniowych, co zwiekszyloby liczbe zwierzat laboratoryjnych koniecznych do
przeprowadzenia eksperymentu jak i koszt eksperymentu. Jako kryterium czasu wolnego od progresji
przyjeto zatem czas, w ktorym przezywalno$é zwierzat utrzymywala sie na stalym poziomie. Liczebno§é
grupy poddanej terapii od momentu zidentyfikowania przerzutu w plucu (,CCIgmet”) spadla ze 100%
i utrzymywala sie na poziomie 90% od 25 do 32 dnia trwania eksperymentu, podczas gdy przezywalnos¢
w grupie kontrolnej (,,bez leczenia”) spadla w tym odstepie czasu o blisko 40% (ze 100 do 65%). Stwierdzono
wydluzenie czasu wolnego od progresji choroby w grupie poddanej terapii Temsirolimusem od momentu
zlokalizowania przerzutu w ptucu (,CCIgmet”) o okolo 8 dni. Dane przedstawiono na ryc. 3.

Dyskusja

Rak jasnokomorkowy nerki nalezy do nowotworéw immunogennych, a przebieg choroby jest Scisle
uzalezniony od reaktywno$ci ukladu immunologicznego. Na RCC statystycznie czeSciej zapadaja chorzy
z wtornymi i pierwotnymi niedoborami odporno$ci. W pobranym podczas zabiegéw chirurgicznych lub
biopsji materiale biologicznym stwierdza sie obecno$¢ odczynu zapalnego oraz liczne nacieki limfocytarne
[1]. Ze wzgledu na opisang reaktywno$¢ ukladu immunologicznego, terapia RCC przez wiele lat oparta byla na
probach jego stymulacji przez ogblnoustrojowe podawanie interferonu-a (IFN-a) i interleukiny 2 (IL-2) [16,
26]. Izolowane lub skojarzone leczenie wymienionymi cytokinami znajduje powszechne zastosowanie jako
terapia pierwszego rzutu u chorych z RCC we wezesnym stadium rozwoju. Mimo niezadowalajacych wynikow
w leczeniu zaawansowanego raka nerki [9], do 2005 roku immunoterapia oparta na podawaniu wysokiej
dawki IL-2 stanowila jedyny schemat leczenia wykazujacy jakiekolwiek efekty kliniczne [17]. PdZniejszy
rozwoj terapii celowanych doprowadzil do zmiany strategii terapeutycznych u chorych w zaawansowanym
stadium jasnokomodrkowego raka nerki.
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Poznanie centralnej roli szlaku sygnalowego PI3K/Akt/mTOR w patogenezie nowotworzenia doprowadzito
do opracowania lekow specyficznie celujacych w poszczegolne etapy aktywacji szlaku PI3K/Akt/mTOR
[7, 17]. W przedstawionych badaniach podjeto prébe oceny potencjalu terapeutycznego i wykluczenia
immunosupresyjnego wpltywu Temsirolimusu u myszy cierpigcych na RCC. Badania przeprowadzono w tzw.
modelu terapeutycznym, w ktérym myszy po pierwotnej implantacji komoérek nowotworowych poddawano
terapii preparatem zgodnie z wybranym schematem. Oceniano wplyw terapii na wydluzenie czasu przezycia
calkowitego, czasu do progresji choroby oraz czasu wolnego od progresji u zwierzat z RCC. Ocene dzialania
Temsirolimusu prowadzono w modelu mysim ortotopowego raka nerki.

Temsirolimus, zarébwno w swojej zestryfikowanej jak i niezestryfikowanej postaci (Sirolimus), wykazuje
hamujacy wplyw na sygnalizacje szlaku PI3K/Akt/mTOR [18, 19]. Temsirolimus wiazac sie z biatkiem FKBP12
(wewnatrzkomorkowa izomeraza prolinowa) formuje kompleks znoszacy aktywno§s¢ mTOR mobilizujacego
komorki do proliferacji, neoangiogenezy i aktywacji cyklu komorkowego.

Celem pierwszorzedowym (primary end point) przeprowadzonych badan byla ocena czasu przezycia
calkowitego zwierzat. Wydtuzenie $redniego przezycia catkowitego wynosilo ok. 7 dni. 52 dnia trwania
eksperymentu przezywalno$¢ zwierzat z grupy ,,CCIgmet” wynosila 15% w poréwnaniu do 0% w grupie
~bez leczenia”. Nie stwierdzono natomiast wydluzenia $redniego czasu przezycia calkowitego pomiedzy
zwierzetami grupy poddanej terapii Temsirolimusem od poczatku do$wiadczenia (,,CCI9”) i grupy kontrolne;j
(»,bez leczenia”) (ryc. 3). Rozbiezno$¢ ta moze wynikaé¢ z immunosupresyjnego wpltywu Temsirolimusu na
uklad odpornosciowy i cze$ciowego maskowania immunogenno$ci RCC we wczesnej fazie rozwoju choroby.
W ustroju, zaréwno niemetabolizowany Temsirolimus, jak i jego gléwny metabolit Rapamycyna wykazuja
dzialanie biologiczne [20]. Rapamycyna zostala po raz pierwszy zidentyfikowana jako lek przeciwgrzybiczny
[21, 22]. Identyfikacja wlasciwoSci immunosupresyjnych Rapamycyny [23] umozliwila wykorzystanie
leku w procedurach allogenicznych transplantacji nerki [24]. Immunosupresyjny wplyw Rapamycyny na
uklad immunologiczny polega na zmniejszeniu odpowiedzi limfocytow T na sygnaly proproliferacyjne,
indukowanej przez IL-1, Il-2, IL-3, IL-4, IL-6. Preparat wykorzystywano w zabiegach implantacji
stentgraftow u chorych z miazdzyca naczyn wiencowych. Pokryte Rapamycyng stentgrafty ograniczaly
proliferacje komorek miesni gladkich indukowana przez lokalny proces zapalny [25]. Niemniej, w literaturze
brak doniesien na temat immunosupresyjnego dzialania Temsirolimusu, jak i dowodow wykluczajacych
hamujacy wplyw na uklad immunologiczny. Nie zostalo wyjasnione dlaczego analogi Rapamycyny
(Temsirolimus) uznawane sa za preparaty pozbawione wla$ciwo$ci immunosupresyjnych, podczas gdy
jednym z glownych efektow biologicznych Rapamycyny jest hamujacy wplyw na uklad odpornosciowy.
Nawet niewielka supresja ukladu immunologicznego moze w caloSci zahamowa¢ przeciwnowotworowa
odpowiedz ukladu odpornosciowego. Wlasciwo$c te wykazano w badaniach z wykorzystaniem Captoprilu
— inhibitora konwertazy angiotensyny, ktory jest powszechnie stosowany w leczeniu nadci$nienia. Pomimo
swoich wlasciwosci przeciwnowotworowych w badaniach przedklinicznych wykazano wplyw Captoprilu
na promocje wzrostu guzoéw immunogennych (takich jak RCC) poprzez oslabienie przeciwnowotworowe;j
odpowiedzi ukladu immunologicznego, mimo braku ogblnoustrojowych efektéw immunosupres;ji [7, 27].

W kolejnych do§wiadczeniach oceniano czas wolny od progresji choroby. Wyniki I11 fazy badan klinicznych
FDA wykazaly wydtuzenie czasu wolnego od progresji choroby w grupie chorych z zaawansowanym stadium
RCC przyjmujacej Temsirolimus w stosunku do grupy placebo o 5,5 miesiaca [16]. W zwigzku z utrudniong
oceng masy guza w phucu, jako posrednie kryterium zahamowania progresji nowotworu wybrano czas,
w ktorym przezywalno$¢ zwierzat laboratoryjnych w danej grupie utrzymywala sie na stalym poziomie.
Przezywalno$¢ grupy poddanej terapii od momentu zidentyfikowania przerzutu w plucu (,CCIgmet”)
spadla o0 10% od 25 do 32 dnia trwania eksperymentu, podczas gdy przezywalno$¢ w grupie kontrolnej
(,bez leczenia”) spadla w tym odstepie czasu ze 100 do 65%. Dane przedstawione na ryc. 7 wskazujg na
wydluzenie czasu wolnego od progresji choroby w grupie poddawanej terapii od momentu zdiagnozowania
przerzutu w phucu (,CCIgmet”) w stosunku do grupy kontrolnej (,,bez leczenia”) o 8 dni. Kolejny krokiem
byta proba oceny czasu do progresji choroby. Myszy, zaréwno z grupy poddanej terapii Temsirolimusem od
poczatku rozwoju nowotworu (,CCI9”), jak i grupy nie poddanej zadnej terapii (,bez leczenia”) pierwsze
ogniska nowotworowe manifestowaly 25 dnia trwania eksperymentu. Niemniej w 32 dniu prowadzonych
do$wiadczen 35% zwierzat grupy ,,CCI9” posiadala ogniska nowotworowe w tym narzadzie w poréwnaniu
do 20% zwierzat grupy ,bez leczenia”. W 40 dniu badania dysproporcja liczby ognisk nowotworowych
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w w/w grupach wzrosla i wynosila odpowiednio 75 do 58%. Przeprowadzona ocena TTP pomiedzy grupami
nie wykluczyla immunosupresyjnego wplywu Temsirolimusu (ryc. 4). Wyzszy odsetek myszy z ogniskami
nowotworowymi w plucu w grupie przyjmujacej preparat w stosunku do grupy kontrolnej moze swiadczy¢
o zahamowaniu odpowiedzi uktadu odpornosciowego przez Temsirolimus. Wymykanie sie RCC spod nadzoru
immunologicznego moze by¢ zwigzane z ograniczeniem przez Temsirolimus odpowiedzi limfocytéw T na
sygnalizacje IL-1, Il-2, IL-3, IL-4, IL-6 [25]. Dane przedstawono na ryc. 4.

Celem badan przeprowadzonych przez Bhatia i wsp. byto wykluczenie potencjalnie immunosupresyjnego
wplywu Temsirolimusu i rozwazenie ewentualnej mozliwoSci kompensacji immunosupresji przez
rownoczesng stymulacje ukladu odpornosciowego. Rozwazaniajednak dostarczyly dodatkowych watpliwosci.
III faza badan klinicznych, ktéra miala na celu poréwna¢ monoterapie Temsirolimusem, IFN-a (silny wplyw
immunostymulujacy) i polaczong terapie obydwoma preparatami dostarczyla niejednoznacznych wynikow.
Wydluzenie czasu przezycia catkowitego w przypadku monoterapii Temsirolimusem wynosilto 10,9 miesiaca
w poroéwnaniu do 7,3 miesiecy wydluzenia czasu przezycia w grupie leczonej INF-a. Natomiast kombinacja
obu terapii wydluzyla OS o 8,4 miesiaca, dajac warto$¢ posrednia pomiedzy obydwiema monoterapiami [16].
Uzyskany wynik moze wynika¢ nie tylko z nizszej dawki Temsirolimusu uzytej w do§wiadczeniu, ale rowniez
z przeciwstawnych efektow wywieranych przez badane preparaty na uktad immunologiczny [7].

Biorac pod uwage brak obserwowanych efektow klinicznych w polaczonej terapii Temsirolimusem
i $rodkami immunostymulujacymi [Bhatia i wsp., 2009], jest prawdopodobne ze podobne podejscia
badawcze zostang zarzucone [Wysocki, 2009]. Brak powszechnie stosowanych biomarkeréw pozwalajacych
oceni¢ wydajno$¢ hamowania mTOR przez Temsirolimus nie pozwala wykluczy¢ innych szlakéw mogacych
wlaczac¢ sygnalizacje przez mTOR Ponadto zidentyfikowano alternatywne szlaki (RAS/RAF/MEK/ERK)
mogace uruchamia¢ mechanizmy charakterystyczne dla mTOR, nawet po jego inaktywacji. [10]. Wskazuje to
na mozliwo$¢ i by¢ moze konieczno$¢ celowania w inne niz mTOR komponenty komoérkowe promujace geny
sprzyjajace procesowi nowotworzenia. Aktualnie trwaja proby kliniczne majace na celu ocene efektywnosci
kombinacyjnych terapii Temsirolimusem lub Everolimusem w skojarzeniu z Sunitinibem, Sorafenibem,
Imatinibem, Vatalanibem czy Bevacizumabem. W najblizszej przyszlosci spodziewane jest zidentyfikowanie
biomarkerow, czynnikéw prognostycznych jak i zmodyfikowanych kryteriéw oceny wydajnoéci leczenia
u chorych poddanych terapii celowanej w mTOR [7].
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