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Ocena sygnatéw molekularnych i komérkowych zaleznych od
nowotworu we krwi obwodowej pacjentow z
niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca

Liczba zachorowan na choroby nowotworowe w Polsce rosnie i jest bardzo powaznym
problemem medycznym. Rak ptuca jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotwordw
ztosliwych u ludzi. Powoduje najwigkszg Smiertelnosc¢ - rocznie jest przyczyng smierci ponad
jednego miliona ludzi na Swiecie, co stanowi 17% wszystkich zgondw spowodowanych
nowotworami. Choroba ta dotyczy przede wszystkim mezczyzn, a w ostatnim czasie takze
wzrastajgcej liczby kobiet. Wedtug programu SEER 5-letni okres przezycia w Stanach
Zjednoczonych okreslany jest na poziomie 15%. Srednie 5-letnie przezycie w Europie wynosi
ok. 10%. W Polsce zapada na te chorobe okoto 24 tys. os6b rocznie. Zaréwno u kobiet jak i
mezczyzn okres przezycia jednego roku jak i 5 lat od postawienia diagnozy jest jednym
z najkrotszych w Europie.

Pomimo wielu prowadzonych klinicznych programéw- gtéwnie chemioterapii,
nowoczesnych metod diagnostycznych- gtownie radiologicznych i poprawy leczenia
wspomagajgcego prognoza w raku pituca nadal pozostaje niepomysina, a przezycie
w ciggu ostatnich kilku dekad nie wzrosto w sposdb zauwazalny. Rak ptuca ciggle pozostaje
jednym z najgrozniejszych, obcigzonych duzg smiertelnoscig chorob nowotworowych.
Wykrywany jest pézno nie dajgc duzych szans choremu na przezycie. W wiekszosci
przypadkéw rak ptuca ma dtugi okres rozwoju, a objawy kliniczne pojawiajg sie dopiero
w zaawansowanych stadiach choroby. Uwaza sie, Ze proces karcynogenezy, ktéry prowadzi
do powstania klinicznie jawnego guza toczy sie w nabtonku oskrzelowym co najmniej
kilkanascie lat. Zatem przez bardzo dtugi okres jest on niedostepny dla zadnych metod
wykrywania. W wiekszoséci przypadkéw bardzo dtugo pozostaje asymptomatyczny, a objawy
kliniczne pojawiajq sie dopiero w zaawansowanym stadium choroby.

Od wielu lat podejmowane sa wysitki zmierzajgce do rozpoznania choroby w jej
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wczesnym, przedklinicznym stadium, w ktérym leczenie mogtoby okazaé sie bardziej
skuteczne. W Polsce liczba zgonéw spowodowana tym nowotworem jest prawie réwna
liczbie zachorowan. Jest to wynik pdéznego rozpoznania choroby i matej skutecznosci
leczenia. Wczesha detekcja choroby wydaje sie byé zatem kluczowa dla przedtuzenia zycia
chorych na raka ptuca.

Celem realizowanej pracy doktorskiej jest okre$lenie nowych potencjalnych markeréw
wykrywania raka ptuca, ktére mogtyby postuzy¢ jako narzedzie dla wczesnej, bezinwazyjnej
diagnostyki niedrobnokomérkowego raka ptuca. Wspélna ocena wyktadnikow molekularnych
pochodzenia nowotworowego, parametrow immunologicznych i danych klinicznych moze
stanowi¢ narzedzie stuzace do specyficznej i czutej oceny stopnia obcigzenia nowotworem
indywidualnego pacjenta. Praca ta pozwala spojrze¢ na chorobe nowotworowg jako na
chorobe uktadowg dotyczacy catego organizmu.

Uwaza sie, ze nowotwor nie jest zdolny do rozwoju jesli uktad immunologiczny jest
w petni sprawny. Nieprawidtowe dziatanie uktadu odpornos$ciowego uwazane jest za jeden
z mechanizméw wykorzystywanych przez nowotwor do ucieczki spod nadzoru
immunologicznego. Jednym z nich jest nieskuteczna prezentacja antygendw, dzieki
zahamowaniu ekspresji HLA klasy | lub klasy Il (human leukocyte antigens- HLA) na
komérkach prezentujgcych antygen.

Komorki dendrytyczne (dendritic cells- DC) uznawane sg za profesjonalne komorki
prezentujgce antygen rozmieszczone w wiekszosci tkanek organizmu. U chorych na raka
komoérki dendrytyczne pozostajg niedojrzate (szczegodlnie w mikrosrodowisku nowotworu),
przez co sg one niezdolne do efektywnej prezentacji antygenu i migracji do weztow
chtonnych. Receptory znajdujgce sie na powierzchni limfocytow T - wigzace antygen -
okresla sie jako receptory limfocytéw T (T cell receptors- TCR). Receptor TCR potgczony
jest w btonie limfocytow T z kompleksem CD3. tancuchy kompleksu CD3 (y, o, € i Q)
posredniczg w przekazywaniu sygnatu z receptora TCR wigzacego antygen do wnetrza
komorki, zapoczatkowujgc kaskade sygnatowg, w limfocytach T.
W przebiegu choréb nowotworowych obserwuije sie niskg ekspresje tancucha ¢ lub jego brak
w poréwnaniu z grupg kontrolng utworzong ze zdrowych dawcow. Podobnie niskg ekspresje
( zaobserwowano wsréd limfocytdw naciekajgcych guz i w krgzacych limfocytach T
u chorych z réznymi typami rakow. Sugeruje to, ze nowotwér blokuje funkcje komérek uktadu
immunologicznego poprzez zaburzenia w przekazywaniu sygnatu do wnetrza komorki.
Mechanizmy odpowiedzialne za utrate, czy spadek ekspres;ji ¢ nie sg do konca wyjasnione.
Celem czesci immunologicznej badan jest oznaczenie liczby komérek dendrytycznych
pochodzenia mieloidalnego i limfoidalnego oraz stopnia ich dojrzatosci poprzez ocene
ekspresji czasteczki HLA 1I- DR oraz ekspresji czasteczki TCR-CD3 ¢ u pacjentéw chorych

na niedrobnokomoérkowego raka ptuca.
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Wséréd badanych sygnatébw molekularnych uwaga zostanie zwrdécona przede
wszystkim na poziom miRNA, mRNA i produktéw biatkowych wybranych genéw. Analizie
poddane bedg miRNA, mRNA i biatka wyizolowane z guza, a takze te, ktdre podlegajg
transferowi do fragmentoéw bton komérkowych i uwalniane sg przez wszystkie komorki, w tym
nowotworowe do krwi za posrednictwem egzosomoéw/mikrociatek.  Mikrociatka
(microvesicles- MV) sg to lipidowe, sferyczne pecherzyki o wielkosci 50-100 nm. Mozemy je
znalez¢ miedzy innymi w surowicy. Moga zawierac biatka sygnatowe, mRNA, miRNA i lipidy.
Egzosomy wywodzace sie z komdrek nowotworowych (tumor- derived egzosomes- TEX)
niosg molekuty znajdujgce sie na powierzchni tych komorek, a takze antygeny nowotworowe.
W warunkach fizjologicznych miRNA i mRNA obecne w mikrofragmentach stanowig
fizjologiczny nosnik sygnatéw komoérkowych u ludzi. W nowotworach stwierdza sie ich
ilosciowy wzrost i zmiany jakosciowe, ktore mogag stanowi¢ podstawe pojawienia sie
wczesnych zmian  nowotworowych.

Wykonana zostanie rowniez molekularna charakterystyka guza, poprzez zastosowanie
metody mikromacierzy. Analizie poddane zostang zmiany pojedynczego nukleotydu
(single nucleotide polymorphism -SNP) w ponad 400 genach zaangazowanych w proces
nowotworzenia.

Analiza wynikéw prowadzonych badan pozwoli na wdrozenie nowych metod szybkiej
diagnostyki i lepsze zrozumienie biologii nowotworéw ztosliwych, a takze na monitorowanie
efektow leczenia. Badania przeprowadzone w ramach realizowanej pracy doktorskiej, moga
przyczyni¢ sie rowniez do rozwoju terapii personalizowanej, czyli dopasowanej indywidualnie
do pacjenta, a nie do jednostki chorobowej. Praca ta pozwoli spojrze¢ szerzej na chorobe
nowotworowg i zmiany toczace sie w organizmie podczas rozwoju choroby. Moze miec
wplyw na szybsze zdiagnozowanie i wdrozenia skutecznego leczenia. Wskazanie nowych,
potencjalnych markeréw wczesnego wykrywania niedrobnokomorkowego raka ptuca pozwoli
na wyodrebnienie grupy chorych ze zwiekszong predyspozycjg do nowotworzenia, a tym
samym grupy wymagajacej szczegolnego monitorowania i wczesnej interwencji

terapeutyczne;j.
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