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Streszczenie

Indywidualizacja leczenia chorych poprzez ocene chemiowrazliwosci komorek nowotworowych in vitro to jeden z
gfdwnych celéw wspotczesnej onkologii. Dotychczasowe dane donoszg o korzysciach ptynacych ze stosowania
testow laboratoryjnych okreslajacych chemiowrazliwos¢ nowotwordw ztosliwych, niemniej jednak pozostaje to na-
dal kwestig otwarta.

Niniejsze opracowanie ma na celu przedstawienie metod oceny wrazliwosci komdrek raka jajnika na stosowane
obecnie cytostatyki.

Metodg dotychczas najlepiej poznang, o udokumentowanej skutecznosci jest technika ATP-TCA (ang. ATP-based
tumour chemosensitivity assay). Potencjalng mozliwos¢ badania wrazliwosci komdrek nowotworowych na che-
mioterapie stwarza ocena wielkosci kolonii komorek raka jajnika na analizatorze xCELLigence. Zastosowanie tej
metody w ocenie chemiowrazliwosci pozostaje jednak w fazie badan.

Optymalizacja leczenia chorych z rakiem jajnika za pomocg testow in vitro mogtaby w przysztosci poprawic wyniki
leczenia, a wiec i wydtuzy¢ czas przezycia oraz poprawic jakosc zycia chorych, zmniejszy¢ narazenie na przedtu-
zonag, czesto uporczywg chemioterapie, a takze pozwolitaby na lepsze wykorzystanie cytostatykow pod wzgledem
ekonomicznym.
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Abstract

Individualization of treatment on the basis of in vitro chemosensitivity testing constitutes one of the aims of contem-
porary oncology. Although previous studies report advantages resulting from chemosensitivity laboratory tests, the

issue remains an area of interest.

The aim of this study was to discuss chemosensitivity assay methods of ovarian cancer cells. ATP-TCA (ATP-based
tumor chemosensitivity assay) is the most investigated chemosensitivity test in ovarian cancer, with well-docu-
mented efficacy. Potentially, it is possible to use the xCELLigence system to evaluate chemosensitivity of ovarian
cancer cells by measuring their colony volume but application of this method remains in the experimental phase.
Optimization of ovarian cancer treatment would improve chemotherapy results, thus increasing the overall survival,
improving the quality of patient life, decreasing chemotherapy-related toxicity and resulting in economic benefits

owing to better drug use.

Key words: ovarian cancer / ATP TCA / chemotherapy / chemosensitivity tests
xCELLigence system / individualized therapy

Wstep

Rak jajnika zajmuje szoste miejsce wsrod nowotworow zto-
sliwych u kobiet w Polsce, jest gtowna przyczyna zgondw w gi-
nekologii onkologicznej [1]. Dane epidemiologiczne wskazuja na
staty, niewielki spadek zachorowalnosci i umieralnosci na przeto-
mie ostatnich 30 lat, niemniej jednak rokowanie jest nadal bardzo
powazne [2]. Ze wzgledu na bezobjawowy przebieg wczesnych
stadiow choroby oraz brak programoéw przesiewowych rozpozna-
nie stawiane jest czgsto pozno, co znacznie pogarsza rokowanie.
Powaznym problemem w leczeniu nowotworow ztosliwych jaj-
nika jest rdOwniez opornos¢, pierwotna lub wtdrna, na stosowa-
ne leki, szczegdlnie na karboplatyne. Rak jajnika stanowi zatem
bardzo powazny problem diagnostyczny, jak i terapeutyczny.
Optymalnym leczeniem raka jajnika jest operacja cytoredukcyj-
na oraz chemioterapia oparta na paklitakselu oraz pochodne;j
platyny. U znacznej liczby chorych, mimo takiego postgpowa-
nia, dochodzi do wznowy choroby nowotworowej. Szacuje sig, iz
okoto 75% chorych nie przezywa 5 lat od rozpoznania choroby.
U pacjentek, u ktorych doszto do progresji raka jajnika méwimy
o przetrwalej chorobie nowotworowej, u chorych tych chemio-
terapia obecnie stanowi leczenie paliatywne, ma na celu wydtu-
zenie czasu przezycia oraz poprawe jakosci zycia. Mimo wielu
lekow stosowanych w leczeniu uzupehiajacym, nie istnieja $ci-
ste standardy postgpowania w przypadkach, gdy chemioterapia
pierwszego rzutu zawodzi. Leczenie uzaleznione wowczas jest
od toksycznosci lekdw, wieku, stanu chorej itp.

Heterogeniczno$¢ guza, jak i zmienno$¢ osobnicza powo-
duja, iz odpowiedz na leczenie jest réznorodna oraz trudna do
przewidzenia. Ponadto typ histologiczny nowotworu ztosliwego
jajnika nie ma wartosci prognostycznej w odniesieniu do odpo-
wiedzi na dany schemat leczenia. Brak czynnikow predykcyj-
nych w diagnostyce histopatologicznej guza dodatkowo utrudnia
wybdr odpowiedniej terapii.

Biorac pod uwage niezadowalajace wyniki leczenia raka
jajnika opracowanie testow chemiowrazliwosci in vitro moze
okaza¢ si¢ cennym narze¢dziem diagnostycznym w rekach klini-
cystow, dajacym mozliwo$¢ kwalifikowania kazdej chorej z roz-
poznanym rakiem jajnika do leczenia wedtug uzyskanego profilu
chemiowrazliwosci guza.
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Testy okreslajace chemiowrazliwo$¢ komérek
nowotworowych in vitro

Indywidualizacja leczenia nowotwordéw ztosliwych przy po-
mocy testow laboratoryjnych to niewatpliwie jeden z gtéwnych
celow wspotczesnej onkologii. Naukowey od ponad 30 lat bo-
rykali si¢ z trudnosciami, takimi jak heterogenicznos$¢ guza, mo-
lekularne mechanizmy adaptacyjne komoérek nowotworowych,
skupiano si¢ wowczas m.in. na metodach klonogenicznych, pro-
by te obarczone byly jednak licznymi problemami techniczny-
mi [3, 4, 5]. Nadzieje wigzane z wprowadzeniem do diagnostyki
technik laboratoryjnych wynikaja zarowno z tzw. terapii persona-
lizowanej, ograniczenia dzialan niepozadanych licznych schema-
tow chemioterapii, jak rowniez z racjonalizacji kosztow zwigza-
nych zardwno z wykorzystaniem cytostatykow, jak i z leczeniem
powiktan chemioterapii.

Wiele danych z piSmiennictwa obecnie dowodzi, ze wpro-
wadzenie tych metod pozwolitoby lepiej dobiera¢ terapi¢ prze-
ciwnowotworowa, a co za tym idzie poprawi¢ ogolne przezycie
chorych, jak i jakos$¢ ich zycia. Opracowanie technik in vitro ma
réwniez ogromne znaczenie w przypadku rzadkich nowotwordw,
w ktorych leczeniu brak jest standardowych schematow chemio-
terapii, jak rdwniez w testowaniu nowych lekow przeciwnowo-
tworowych.

Podejmuje si¢ obecnie rézne proby oceny wartosci predyk-
cyjnej dla chemioterapii m.in. czynnosciowego badania PET (po-
zytonowa tomografia emisyjna) [6]. Wspolcze$nie prowadzone
badania odnosnie nowotwordw ztosliwych, w tym rowniez raka
jajnika, dotycza najczesciej testow pomiaru adenozynotrdjfos-
foranu (ATP) z wykorzystaniem zjawiska luminescencji, testu
MTT (ang. methyl-thiazolyl-diphenyltetrazolium bromide) oraz
technik EDRA (ang. extreme drug resistance assay) i ChemoFX
[7, 8]. Dysfunkcja genu BRCA 1 oraz zaburzenia szlaku napra-
wy DNA homologus recombination-deficiency takze naleza
do badanych biomarkeréw odpowiedzi na leczenie [9, 10, 11].
W raku jajnika nie ustalono dotychczas czynnikow klinicznych
i patologicznych o wartosci predykcyjnej w odniesieniu do od-
powiedzi na systemowe leczenie do rutynowego zastosowania.

W pracy omdéwiono dwie techniki oraz ich przydatnosé,
w raku jajnika na tle piSmiennictwa, komercyjnie dostgpny test
ATP-TCA (ang. ATP-based tumour chemosensitivity assay) oraz
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pozostajacy w fazie badan test z uzyciem systemu xCELLigence.
W obu metodach analizie poddawany jest swiezy materiat z guza
lub poptuczyny z jamy brzusznej. Komputerowy wynik testu
przedstawiany jest w formie graficznej i numerycznej.

ATP- TCA

Ocena chemiowrazliwosci komodrek nowotworowych na
podstawie pomiaru adenozynotrdjfosforanu ATP-TCA zostala
opisana po raz pierwszy przez Andreottiego w latach 90. Tech-
nika ta pozwala na precyzyjne okreslenie zahamowania wzrostu
komérek nowotworowych w obecnosci cytostatykdw, wykorzy-
stujac do pomiaru zjawisko luminescencji. Analizie poddawa-
ne sa probki guza uzyskane podczas pierwotnej operacji badz
poptuczyny z jamy brzusznej, ktore po laboratoryjnej obrobece
umieszczane sa w studzienkach ptytki polipropylenowej (20 ty-
sigcy komorek na studzienke), na ktorych dokonuje si¢ dalszych
pomiaréw. Jedna plytka zawiera kilkadziesiat studzienek, co daje
mozliwos¢ wykorzystania wielu lekéw przeciwnowotworowych,
ich kombinacji oraz réznych stgzen. Precyzyjny pomiar rozpa-
du adenozynotrdjfosforanu, niezb¢dnego nosnika energii w pro-
cesach metabolizmu komoérkowego, mozliwy jest dzigki reakcji
z lucyferyna zachodzacej w obecnosci enzymu utleniajacego —lu-
cyferazy. W wyniku tej reakcji powstaje oksylucyferyna, AMP
(adenozynomonofosforan) oraz dochodzi do emisji fali $wietlnej
proporcjonalnej do oznaczanego ATP [12, 13, 14].

Potencjalne korzysci ze stosowania protokotu ATP-TCA
w ocenie wrazliwo$ci komoérek raka jajnika na cisplatyn¢ opisali
w 1995 roku Andreotti i wsp. [12].

Wysoka czutos¢ i specyficznosé metody (odpowiednio 90%
1 80%) wykazaly badania Koechli i wsp. na grupie 65 chorych
na raka jajnika (41 z guzem pierwotnym, 24 z nawrotowym) le-
czonych chemicznie na podstawie wynikow testu ATP-TCA [15].

W 1998 niemieccy badacze (Kurbacher i wsp.) publikuja
wyniki pilotazowego, otwartego badania klinicznego potwier-
dzajace przydatnos¢ metody w nawrotowym raku jajnika. Calko-
wity wskaznik odpowiedzi ORR (ang. objective response rate),
przezycie wolne od progresji PFS (ang. progression free survival)
oraz catkowite przezycie chorych OAS (ang. overall survival)
oceniono retrospektywnie u 30 chorych grupy kontrolnej, poréw-
nujac wyniki z odpowiednio dobrana grupa pacjentek leczonych
wedlug uzyskanego profilu chemiowrazliwosci in vitro (25 cho-
rych). Czas obserwacji dla grupy kontrolnej oraz badanej wynosit
odpowiednio:83,5 vs 80 tygodni. Oceniane parametry w grupie
kontrolnej i badanej wynosity odpowiednio: ORR: 37%, vs 64%
(p=0.04), PFS: 20 vs 50 tygodni (p=0.003) oraz OAS: 69 vs 97
tygodni (p=0.145) [16].

Wysoka korelacj¢ migdzy wynikami leczenia prowadzonego
na podstawie testu z ATP in vitro oraz decyzji klinicystow (94%
skutecznosci) wykazali Tian i wsp. badajac grupe¢ 34 chorych.
Autorzy ci odnotowali 90% czutosé, 91,7% specyficznos¢ te-
stu, dodatnig oraz ujemna warto$¢ predykcyjna wynoszaca odpo-
wiednio 94,7% vs 84,6% [17].

Rownie wysoka zgodnos¢ odpowiedzi na empirycznie za-
stosowang chemioterapi¢ z wynikami chemiowrazliwosci in vi-
tro raka jajnika, ale takze innych nowotworow ginekologicznych
oraz raka piersi potwierdzaja autorzy kolejnych prac [13, 5].

W 2007 roku Cree i wsp. opublikowali wyniki prospektyw-
nego badania, w ktorym 147 chorych na nawrotowego raka jaj-
nika bylo losowo przydzielanych do chemioterapii z udziatem
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lekow wybranych w oparciu o wynik testu ATP lub do leczenia
zgodnie z decyzja lekarza. Follow-up wynosit 18 miesigcy. W ra-
mieniu z protokotem ATP-TCA uzyskano wyzsze odsetki odpo-
wiedzi (41% vs 32%) przy czym, w tej grupie stosowano czgsciej
kombinacje lekéw przeciwnowotworowych zamiast monoterapii
(u 88% vs 64% chorych). Nie odnotowano réznic w przezyciach
catkowitych oraz w czasie wolnym od progresji choroby w obu
ramionach [18].

Wyniki ostatnio publikowanych badan stale donosza o ko-
rzysciach wynikajacych ze stosowania protokolu chemiowraz-
liwosci ATP we wsparciu decyzji terapeutycznych w onkologii
[19, 20, 21].

Metoda ATP-TCA obecnie uznana jest za najlepiej udoku-
mentowang oraz dobrze poznana, ktorej standaryzacja pozwala
na zastosowanie w praktyce lekarskiej [9]. W przypadku raka
jajnika dostgpne testy komercyjne pozwalaja na szybka oraz sto-
sunkowo prosta oceng profilu chemiowrazliwo$ci badanych ko-
morek.

Nalezy podkreslié¢, ze przewaga ujemnej wartosci predykcyj-
nej nad dodatnia, z punktu widzenia wyboru terapii, jest mniej
korzystna oraz stanowi pewne ograniczenie metody.

Pomiar tempa rozpadu komérek raka jajnika na
analizatorze Xcelligence

System xCELLigence wykorzystywany jest w prowadzeniu
hodowli komoérkowych in vitro, w badaniach cytotoksycznosci
zwigzkéw chemicznych oraz ich wptywu na proliferacje komo-
rek, a takze do badania adhezji i migracji komoérek. Technika po-
lega na pomiarze w czasie rzeczywistym zahamowania wzrostu
kolonii komérkowej w dotkach analizowanej ptytki [22]. Anali-
zator xCELLigence wykorzystuje technologi¢ zlotych mikrosen-
sorow pokrywajacych powierzchni¢ ptytki, dzigki ktorym kazda
zmiana wielkosci kolonii jest rejestrowana jako rdéznica impedan-
cji elektrycznej mikrosrodowiska. Niewatpliwa zaleta metody
jest dynamicznos$¢ pomiaru tj. mozliwosé modyfikacji stezen ba-
danych cytostatykéw oraz tworzenia kombinacji lekéw poprzez
dodawanie kolejnych w czasie rzeczywistym pomiaru. Mozli-
wos¢ jednoczesnego prowadzenia niezaleznych doswiadczen
oraz brak koniecznosci zakupu odczynnikow (fluorochroméw, co
ma miejsce w technice ATP) wpltywa na zmniejszenie kosztéw
badania. Poza technicznymi trudnosciami dotyczacymi hodowli
komérkowej na wynik testu moze mie¢ wptyw zanieczyszcze-
nie probki oraz brak pelnego przylegania komorek do ptytki.
Dotychczas opublikowano pojedyncze prace z wykorzystaniem
pomiaru w czasie rzeczywistym przezywalnosci komorek nowo-
tworowych w obecno$ci dawek terapeutycznych lekdw przeciw-
nowotworowych w badaniach przedklinicznych w tym na liniach
komorkowych raka jajnika [23, 24].

Podsumowanie

Biorac pod uwage zgromadzone dane z piSmiennictwa na-
lezy wnioskowac, iz opracowanie i wprowadzenie laboratoryj-
nych testow chemiowrazliwosci, moze w przysztosci stanowic
cenne narzgdzie w rekach klinicystow. Znajomo$é wrazliwosci
komorek guza pierwotnego, jak i nawrotowego na cytostatyki
przed rozpoczeciem leczenia przyczynic si¢ moze do poprawy
wynikéw leczenia raka jajnika. Pozwoli rdwniez na zmniejszenie
kosztéw chemioterapii, jak rowniez zwigzanych z leczeniem jej
powiktan. W ocenie amerykanskich ekspertow skupionych przy
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American Society of Clinical Oncology z 2011 roku, na podsta-
wie dotychczasowych danych stosowanie laboratoryjnych testow
wrazliwosci i opornosci na cytostatyki powinno by¢ ograniczone
do badan klinicznych. Uwazajg oni jednoczesnie, ze ze wzgledu
na potencjalnie duze znaczenie testdw in vitro, uczestniczenie
w badaniach dotyczacych tych technologii jest priorytetowe.
Wsrdéd omowionych testow przedstawiona w pracy meto-
da ATP-TCA jest w raku jajnika najczesciej opisywang. Druga,
z uzyciem systemu xCELLigence, wydaje si¢ mie¢ potencjalnie
duze znaczenie praktyczne [25]. Wdrozenie w przysztosci omo-
wionych metod wymaga dalszych badan dotyczacych ich stan-
daryzacji, jak rowniez mozliwosci ich wykorzystania w Polsce.
Nastegpnie nalezy oceni¢ odpowiedz na terapig¢, podyktowana te-
stem chemiowrazliwosci, w oparciu o duze grupy badawcze oraz
poréwna¢ wyniki opisanych technik u chorych z rakiem jajnika.
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