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Wstep: Interesujaca strategia ekspery-
mentalnej terapii nowotworéw jest
antyangiogenna terapia genowa. Opie-
ra sie ona na zatozeniu, ze powstawa-
nie sieci naczyn krwionoénych w masie
nowotworu jest czynnikiem bezposred-
nio determinujacym jego rozwéj. Kon-
strukt psFLT jest plazmidowym wekto-
rem ekspresyjnym kodujacym czynnik
o charakterze antyangiogennym. Zawie-
ra on fragment genu receptora FLT dla
VEGF - kodujacy rozpuszczalna forme
tego receptora (SFLT).

Cel pracy: Ocena odpowiedzi na lecze-
nie u chorych na raka sromu po poda-
niu miejscowym konstruktu psFLT.
Materiat i metody: Do badania zakwa-
lifikowano 21 chorych na raka sromu
w stopniach klinicznego zaawansowa-
niaod | B do IV A

Plazmid psFLT-1 byt podawany bezpo-
Srednio doguzowo. Podawano 800 pug
roztworu psFLT-1 w soli fizjologicznej
(0,4 mg/ml), wykonujac 6-10 doguzo-
wych iniekcji (wstrzykniecia co 1-2 cm).
Ostrzykiwanie guza powtarzano po
2 tyg. Efekt terapeutyczny (zmiane
powierzchni guza) oceniano po 3-6 tyg.
od pierwszego podania.

Wyniki: Odpowiedz na leczenie w posta-
ci zmiany powierzchni guza uzyskano
u 16 chorych. Tolerancja leczenia byta
bardzo dobra. Po podaniu konstruktu
u 13 pacjentek przeprowadzono lecze-
nie operacyjne, a u 4 pacjentek wytacz-
nie radiochemioterapie. U 12 chorych po
leczeniu genowym, po ktérym wykona-
no chirurgiczne usuniecie zmiany, zaob-
serwowano w badaniu histopatologicz-
nym brzezna martwice, ktéra wynosita
nawet do 40% masy guza.
Stwierdzono znamienne statystycznie
réznice w powierzchni guza po podaniu
1 dawki konstruktu psFLT, utrzymujace
sie po drugim podaniu (p < 0,05).
Wydaje sie, ze w przypadkach miejsco-
WO zaawansowanego raka sromu zasto-
sowanie konstruktu psFLT przynosi real-
ne korzysci dla chorych poprzez
ograniczenie nacieku nowotworowego,
poprawiajac komfort zycia.

Stowa kluczowe: rak sromu, terapia
genowa, naczyniowo-srodbtonkowy
czynnik wzrostu, inhibitory angiogenezy.
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Wstep

Rak sromu nalezy do rzadko wystepujacych nowotwordw. W Polsce notu-
je sie ok. 400 przypadkow rocznie [1].

Szczyt zachorowan przypada na 6.1 7. dekade zycia, cho¢ w ostatnich
latach obserwuje sie wzrost zachorowan u mtodszych kobiet, co moze by¢
spowodowane czestszymi infekcjami wirusowymi, zwtaszcza wirusem HPV
(human papilloma virus) [2-4].

Podstawowg metoda leczenia inwazyjnego raka sromu jest chirurgia. Opra-
cowane w latach 40. XX wieku radykalne, blokowe wyciecie sromu oraz regio-
nalnych weztéw chtonnych, a takze zmodyfikowana radykalna operacja doko-
nywana technika trzech cie¢ potwierdzity wysoka skutecznos¢ w przypadkach
nowotworu we wczesnym stadium zaawansowania miejscowego (T1, T2),
bez przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych. Osiggany w wyniku takie-
go postepowania odsetek 5-letnich przezy¢ bezobjawowych przekracza 70%.

Wyniki leczenia przypadkéw miejscowo zaawansowanych w stopniach
T3iT4, a takze u chorych z przerzutami do weztéw chtonnych sg znacznie
gorsze. Zaledwie 20-40% chorych przezywa 5 lat bez cech nawrotu nowo-
tworu [5].

Szczegélnie zte rokowanie dotyczy chorych z guzem naciekajacym narza-
dy sasiednie lub masywnymi, nieoperacyjnymi przerzutami do weztéw chton-
nych pachwinowych. Wyniki chirurgii egzenteracyjnej w powyzszych przy-
padkach nie s3 zachecajace, gtéwnie z powodu wysokiego odsetka wznéw
i niskiego poziomu akceptacji jakosci zycia chorych po takich operacjach. Stan
ten spowodowat wzrost zainteresowania radioterapia w leczeniu tego typu
przypadkéw raka sromu [6].

Doswiadczenia kliniczne zebrane w latach 90. XX wieku potwierdzity wyso-
ka skutecznos¢ chemioradioterapii nowotwordw, w tym raka szyjki macicy
i raka sromu. Leczenie takie stosowane jest zaréwno jako neoadiuwant, kto-
rego zadaniem jest uzyskanie regresji nowotworu w stopniu pozwalajacym
na przeprowadzenie radykalnej operacji, jak i jako leczenie samodzielne [7].
Wspbtczesne doniesienia dotyczace wynikéw chemioradioterapii z zastoso-
waniem mitomycyny C i 5-fluorouracylu potwierdzaja wysoka skutecznosé
terapeutyczna takiego postepowania. Problemem klinicznym pozostaje tok-
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Introduction: An interesting strategy in
experimental therapy of neoplasms is
genetic-based antiangiogenic therapy.
The basis for this therapy is the premise
that development of new tumour vessels
is a direct factor for tumour growth. The
psFLT construct is a plasmid expression
vector that encodes the antiangiogenic
factor. It consists of a gene fragment of
the VEGF receptor Flt which encodes the
soluble form of this receptor.

The aim of the study was to assess the
response to treatment in patients with
vulvar cancer after local administration
of psFLT construct.

Material and methods: 21 patients with
vulvar cancer (1B-4A stage according to
FIGO) were recruited into the study.
Patients were given a local injection of
800 pg psFTL-1 construct dose
(0.4 mg/ml). 6-10 injections were made
in the tumour vicinity (1-2 cm) and the
treatment was repeated after 2 weeks.
In the assessment of the therapy the
total area of the tumour and the rela-
tive change in the area (compared to
the primary area) were measured after
3-6 weeks from the first treatment.
Results: The response to treatment
defined as above was achieved in
16 patients with good tolerance of the
treatment. Surgical treatment was per-
formed in 13 patients after administra-
tion of the construct and in 4 patients
only radio-chemotherapy was per-
formed. Marginal necrosis was observed
in 12 patients after the following
surgery treatment in histopathological
examination with the maximum reach-
ing 40% of the tumour volume. Signifi-
cant differences in tumour area change
were observed after administration of
the 1st dose of the construct as well as
after the 2nd dose.

It seems that use of psFLT construct in
locally advanced vulvar cancer can give
real advantages for patients due to
reducing local cancer infiltration and
improving quality of life.

Key words: vulvar cancer, gene therapy,
vascular endothelial growth factor,
angiogenesis inhibitors.

sycznos¢ leczenia. U ok. 50-60% napromienianych obserwuje sie odczyny
wczesne o Srednim i duzym stopniu nasilenia, a $miertelnos¢ wynosi 1-3%.
Do najistotniejszych czynnikéw wptywajacych na wystapienie odczynu popro-
miennego zalicza sie wielkos¢ pola wlotowego i objetos¢ napromienianych
tkanek. W przypadku znacznego zaawansowania nowotworu, szerzacego sie
na skore krocza, uda lub posladka przeprowadzenie bezpiecznego napro-
mieniania moze by¢ bardzo trudne lub wrecz niemozliwe [8].

Jednym z nowatorskich sposobéw postepowania w zaawansowanym miej-
scowo raku sromu pierwotnie niekwalifikujacym sie do leczenia operacyjne-
go i radioterapii jest préba zastosowania inhibitoréw angiogenezy.
Wczesniejsze doswiadczenia kliniczne z ich zastosowaniem do leczenia zaréw-
no pierwotnych, jak i nawrotowych nowotworéw w réznych lokalizacjach daja
podstawe do dalszych badan nad zastosowaniem tego typu terapii [9].

Wektor ekspresyjny psFLT

Interesujaca strategia eksperymentalnej terapii nowotwordéw jest anty-
angiogenna terapia genowa. Opiera sie ona na zatozeniu, ze powstawanie
sieci naczyn krwionosnych w masie nowotworu jest czynnikiem bezposred-
nio determinujacym jego rozwéj i warunkujacym jednoczesnie tworzenie
przerzutéw nowotworowych. Kilka strategii antyangiogennych znajduje sie
w trakcie badan eksperymentalnych. Zaliczy¢ tu mozna np. préby wykorzy-
stania proteolitycznych fragmentéw biatek budulcowych (angiostatyna, endo-
statyna), przeciwciat monoklonalnych skierowanych przeciw angiogennym
czynnikom wzrostowym czy rozpuszczalnych fragmentéw receptoréw dla
czynnikéw wzrostowych, np. dla naczyniowo-srédbtonkowego czynnika wzro-
stu (vascular endothelial growth factor — VEGF) [10-15].

Konstrukt psFLT jest plazmidowym wektorem ekspresyjnym kodujacym
czynnik o charakterze antyangiogennym. Zawiera on fragment genu recep-
tora FLT dla VEGF, kodujacy rozpuszczalna forme tego receptora (sFLT). Frag-
ment genu sFLT zostat wklonowany do komercyjnego wektora pSEC (Invi-
trogen). Charakterystyczne sekwencje pustego wektora pSEC to: promotor
wirusowy CMYV, sekwencja sygnatowa Igk, epitop myc oraz sekwencje opor-
nosci na ampicyline oraz fleomycyne. W wyniku klonowania uzyskano kon-
strukt genowy ze swoistg kasetg ekspresyjna.

Opracowanie terapii antyangiogennej lub postepowania prowadzacego
do zmniejszenia stezenia VEGF/VPF moze przyczynic sie do poprawienia sku-
tecznosci terapii nowotwordw litych i co za tym idzie, rokowania dla chorych.
Proba takiego postepowania jest podanie konstruktu psFLT w okolice guza
u chorych na raka sromu, ktéry poprzez VEGF i blokowanie natywnych recep-
toréw dla VEGF zahamuje neoangiogeneze, powodujac regresje guza.

Materiat i metody

Protokét badania zostat zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng Centrum Onko-
logii — Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie w Warszawie. Jest to badanie kliniczne
/1l fazy, do ktérego zakwalifikowano 21 chorych z histopatologicznie potwier-
dzonym ptaskonabtonkowym rakiem sromu w stopniach klinicznego zaawanso-
wania od | B do IV A. Wiek pacjentek wynosit 54-86 lat (Srednio 69,9 roku).
W 16 przypadkach terapia genowa byta leczeniem pierwotnym, a pozostatych
byto to leczenie wznowy po uprzednim leczeniu chirurgicznym badz radioterapii.

Plazmid psFLT-1 podawany byt bezposrednio doguzowo. Podawano 800 pg
roztworu psFLT-1 w soli fizjologicznej (0,4 mg/ml), wykonujac 6-10 doguzowych
iniekgji (wstrzykniecia co 1-2 cm). Ostrzykiwanie guza byto powtarzane po 2 tyg.
Efekt terapeutyczny (zmiane powierzchni guza) oceniano po 3-6 tyg. od pierw-
szego podania. Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu testu ANOVA
z testem NIR post-hoc. Wyniki uznawano za statystycznie istotne przy p < 0,05.

Wyniki

Odpowied? na leczenie — zmiane powierzchni guza uzyskano u 16 cho-
rych. Tolerancja leczenia byta bardzo dobra. W zadnym przypadku nie zano-
towano dziatan niepozadanych. Po podaniu konstruktu u 13 pacjentek prze-
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Tabela 1. Pole powierzchni guza po kolejnym podaniu leku oraz odpowiedz na leczenie (wyrazona w procentach w odniesieniu

do wyjsciowej powierzchni guza)

Table 1. Area of tumour after administration of the construct and response to treatment (stated in percentage of the primary tumour area)

Srednia Minimalna Maksymalna Srednia Maksymalna Minimalna
powierzchnia powierzchnia powierzchnia odpowiedz odpowiedz odpowied?
guza (cm?2) guza (cm?2) guza (cm?2) na leczenie (%) na leczenie (%) na leczenie (%)
grupa 0 (n = 21) 96,5 3,14 405,5 100 100 100
grupa | (n = 20) 73,7 2,51 314,0 77,3* 38,7 100
grupa Il (n =17) 98,6 34,0 167,4 67,8* 38,1 91,0

grupa 0 — ocena przed leczeniem, grupa | — 2 tyg. po 1. dawce konstruktu; grupa Il — 2 tyg. po 2. dawce konstruktu

* zaznaczono istotne statystycznie roznice miedzy grupami

Ryc. 1. Guz sromu — ocena przed podaniem konstruktu
Fig. 1. Vulvar tumor — before treatment with construct

prowadzono leczenie operacyjne (w tym u 5 pacjentek
z nastepowa radiochemioterapia), a u 4 pacjentek wytacz-
nie radiochemioterapie. Cztery pacjentki zrezygnowaty
z dalszego leczenia. U 12 chorych po leczeniu genowym, po
ktérym wykonano chirurgiczne usuniecie zmiany, zaobser-
wowano w badaniu histopatologicznego brzezng martwi-
ce, ktéra wynosita nawet do 40% masy guza. Ocene
powierzchni guza zamieszczono w tabeli 1. OdpowiedZ na
leczenie okreslano, poréwnujac powierzchnie guza po poda-
niu dawek konstruktu z powierzchnia przed leczeniem
i wyrazano w procentach.

Stwierdzono znamienne statystycznie réznice w powierz-
chni guza po podaniu 1 dawki konstruktu psFlt, utrzymuja-
ce sie po drugim podaniu (p < 0,05).

Dyskusja

Zaawansowany rak sromu stanowi powazny problem
terapeutyczny. Czesto miejscowe zaawansowanie guza unie-
mozliwia radykalne jego wyciecie, a naciekanie okolicy zwie-
racza odbytu naraza chore na okaleczajace zabiegi chirur-
giczne, na ktére albo nie wyrazajg one zgody, albo nie
kwalifikuja sie do tego typu rozlegtych zabiegow chirur-
gicznych ze wzgledu na uposledzony stan ogoélny.

Projektujac przedstawione badanie kliniczne, wyko-
rzystano informacje, opublikowane wyniki badan prze-

Ryc. 2. Guz sromu — ocena po leczeniu konstruktem
Fig. 2. Vulvar tumor — assesment after treatment with construct

prowadzone in vitro oraz na zwierzetach laboratoryjnych,
ktére wskazuja, ze ekspresyjny wektor plazmidowy psFLT-1
ulega ekspresji zaréwno w komérkach hodowlanych, jak
i guzach nowotworowych. W badaniach wykazano, ze
w transfekowanych komérkach powstaje wydzielane na
zewnatrz rekombinowane biatko sFLT-1; obserwowano przy
tym hamowanie angiogenezy oraz hamowanie wzrostu
guzéw nowotworowych i wydtuzenie czasu zycia zwierzat
[16-18].

Wydaje sie, ze w tych przypadkach zastosowanie kon-
struktu psFLT przynosi realne korzysci chorym poprzez
ograniczenie nacieku nowotworowego, poprawiajgc kom-
fort ich zycia. Innym aspektem tego leczenia jest zasto-
sowanie terapii antyangiogennej u chorych we wczesniej-
szych stopniach zaawansowania klinicznego, ktére sg
kwalifikowane do leczenia chirurgicznego. Zmniejszenie
ukrwienia guza, jak réwniez jego wymiaréw, ogranicza
srédoperacyjng utrate krwi oraz zmniejsza pole opera-
cyjne. Ma to niebagatelne znaczenie w skréceniu proce-
su gojenia rany pooperacyjnej, a co za tym idzie — umoz-
liwia wczesniejsze leczenie uzupetniajace, np. radioterapie.

Praca powstata ze Srodkéw grantu KBN ,,Terapia genowa
raka sromu 2PO5E 071 26”, kierownik grantu: dr med. Krzysz-
tof Gawrychowski.
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