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STRESZCZENIE

Palenie jest gtéwnga przyczyna raka ptuca. Ryzyko rozwoju raka ptuca wzrasta wraz z liczba wypalo-
nych papieroséw i czasem trwania palenia, natomiast maleje z chwilg zaprzestania palenia. Opraco-
wanie potencjalnych produktéw tytoniowych o zmodyfikowanym ryzyku (cMRTP, candidate modified
risk tobacco products) ma na celu zapewnienie palaczom, ktérzy nie zrezygnuja z palenia, alternatyw-
nych w stosunku do papieroséw rozwiazan, ktére powodowatyby mniejsze ryzyko wystapienia szkod
zdrowotnych i zapadniecia na choroby tytoniozalezne. Konieczna jest ocena potencjatu cMRTP w za-
kresie redukgji ryzyka, w tym potencjatu do zmniejszenia ryzyka zachorowania na raka ptuca. Dokona-
nie oceny cMRTP pod katem potencjatu redukgji ryzyka zachorowania na raka ptuca jest utrudnione
przez: (i) brak klinicznych markeréw ryzyka, ktére mogg wskazywac na przyszly rozwdj raka ptuca,
(i) pozne rozpoznanie raka ptuca (dekady palenia) oraz (iii) powolng redukcje podwyzszonego ry-
zyka z chwilg rzucenia palenia i a fortiori z chwilg przejscia na stosowanie cMRTP. Dlatego jest praw-
dopodobne, ze tylko wieloletnie badania epidemiologiczne zapewnia definitywne odpowiedzi na to
pytanie i pozwola najpierw zweryfikowac, czy cMRTP redukuje ryzyko raka ptuca, a jesli tak, to row-
niez okresli¢ ilosciowo redukcje ryzyka raka ptuca zwigzana z cMRTP. Aby to byto mozliwe, produkty
cMRTP musiatyby by¢ dostepne na rynku i duza liczba obecnych palaczy musiataby stosowa¢ wytacz-
nie cMRTP. W tym miejscu proponujemy, aby podejscie oparte na tym mechanizmie stanowito mocna
podstawe, by pokazac jeszcze w fazie przed wprowadzeniem produktu na rynek, ze prawdopodobnie
przejscie na cMRTP znaczaco zredukuje ryzyko raka ptuca. Podejicie to opiera sie na przyczynowym
taricuchu zdarzen, ktéry prowadzi od palenia do choroby, i stanowi przyczynek zaréwno do nieklinicz-
nych, jak i klinicznych badan, oraz jest zgodne z zasadami toksykologii systeméw. Omawiamy takze
kilka waznych wyzwan bedacych nieodtaczng czeiciag oceny cMRTP, jak réwniez kluczowe aspekty
dotyczace stosowania tych produktow.

Stowa kluczowe: potencjalne produkty tytoniowe o zmodyfikowanym ryzyku, ocena niekliniczna
i kliniczna, rak ptuca, uszkodzenia DNA, stan zapalny
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WSTEP

Palenie papieroséw jest jedng z gtéwnych, mozliwych do unik-
niecia przyczyn zachorowan i zgonéw; powoduje powazne cho-
roby, takie jak: choroby sercowo-naczyniowe (CVD, cardiovascu-
lar disease), przewlekta obturacyjna chorobe ptuc (POChP) oraz
raka ptuca. Ogromnga wiekszo$¢ choréb zwigzanych z paleniem
powodujg zawarte w dymie papierosowym substancje toksycz-
ne', ktére wydzielaja sie gtéwnie podczas spalania tytoniu?. Na-
czelny Lekarz Stanéw Zjednoczonych stwierdzit, ze ,obcigzenie
zgonami i chorobami wywotanymi korzystaniem z tytoniu w Sta-
nach Zjednoczonych jest w ogromnej mierze spowodowane
przez papierosy i inne produkty tytoniowe do palenia” [1]. Niko-
tyna, chociaz jest grozna i wywotuje uzaleznienie, stanowi wazny
czynnik, dla ktérego ludzie palg, ale nie jest gtéwna przyczyna
chordb [2].

Od wielu dekad starania majace na celu redukcje szkéd powo-
dowanych przez palenie sg ukierunkowane na zapobieganie roz-
poczynaniu palenia i promowanie jego rzucenia [3, 4]. Niedawno
opracowana strategia tobacco harm reduction (THR) prezentuje
trzecie, uzupetniajgce podejscie, ktére moze pomdc zredukowac
niekorzystne efekty palenia [5]. Nowoczesna strategia THR opie-
ra sie na przejsciu na mniej szkodliwe produkty, ktére emituja
znacznie nizsze poziomy substancji toksycznych, jednoczeénie
dostarczajac nikotyne w ilosciach poréwnywalnych z papierosa-
mi [2, 6]. Jak zauwazyt McNeil [7]:,Biorac pod uwage, ze nikotyna
sama w sobie nie jest bardzo niebezpiecznym srodkiem, zache-
canie palaczy do uzyskiwania tej substancji ze zrédet, ktére nie
wiaza sie z procesem spalania tytoniu, moze zmniejszy¢ wskaznik
zachorowan i zgondéw bez koniecznosci walki z uzaleznieniem
od nikotyny”. To nowe podejscie jest uzupetnieniem rozwigzan
zmierzajacych do zmniejszenia rozpowszechnienia palenia i ma
na celu zapewnienie palaczom, ktérzy nie rzuca palenia, nowych
produktéw tytoniowych lub zawierajacych nikotyne, ale zna-
czaco mniej toksycznych niz papierosy. Amerykanska ustawa
0 zapobieganiu paleniu i kontroli uzywania tytoniu w rodzinie
(FSPTCA) uwzglednia koncepcje THR oraz definiuje produkt ty-
toniowy o zmodyfikowanym ryzyku (MRTP, modified risk tobacco
product) jako kazdy wyréb tytoniowy, ktéry jest sprzedawany
lub dystrybuowany do uzytku w celu zmniejszenia szkdéd zdro-
wotnych lub ryzyka wystapienia choréb tytoniozaleznych, zwia-
zanych ze sprzedawanymi komercyjnie konwencjonalnymi pro-
duktami tytoniowymi [8].

Wyroby cMRTP (candidate modified risk tobacco products) to
produkty opracowane tak, aby unikna¢ spalania tytoniu i tym

samym znaczaco zmniejszy¢ emisje substancji toksycznych,
a jednocze$nie moc dostarczy¢ dostateczng ilos¢ nikotyny, gwa-
rantujaca satysfakcje sensoryczng, oraz umozliwi¢ zachowanie
rytuatu zblizonego do tego charakterystycznego dla papieroséw.
cMRTP, ktére dostarczaja aerozol zawierajacy nikotyne, bazuja
gtéwnie na dwdch technologiach. Pierwsza to papierosy elek-
troniczne (e-papierosy) generujace aerozol z aromatyzowanego
ptynu (e-liquid) za pomoca elementu grzewczego sktadajacego
sie z grzatki i podajnikéw ptynu. Ogodlnie rzecz biorac, e-liquid to
mieszanina takich sktadnikéw, jak: gliceryna roslinna (VG, vege-
table glycerin), glikol propylenowy (PG, propylene glycol), woda,
nikotyna i substancje smakowe. Druga to urzadzenia do pod-
grzewania tytoniu, ktére podgrzewaja substrat tytoniowy w tem-
peraturach znacznie ponizej tej potrzebnej do spalania, wykorzy-
stujg one albo zrédto ciepta na bazie wegla, albo elektronicznie
sterowany element podgrzewajacy. Prowadzi to do wytworzenia
aerozolu sktadajacego sie przede wszystkim z wody, VG, nikoty-
ny i substancji smakowych zawartych w substracie tytoniowym.
Kazda z tych technologii dostarcza rézne ilosci nikotyny, jak réw-
niez niskie ilosci innych substancji toksycznych, co wynika z ogra-
niczonej degradacji cieplnej podgrzewanego substratu. Dlatego
stosowanie produktéw MRTP nie bedzie pozbawione ryzyka.

Produkt cMRTP moze by¢ autoryzowany przez amerykanska
Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA, Food and Drug Administra-
tion) jako MRTP zgodnie z przepisami ustawy FSPTCA, jesli pro-
dukt rzeczywiscie bedzie znaczaco (Czes¢ A) redukowat szkody
zdrowotne oraz ryzyko choréb tytoniozaleznych u poszcze-
golnych uzytkownikéw tytoniu oraz bedzie (Czes¢ B) wptywat
korzystnie na zdrowie populacji, zaréwno uzytkownikéw pro-
duktow tytoniowych, jak i osoby, ktére obecnie nie uzywaja
wyrobow tytoniowych [9]. To oznacza, ze produkt cMRTP moze
sie przyczyni¢ do redukgji szkdd zdrowotnych w skali populacji,
jesli bedzie nidst za soba znacznie nizsze ryzyko niz papierosy
dla poszczegdlnych uzytkownikéw tytoniu oraz znaczna liczba
obecnych dorostych palaczy bedzie chetna do przejscia na ten
produkt. Z uwagi na to, ze produkty MRTP nie sa pozbawione
ryzyka, oznacza to takze, iz nie powinny one przyciggac¢ oséb,
ktére obecnie nie uzywaja wyrobdéw tytoniowych (tj. tych, ktére
nigdy nie pality, lub bylych palaczy) oraz powinien by¢ uzywany
przez obecnych palaczy zamiast papieroséw, a nie dodatkowo -
oprécz nich [6].

Gftownym celem pracy jest opisanie mozliwego podejscia do
oceny ryzyka raka ptuca, ktére spetnia wymogi Czesci A procedu-

ry wspomnianej powyzej. Kluczowe aspekty dotyczace Czesci B

! Ogoblny termin obejmujacy szkodliwe i potencjalnie szkodliwe skfadniki, wolne rodniki i nanoczasteczki na bazie wegla.

2Podczas gdy wiekszos¢ substancji toksycznych wydziela sie w procesach spalania, specyficzne dla tytoniu nitrozoaminy (TSNA, tobacco-specific nitrosamines) s uwalniane z tytoniu.
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zostaty podkreslone w ustepie Postepowanie w przypadku uzywa-
nia produktu.

Jak juz opisano, istnieje szeroka i zmieniajgca sie gama produk-
téw cMRTP o réznych poziomach emisji i w konsekwencji réznym
ryzyku wywotania choroby nowotworowej [10]. Dlatego wazne
jest, aby ocenic¢ kazdy produkt cMRTP pod wzgledem jego po-
tencjatu redukgji szkod i ryzyka choroby, co zostato oméwione
w ustepie Wyzwania. Jednak ocena taka powinna by¢ przepro-
wadzona z uwzglednieniem danych dotyczacych epidemiologii
palenia i rzucania palenia. W skrécie - skuteczne produkty cMRTP
musza charakteryzowac sie profilem ryzyka, ktore (i) jest znacza-
€0 nizsze niz to powodowane przez palenie papieroséw oraz (ii)
zbliza palacza do rzucenia palenia, co stanowi najlepszg mozliwg
opcje dla palaczy [6].

OD WYZWAN DO POTENCJALNEGO PODEJSCIA DO

OCENY RYZYKA ZACHOROWANIA NA RAKA PLUCA

Palenie jest gtéwna przyczyna raka ptuca i ryzyko to wzrasta wraz
z liczba wypalonych papieroséw oraz czasem trwania palenia
[3, 11]. Wiadomo réwniez, ze ryzyko raka ptuca zaczyna malec¢
z chwilg zaprzestania palenia [12, 13] i zmniejsza sie powoli wraz
z uptywem czasu (ok. 50% redukcji podwyzszonego ryzyka 10 lat
po rzuceniu palenia) [14]. Ten spadek ryzyka zachorowania na
raka ptuca z chwilg zaprzestania palenia wynika z przerwy w eks-
pozycji na substancje toksyczne zawarte z dymie papierosowym.
Dokonanie oceny cMRTP pod katem potencjatu redukgji ryzyka
zachorowania na raka ptuca przed wprowadzeniem lub wkrétce
po wprowadzeniu produktu na rynek jest utrudnione ze wzgledu

RYCINA 1.
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na: (i) brak klinicznych predykcyjnych markeréw ryzyka, pozwala-
jacych przewidywac przyszty rozwoj raka ptuca, (i) pdzne wyste-
powanie objawdw raka ptuca (dekady palenia) oraz (iii) powolng
redukcje podwyzszonego ryzyka z chwilg rzucenia palenia i a for-
tioriz chwilg przejscia na cMRTP. Dlatego jest prawdopodobne, ze
tylko wieloletnie badania epidemiologiczne dadza definitywne
odpowiedzi na to kluczowe pytanie i pozwolg (a) zweryfikowac,
czy cMRTP redukuje ryzyko raka ptuca, oraz (b), jesli tak — okresli¢
ilosciowo redukcje podwyzszonego ryzyka raka ptuca zwigzang
z przejsciem na cMRTP. Aby to byto mozliwe, produkty cMRTP
musiatyby by¢ dostepne na rynku i wykorzystywane jako jedyne
wyroby tytoniowe przez duza liczbe obecnych palaczy. W tym
kontekscie proponujemy, aby podejscie oparte na tym mecha-
nizmie stanowito mocna podstawe, by pokazac jeszcze przed
wprowadzeniem produktu na rynek, ze przejscie na cMRTP moze
znaczaco zredukowac u palacza ryzyko raka ptuca. Podejscie to
opiera sie na uprzednio opisanym przyczynowym tancuchu zda-
rzen, ktéry prowadzi od palenia papieroséw do rozwoju choroby
[6] i opiera sie na zasadach toksykologii systemow (ryc. 1) [15].

Rak ptuca zwiazany z paleniem papieroséw jest indukowany
wskutek chronicznego narazenia na rakotwdrcze substancje
toksyczne zawarte w dymie tytoniowym. Te substancje zapoczat-
kowuja kluczowe procesy prowadzace do rozwoju nowotworu.
Rakotworcze substancje toksyczne zawarte w dymie papiero-
sowym, takie jak: TSNA, metabolity wielopierscieniowych we-
glowodoréw aromatycznych (PAH, polycyclic aromatic hydrocar-
bons), wolne rodniki (w tym reaktywne formy tlenu [ROS, reactive
oxygen species] oraz reaktywne formy azotu [RNS, reactive nitro-
gen species]), jak rowniez rézne aldehydy, powoduja uszkodze-

Podejscie do raka ptuca w oparciu o hipoteze Balkwill i Mantovaniego: ,Jesli uszkodzenia genetyczne sa zapatka, ktéra zapala ogien raka, to pewne
rodzaje stanu zapalnego moga stanowic paliwo, ktére podsyca ptomienie”. Rakotwdrcze substancje toksyczne obejmuja czynniki rakotwoércze, wolne

rodniki, jak réwniez czynniki indukujace ROS/RNS.

Uszkodzenia genetyczne
,zapatka, ktéra zapala ogien”

Stan zapalny
spaliwo, ktére podsyca ptomienie”

T T

Rakotworcze substancje toksyczne:
+ czynniki rakotwoércze

+ wolne rodniki

« czynniki indukujace ROS/RNS

:

Inicjacja nowotworu —_—

Czy przejscie z papieroséw na cMRTP:
+ Zmniejsza uszkodzenia genetyczne?
+ Redukuje proces zapalny?

+ Redukuje ryzyko raka ptuca?

HPHC
Wolne rodniki
Nanoczasteczki

l

«——— Progresja i inwazyjno$¢ nowotworu

cMRTP (candidate modified risk tobacco products) - potencjalny produkt tytoniowy o zmodyfikowanym ryzyku; HPHC (harmful and potentially harmful constituents) —

szkodliwe i potencjalnie szkodliwe sktadniki.
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nia genetyczne, ktére moga prowadzi¢ do utraty mechanizméw
kontroli prawidtowego wzrostu i proliferacji komoérek [16-18].
Substancje toksyczne w dymie papierosowym powoduja takze
przewlekty stan zapalny [19-21], ktéry sprzyja rozwojowi nowo-
tworu [22, 23]. Przewlekly stan zapalny i stres oksydacyjny zostaty
uznane za kluczowe mechanizmy lezace u podstaw wszystkich
gtéwnych choréb zwigzanych z paleniem (Raport Naczelnego Le-
karza USA 2010, Jak dym tytoniowy wywotuje choroby: biologiczne
i behawioralne podstawy chordéb zwigzanych z paleniem) [3].

Balkwill i Mantovani wysuneli hipoteze, ze ,jesli uszkodzenia ge-
netyczne s zapatka, ktéra zapala ogien raka, to pewne rodzaje
stanu zapalnego moga stanowic paliwo, ktére podsyca ptomie-
nie” [24]. Ta hipoteza jest spdjna z dwoma charakterystycznymi
czynnikami, ,niestabilnoscia genomu i mutacjami” oraz ,zapa-
leniem sprzyjajacym rozwojowi nowotworu’, ktére prowadzg
do nabycia cech charakterystycznych dla raka, zdefiniowanych
przez Hanahana i Weinberga [25]. To umozliwia okreslenie ram
do opracowania podejscia majacego na celu ocene cMRTP pod
wzgledem ich potencjatu redukgji ryzyka raka ptuca. Podejscie
to jest oparte na trzech istotnych pytaniach, na ktére mozna od-
powiedzie¢, wykorzystujac dane z badan nieklinicznych i klinicz-
nych, jeszcze przed wprowadzeniem na rynek cMRTP (ryc. 1):
«  Czy przejécie z papieroséw na cMRTP redukuje uszkodzenia
genetyczne?
+  Czy przejscie z papieroséw na cMRTP zmniejsza proces za-
palny?
«  Czy przejscie z papieroséw na cMRTP zmniejsza ryzyko raka
ptuca?

W oparciu o hipoteze Balkwill i Mantovaniego pozytywna odpo-
wiedz na pierwsze dwa pytania powinna prowadzi¢ do pozytyw-
nej odpowiedzi na trzecie. Pozytywna odpowiedz na wszystkie
trzy pytania wskazywataby, ze jest dos¢ prawdopodobne, ze przej-
$cie z palenia papieroséw na cMRTP redukuje ryzyko raka ptuca.

Ocena ryzyka zachorowania na raka ptuca
Zaproponowane podejscie bazuje na odpowiedzi na trzy pyta-
nia sformutowane w poprzednim ustepie w oparciu o dowody
naukowe wskazujace, ze aerozol cMRTP w poréwnaniu zdymem
papierosowym ma znaczaco zredukowany wptyw na dyskretne
zdarzenia przyczynowo-skutkowe, ktére facza palenie z choroba
[6]. Te kroki skupiaja sie na szczegétowej analizie: (i) sktadu aero-
zolu cMRTP, (i) narazenia ludzi na substancje toksyczne oraz (iii)
wpltywu aerozolu na mechanizmy biologiczne zwigzane z tok-
sycznoscig i rozwojem choroby w badaniach laboratoryjnych
i klinicznych [6].

6

Pytanie 1. Czy przejscie z papieroséow na cMRTP redukuje
uszkodzenia genetyczne?

Dym papierosowy zawiera wiele rakotwdrczych substancji tok-
sycznych, takich jak: czynniki rakotwdrcze, wolne rodniki i czyn-
niki indukujace ROS/RNS. Palenie papieroséw prowadzi do ab-
sorpgji tych rakotwdrczych substancji toksycznych, wiele z nich
moze taczyc sie z DNA bezposrednio lub po aktywacji poprzez
drogi enzymatyczne [26], tworzac addukty DNA. DNA moze by¢
takze zmienione w wyniku uszkodzen oksydacyjnych indukowa-
nych przez wolne rodniki, takie jak ROS i RNS, zawarte w dymie
papierosowym lub wytworzone endogennie przez komoérki na-
razone na sktadniki dymu papierosowego [27-30].

Uszkodzenia DNA aktywuja ztozone mechanizmy kontrolne
i systemy naprawcze komérki [17]. Z uwagi na to, ze ten system
naprawczy nie jest pozbawiony btedoéw, tancuch DNA zostaje
przerwany i moze dojs¢ do substytucji nukleotydéw, a nagro-
madzenie sie zmian genetycznych powoduje w konsekwenc;ji
niestabilno$¢ genomu. W wiekszosci przypadkéw btedy te pro-
wadza do powstania dysfunkcyjnych komérek lub do zaprogra-
mowanej $mierci komorki. Jednakze czasem moze to stanowic
przyczyne mutacji aktywujacych w onkogenach, w genach czyn-
nikdw wzrostu i ich receptoréw lub mutacji dezaktywujacych
w supresorach nowotworowych, co z kolei prowadzi do zmian
w czynnosci komérek. Zmiany te moga skutkowa¢ generowa-
niem populacji komérek nowotworowych z potencjatem do
tworzenia guzéw nowotworowych w $rodowisku tkankowym

objetym przewleklym stanem zapalnym [16, 31].

Przyczynowo-skutkowy taricuch zdarzen tqczqcy palenie
tytoniu z uszkodzeniami genetycznymi

Aby odpowiedzie¢ na pierwsze pytanie, musimy wzig¢ pod
uwage przyczynowo-skutkowy tancuch zdarzen taczacy palenie
z uszkodzeniami genetycznymi: ,Emisja rakotwdrczych substan-
¢ji toksycznych” powoduje ,narazenie na rakotwdrcze substancje
toksyczne”, co z kolei prowadzi do ,metabolicznych reakgji na
narazenie ze strony substancji toksycznych, genotoksycznosci
i uszkodzenia DNA". Redukcja emisji rakotwdrczych substancji
toksycznych powinna zatem prowadzi¢ do zmniejszenia nara-
Zenia na te substancje toksyczne, do redukcji uszkodzerh DNA
i genotoksycznosci oraz redukcji metabolicznych reakcji na to

narazenie.

W celu zgromadzenia wynikéw badan dla kazdego etapu w tym
przyczynowo-skutkowym tancuchu zdarzer nalezy réwnolegle
przeprowadzi¢ badania sktadu chemicznego aerozolu, badania
przedkliniczne oraz kliniczne (ryc. 2).
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RYCINA 2.

Czy przejscie z papieroséw na cMRTP redukuje uszkodzenia genetyczne? Potaczenie badan klinicznych, badan na modelach zwierzecych in vivo,
badan in vitro na komoérkach ludzkich oraz badan chemicznych aerozolu moze zapewni¢ niezbedne dowody, by odpowiedzie¢ na to pytanie.
Rakotworcze substancje toksyczne obejmuja czynniki rakotwdrcze, wolne rodniki, jak réwniez czynniki indukujace ROS/RNS.

Czy przejscie z papieroséw na cMRTP
redukuje uszkodzenia genetyczne?

Uszkodzenia genetyczne
,zapatka, ktéra zapala ogien”

Dowody naukowe z badan oceniajacych cMRTP

Zredukowana emisja rakotwoérczych suk |
v

Zredukowane narazenie na rakotworcze

cji toksycznych

b @

substancje toksyczne
Rakotworcze substancje toksyczne: * +
« czynniki rakotworcze *
+ wolne rodniki Zredukowane A edukowana Zredukowane

metaboliczne reakcje na
narazenie na rakotworcze |
substancje toksyczne

@

+ czynniki indukujace ROS/RNS

:

Inicjacja nowotworu

uszkodzenia DNA

£ S

genotoksycznos¢

badan in vitro, in vivo oraz badan klinicznych

Pofaczenie badan sktadu chemicznego aerozolu,

=

ke
v v

Zredukowane uszkodzenia genetyczne

badania sktadu
Rodzaje badan: ﬁ} kliniczne @ invivo @ in vitro A chemicznego aerozolu

cMRTP (candidate modified risk tobacco products) - potencjalny produkt tytoniowy o zmodyfikowanym ryzyku.

Emisja rakotworczych substancji toksycznych. Przestanka,
dla ktérej cMRTP powoduje mniejsze uszkodzenia genetycz-
ne niz papierosy, jest to, ze cMRTP musi emitowac znaczaco
nizsze stezenia rakotwdrczych substancji toksycznych niz
papierosy. Emisja zaréwno rakotwdrczych, jak i nierakotwor-
czych szkodliwych i potencjalnie szkodliwych sktadnikéw
(HPHC, harmful and potentially harmful constituents) moze
by¢ zmierzona w aerozolu cMRTP, a takze w dymie papieroso-
wym metodami chemii analitycznej. Stezenia HPHC [32-34]
emitowane przez cMRTP moga by¢ tym samym poréwnane
z tymi emitowanymi przez referencyjne papierosy, takie jak

substancje toksyczne dzieki przejsciu na wyroby tytoniowe
cMRTP powinna by¢ takze znaczaca redukcja mutagennosci
w stosunku do uktadu moczowego (biomarkera catkowitej
ekspozycji genotoksycznej) w pordéwnaniu z ciaggtym pale-
niem papieroséw. Genotoksycznos¢ wobec uktadu moczo-
wego powinna by¢ zblizona do obserwowanej u 0séb, ktére
odstawity palenie [37]. Redukcja ekspozycji na rakotwoércze
substancje toksyczne powinna zosta¢ réwniez oceniona
zarébwno w badaniach in vitro [40], jak i in vivo [41]. Jest to
istotny krok dla kontroli jakosci i interpretacji badan przed-
klinicznych.

3R4F z Uniwersytetu Kentucky. W kontekscie ryzyka raka nie 3. Reakcje metaboliczne na ekspozycje na rakotworcze
nalezy skupia¢ sie jedynie na redukgji znanych czynnikéw substancje toksyczne. Znaczaca redukcja narazenia na
rakotworczych zawartych w dymie papierosowym, trzeba czynniki rakotwdrcze (w tym PAH), wolne rodniki (w tym ROS
réwniez ustali¢, czy emisja wolnych rodnikéw (w tym ROS i RNS) oraz inne oksydacyjne czynniki stresogenne (takie jak
i RNS) jest mniejsza [35]. aldehydy) powinna prowadzi¢ do istotnego obnizenia akty-
Narazenie na rakotwdrcze substancje toksyczne. Zna- wacji metabolizmu ksenobiotycznego i odpowiedzi na stres
czaca redukcja emisji rakotwdrczych substancji toksycznych oksydacyjny.

powinna prowadzi¢ do znaczacej redukcji narazenia na te

substancje u uczestnikéw badan klinicznych, ktérzy przerzu- Aktywacja i/lub zwigkszenie ekspresji wielu enzyméw meta-
caja sie z palenia papieroséw na uzywanie cMRTP. Poziomy bolizmu ksenobiotycznego wynika z narazenia na substan-
redukcji ekspozycji powinny by¢ zblizone do poziomdw re- cje chemiczne, ktére moga stuzy¢ jako substraty. PAH obecne
dukcji obserwowanych u oséb badanych, ktére powstrzyma- w dymie, takie jak benzo[a]piren, prowadza do zwiekszonej
ty sie od palenia przez okres trwania badania [36-39]. Bez- ekspresji enzyméw nalezacych do rodzin cytochroméw
posrednia konsekwencja redukcji narazenia na rakotwércze P450 1A (CYP1A)i 1B (CYP1B). Dlatego enzymy te sg uzytecz-
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nymi markerami w ocenie reakcji na ekspozycje. W szczegol-
nosci CYP1A2, wazny w procesach eliminacji srodowisko-
wych substancji chemicznych, jest silnie indukowany przez
PAH. Redukcja narazenia na PAH powinna zatem prowadzic¢
do redukgji ekspresji genow CYPTA i CYP1B, ilosci biatek i ak-
tywnosci enzymatycznej.

Stres oksydacyjny wynika z zaburzenia rownowagi pomiedzy
stezeniami oksydantéw i antyoksydantéw. Ten brak réwno-
wagi pozwala ROS i innym formom reaktywnym, zawartym
w dymie papierosowym lub generowanym endogennie,
na bezposrednie oddziatywanie na komponenty komor-
kowe, co prowadzi do uszkodzenia lipidéw, biatek i DNA.
Glutation (GSH) to silny i niezbedny wewnatrzkomérkowy
zmiatacz wolnych rodnikéw i czynnik detoksykacji oksydan-
téw. Dla przyktadu ROS utlenia GSH do dwusiarczku GSH
(GSSH), podczas gdy pozostate HPHC zawarte w dymie pa-
pierosowym, takie jak akroleina [42], beda taczyty sie z GSH
za posrednictwem innych mechanizméw. Podsumowujgc,
mechanizmy detoksykacji oksydantéw beda prowadzity do
wyczerpania puli GSH, jesli narazenie na oksydanty bedzie
wigksze niz zdolno$¢ komérki do wyprodukowania i odzy-
skania utlenionego GSH. Prébujac przeciwdziata¢ wyczerpa-
niu puli GSH, komérki narazone na dym papierosowy beda
zwiekszaty ekspresje enzymdw zaangazowanych w biosyn-
teze nowego GSH (GCLM i GCLC) oraz konwersje GSSG do
GSH (GSR). Redukcja narazenia na wolne rodniki i inne ok-
sydacyjne czynniki stresogenne powinna zatem prowadzi¢
do zmniejszenia ubytku GSH i réwnolegtej redukgji ekspresji
gendéw odpowiedzi na stres oksydacyjny, w tym tych zaanga-
zowanych w podtrzymanie puli GSH.

W ramach badan klinicznych i badan in vivo mozliwa jest oce-
na wptywu zaprzestania przez palacza palenia papieroséw
i rozpoczecia stosowania cMRTP na odpowiedz na ekspozy-
cje poprzez pomiar odpowiednich biomarkeréw. Na przyktad
mozliwy jest pomiar aktywnosci enzymu CYP1A2 w osoczu,
ktéra powinna by¢ zredukowana w wyniku przejscia z pale-
nia papieroséw na stosowanie cMRTP w podobnym stopniu
co w wyniku abstynencji od palenia [37]. Podobnie narazenie
na dym papierosowy powinno indukowac ekspresje zarow-
no gendw, jak i biatek watrobowego CYP1A2 u myszy, pod-
czas gdy ekspozycja na aerozol cMRTP nie powinna wywoty-
wac takich skutkéw [43]. Zaréwno w badaniach klinicznych,
jak i nieklinicznych badaniach in vivo mozna oceni¢ poziom
stresu oksydacyjnego za posrednictwem pomiaru stezenia
w moczu biomarkeréw, takich jak 8-epi-prostaglandyna F2a
[44], dwualdehyd malonowy lub 4-hydroksynonenal [41]. Ich
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stezenia powinny by¢ zredukowane w podobnym stopniu
po catkowitej zamianie palenia papieroséw na stosowanie

cMRTP i w wyniku abstynencji od palenia.

Réznice w metabolizmie ksenobiotykéw i reakcjach na stres
oksydacyjny moga by¢ takze ocenione w organotypowych
kulturach ludzkiego nabtonka drég oddechowych hodo-
wanego na granicy faz powietrze-ciecz (ALl, air-liquid in-
terface). Wykazano np., ze ekspozycja tych hodowli na dym
papierosowy dobrze odzwierciedla liczne zmiany ekspresji
gendw indukowane przez palenie i obserwowane podczas
biopsji drég oddechowych palaczy [45]. Ekspozycja na ae-
rozol cMRTP powinna zatem powodowa¢ w tych kulturach
znacznie zmniejszong i tymczasowa ekspresje gendw zaan-
gazowanych w metabolizm ksenobiotykdéw (np.: CYPTAT,
CYP1B1, AKR1B/1C, ALDH3A1) oraz stres oksydacyjny
(np.: NQO1, TXNRD1, GCLM/C, GSR, SRXN1) w stosunku do
efektu dymu papierosowego [40, 46].

Ponadto aerozol cMRTP powinien mie¢ mniejszy wptyw na
wewnatrzkomérkowa pule GSH i powstawanie ROS niz dym
papierosowy. Te punkty koricowe w badaniach toksycznosci
moga by¢ przyktadowo ocenione w normalnych hodowlach
ludzkich komoérek nabtonka oskrzeli przy zastosowaniu high-
-content screening [47, 48]. Tego typu badania moga dodat-
kowo dostarczy¢ uzytecznych pomiaréw ekspresji gendw,
ktérych wyniki moga by¢ wykorzystane do poréwnania me-
tabolizmu ksenobiotykéw i reakcji na stres oksydacyjny wy-
wotanych przez aerozol cMRTP i dym papierosowy [42, 47].
Genotoksycznos¢é. Bezposrednim nastepstwem redukgji
emisji rakotworczych substancji toksycznych w aerozolach
c¢MRTP powinna by¢ znacznie zredukowana mutagenno$¢
i genotoksycznos¢, wykazana w standardowych testach ko-
morkowych, takich jak: test Amesa, test mikrojader in vitro
i test na komorkach chtoniaka mysiego [32, 50].
Uszkodzenie DNA. Aby potwierdzi¢ zredukowang geno-
toksyczno$¢ aerozolu ctMRTP, biologiczna reakcja na uszko-
dzenia DNA moze by¢ oceniona in vitro. Zakres peknie¢
podwdjnej nici DNA jest odzwierciedlony juz we wczesnej
fazie reakcji na uszkodzenia DNA (DDR, DNA damage respon-
ses) przez wzrost stezenia yH2AX [50]. Badanie majace na
celu ocene stezenia yH2AX w ludzkich komérkach nabton-
ka oskrzeli moze by¢ zatem wykorzystane do oceny réznicy
w zakresie peknie¢ podwdjnej nici DNA pomiedzy ekspo-
zycja na aerozol cMRTP a ekspozycjg na dym papierosowy
[47, 48]. Dlatego badania in vitro oraz in vivo pozwalajg zmie-
rzy¢ wzgledne poziomy ekspresji genéw zaangazowanych
w mechanizmy DDR oraz dostarczaja dowodéw potwierdza-
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jacych, ze aerozol cMRTP powoduje mniej uszkodzen DNA
niz dym papierosowy w narazonych tkankach [40, 41, 46].

Podsumowujac, znaczaca redukcja na wszystkich etapach
przyczynowo-skutkowego fancucha reakgji taczacego palenie
papieroséw z uszkodzeniami genetycznymi wykazataby, ze
aerozol cMRTP powoduje mniej uszkodzen genetycznych niz
dym papierosowy (ryc. 2). To za$ wskazywatoby, ze przejscie
palacza na stosowanie cMRTP ograniczy ryzyko indukcji nowo-

tworu.

Pytanie 2. Czy zastapienie palenia papieroséw stosowaniem
cMRTP redukuje stan zapalny?

Stan zapalny a rak

Wiele nowotworéw powstaje w obszarach przewlektego stanu
zapalnego, ktéry odgrywa gtéwna role w inwazji i progresji gu-
z6w nowotworowych, a takze w powstawaniu przerzutow, w du-
zej mierze poprzez aktywacje mechanizméw za posrednictwem
cytokin, zaangazowanych w naprawe tkanek, proliferacje komoé-
rek i angiogeneze [20, 22, 51-53]. Ponadto stan zapalny moze
sie takze przyczynia¢ do inicjacji nowotworu, poniewaz aktywo-
wane komorki zapalne moga sprzyjac tworzeniu sie ROS i RNS,
co z kolei moze indukowa¢ uszkodzenia genetyczne [20, 22].
W konsekwencji redukgji stanu zapalnego powinna towarzyszy¢
redukcja ryzyka zachorowania na raka, co potwierdzaja najnow-
sze obserwacje, zgodnie z ktdrymi zmniejszenie nasilenia stanu
zapalnego (np. poprzez przewlekte stosowanie niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych) moze redukowac smiertelno$¢ w raku
jelita grubego i raku ptuca [54-56]. Ostatnie badania obejmujace
leczenie przeciwzapalne pacjentéw z POChP i CVD wykazaty ob-
nizenie ryzyka rozwoju raka ptuca jako schorzenia wspdtistnieja-

cego w tej populacji pacjentéw [57, 58].

Stan zapalny ma szczegdlne znaczenie patofizjologiczne w przy-
padku choréb ptuc i raka ptuca, poniewaz przewlekte zapalenie
oskrzeli wywotywane przez ekspozycje na azbest, krzemion-
ke, dym i inne toksyny wziewne prowadzi do ciagtej reakcji za-
palnej, co znaczaco zwieksza ryzyko rozwoju raka ptuca [59].
Potwierdza to takze fakt, Ze rak ptuca jest czesto schorzeniem
wspotistniejacym z POChP, czyli najwazniejszg zapalng choroba
ptuc wywotana przez narazenie na dym. W rzeczy samej wyka-
zano, ze stadium | lub Il POChP oraz obecno$¢ rozedmy ptuc to
jedne z najsilniejszych niezaleznych czynnikéw ryzyka rozwoju
raka ptuca, a wspotczynnik ryzyka wynosi odpowiednio 1,41 3,5,
jak zaobserwowano w badaniu Pittsburgh Lung Screening Study
[23, 60]. Nie jest to zaskakujace, poniewaz u podtoza POChP

J.Hoeng, S. Maeder, P Vanscheeuwijck, M.C. Peitsch

i raka ptuca leza wspélne mechanizmy patogenezy, takie jak stres
oksydacyjny i przewlekty proces zapalny [59].

Zapalenie ptuc wynikajace z narazenia na dym jest wywotywane
przez czastki state i cze$ciowo aldehydy, co prowadzi do pod-
wyzszenia stezed m.in. interleukiny 8 (IL-8) i biatka chemotak-
tycznego monocytéw typu 1 (MCP-1) zaréwno w ptucach myszy,
jak i cztowieka [19, 61, 62]. Uwaza sie takze, ze narazenie na dym
prowadzi do aktywowania inflamasomu biatka receptorowego
NOD-podobnego 3 (NLRP3) [63] wraz z nastepczym miejscowym
uwolnieniem aktywnej interleukiny 1B (IL-1p), co indukuje pro-
ces zapalny, a tym samym moze prowadzi¢ u myszy zaréwno do
przewlektego zwtdknienia, jak i do raka [64]. W 1996 r. Kuschner
i wsp. wykazali, ze liczby makrofagéw, neutrofili oraz stezenie
IL-1B i IL-8 sq zwiekszone w mikrosrodowisku ptucnym palaczy
w zakresie zaleznym od dawki [19]. Od dawna wiadomo, ze u my-
szy aktywacja inflamasomu oraz IL-1B przyspiesza inwazyjnos$c
nowotworu, jego wzrost i rozprzestrzenianie sie przerzutéw [65].
Dla przyktadu u myszy z niedoborem IL-1 nie rozwinely sie ani
miejscowe guzy, ani przerzuty do ptuc po miejscowej lub dozyl-
nej inokulacji komoérek czerniaka, co sugeruje, ze zapalenie indu-
kowane przez IL-18 ma wptyw na inwazyjnos¢ juz istniejacych
komérek nowotworowych [65]. Obserwacja ta, dotyczaca mo-
delu zwierzecego, znalazta ostatnio potwierdzenie w wynikach
badania Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes
Study (CANTOS) [58]. Terapia z zastosowaniem kanakinumabu,
przeciwciata monoklonalnego przeciwko IL-1(, doprowadzita do
zaleznej od dawki redukgji stezerh markeréw zapalnych, takich
jak wysokoczute biatko C-reaktywne i interleukina 6 (IL-6), jak
rowniez do redukcji zachorowalnosci i Smiertelnosci z powodu
raka ptuca. Podsumowujac, obserwacje te pokazuja, ze przewle-
kfa aktywacja inflamasomu NLRP3 i nastepczy stan zapalny row-

niez odgrywaja role w rozwoju raka ptuca.

Nanoczgstki oparte na weglu

Oprécz HPHC i wolnych rodnikéw procesy niecatkowitego spa-
lania generuja réwniez state nano- i mikroczastki na bazie wegla
[66]. Poniewaz spalanie tytoniu nie jest catkowite, dym papiero-
sowy zawiera takze state nanoczastki na bazie wegla (cbNP) [67],
co jest spojne z procesami uczestniczacymi w powstawaniu sa-
dzy podczas spalania [66]. Nanoczastki cbNP sktadaja sie, przy-
najmniej w czesci, z substancji humusopodobnych [67] oraz PAH
[68] otaczajacych rdzen z wegla elementarnego.

HPHC sa gtéwnym elementem zwigzanym z toksycznoscig dymu
papierosowego, wazne jest jednak réwniez uwzglednienie skut-
kéw zdrowotnych cbNP, generowanych podczas spalania ty-
toniu, a takze ich wplywu na uszkodzenie ptuc. Liczne badania
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in vivo oraz in vitro wykazaty, ze nanoczastki o bardzo szerokim
zakresie rozmiardéw, ksztattéw i sktadu powoduja zapalenie ptuc
[69, 70]. Wykazano tez, iz ekspozycja oséb na sadze ztozong
z nanoczastek stanowi przyczyne zwigkszenia stezenia cytokin
prozapalnych oraz pogorszenia funkgji ptuc [71].

Narazenie ptuc na dziatanie drobnych czastek statych, takich jak
krysztaty MSU, azbest i krzemionka krystaliczna, prowadzi do
utrzymujacego sie procesu zapalnego, gtdwnie za posrednic-
twem inflamasomu NLRP3 [72]. Podobnie narazenie ptuc myszy
na nanoczastki sadzy powoduje aktywacje inflamasomu NLRP3,
co z kolei prowadzi do uszkodzenia i rozedmy ptuc [73]. Jest to
zgodne z poprzednimi obserwacjami, ze narazenie na cbNP pro-
wadzi do zwiekszenia stezer IL-1B u myszy [73] oraz ludzi [71].
Wykazano takze, iz cbNP akumuluja sie w komoérkach dendry-
tycznych prezentujacych antygen pochodzacych z rozedmowej
tkanki ptucnej palaczy [73] oraz iz dym papierosowy aktywuje
inflamasom NLRP3 [63], co jest rOwniez zgodne z obserwacja, ze
stezenia IL-1f3 s podwyzszone w ptucach palaczy [19].

Podsumowujac, wskazane badania sugeruja, iz czastki cbNP
moga mie¢ udziat w prozapalnym dziataniu dymu papieroso-

wego.

Przyczynowo-skutkowy taricuch zdarzen tqczqcy palenie

ze stanem zapalnym

Aby odpowiedzie¢ na drugie pytanie, musimy wziag¢ pod uwage
przyczynowo-skutkowy tancuch zdarzen taczacy palenie z zapa-

RYCINA 3.

leniem ptuc: ,Emisja substancji toksycznych” stanowi przyczyne
,harazenia na substancje toksyczne’, a to prowadzi do,zapalenia

ptuc”.

Redukcja emisji substancji toksycznych powinna zatem prowa-
dzi¢ do redukgji narazenia na substancje toksyczne, co z kolei po-
winno prowadzi¢ do redukgji stanu zapalnego w ptucach.

Potaczenie kilku linii dowodowych moze by¢ wykorzystane do

odpowiedzi na drugie pytanie (ryc. 3).

1. Emisja substancji toksycznych. Jak zaznaczono w poprzed-
nim ustepie, cMRTP emitujg znacznie nizsze stezeniazaréwno
rakotworczych, jak i nierakotwérczych HPHC [32-35], w tym
aldehydy, o ktérych wiadomo, ze aktywuja procesy zapalne
(np. uwolnienie IL-8 i MCP-1) [61, 62]. Co wazne, aerozole
cMRTP powinny w zatozeniu sktadac sie jedynie z kropelek
cieczy i zawiera¢ mato lub nie zawierac¢ wcale cbNP z powo-
du braku spalania w tych produktach. Aby zweryfikowac ten
argument, opracowaliémy niedawno metode ilosciowego
oznaczania stezenia cbNP w dymie papierosowym i aerozo-
lach cMRTP. Metoda ta wymaga usuniecia z dymu lub aero-
zolu ich lotnych skfadnikdw, innymi stowy - fazy ciektej cza-
stek aerozolu, przed oznaczeniem ilosci pozostatych czastek
statych. Wykonuje sie to za pomocg komercyjnie dostepnego
termodenudera Dekati® w temperaturze 300°C [74]. Analiza
materiatu przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektro-
nowego wykazafa, ze dym papierosa referencyjnego 3R4F
zawierat ok. 6 x 10" ultradrobnych czastek statych, ktérych

Czy zastapienie palenia papieroséw stosowaniem cMRTP redukuje stan zapalny? Potaczenie danych z badan klinicznych, badan na zwierzetach
(in vivo), badan in vitro oraz badan sktadu chemicznego aerozolu moze zapewni¢ odpowiedz na to pytanie.

Wyniki badan oceniajacych cMRTP

Zredukowana emisja HPHC i wolnych rodnikéw;

brak nanoczastek weglowych

v '

Zmniejszone narazenie
na HPHC i wolne

Zredukowane
uszkodzenia DNA
rodniki

i@ &3
' '

Redukcja stanu zapalnego w ptucach

N

> Redukcja stanu zapalnego

Czy przejscie na cMRTP redukuje stan zapalny?

Stan zapalny
»paliwo, ktore podsyca ogien”

HPHC
Wolne rodniki
Nanoczastki

l

Progresja i inwazyjnos¢
nowotworu

Potaczenie badan sktadu
badan klinicznych

badania sktadu

Rodzaje badar: @ Kliniczne @ in vivo @ in vitro A

chemicznego aerozolu

chemicznego aerozolu, badan in vitro, in vivo oraz

CcMRTP (candidate modified risk tobacco products) - potencjalny produkt tytoniowy o zmodyfikowanym ryzyku; HPHC (harmful and potentially harmful constituents)

- szkodliwe i potencjalnie szkodliwe sktadniki.
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mediana $rednicy wynosita 75 nm (90% czastek miato $red-
nice 20-120 nm) [74]. Przy uwzglednieniu rozktadu rozmiaru
tych czastek [74] oraz gestosci wegla odpowiadajacej grafito-
wi (1,8-2,1 g/cm?®) obliczona masa catkowita 6 x 10" czastek
wynosi 626-730 ug/papieros. Udziat frakcji czastek o wielko-
$ci pomiedzy 20 a 100 nm to 291-340 ug/papieros. Ozna-
czone czastki cbNP sktadaly sie gtéwnie z wegla, niewielkich
ilosci tlenu oraz sladowych ilosci potasu, chloru, glinu i krze-
mu [74]. Dla kontrastu - przeanalizowany aerozol cMRTP nie
zawierat mierzalnej ilosci statych cbNP [74]. Dlatego aerozole
cMRTP, czy to generowane przez wyroby tytoniowe do pod-
grzewania, czy tez przez e-papierosy, powinny w zatozeniu
sktadac¢ sie wytacznie z czastek cieczy. Toksycznos¢ takich
kropelek/czastek cieczy stanowi funkcje ich sktadu chemicz-
nego, tj. substancji toksycznych, ktére zawieraja.

Narazenie na substancje toksyczne. Podobnie jak w przy-
padku zmniejszonego narazenia na czynniki rakotwoércze,
0 czym mowa w poprzednim ustepie, redukcja catkowitej
emisji substancji toksycznych powinna prowadzi¢ do znacz-
nej redukcji narazenia na substancje toksyczne zaréwno
w badaniach laboratoryjnych, jak i klinicznych. Podczas gdy
poziomy ekspozycji na rézne nierakotworcze HPHC, takie jak

J.Hoeng, S. Maeder, P Vanscheeuwijck, M.C. Peitsch

tlenek wegla i akroleina, moga by¢ oznaczane w badaniach
klinicznych, jak zarysowano powyzej, ekspozycja na cbNP nie
moze podlegac takiej ocenie. Dlatego tez musza by¢ zastoso-
wane alternatywne metody badawcze. Dla przyktadu odno-
towalismy fakt, ze dym papierosowy, w przeciwienstwie do
aerozolu w podgrzewanym produkcie tytoniowym, powodu-
je odbarwienie stomatologicznych zywic kompozytowych
wykorzystanych do wypetnien, jak réwniez przebarwia ludz-
ka zebine i szkliwo [75]. Ponadto w ostatnim, 6-miesiecznym
badaniu inhalacji e-liquidem przeprowadzonym u myszy
zaobserwowalismy, ze ptuca myszy narazonych na dziatanie
dymu papierosowego miaty ciemny kolor, podczas gdy te
narazone na dziatanie aerozolu z e-liquidu byty takiego sa-
mego, jasnego koloru jak u myszy wystawionych na swieze
powietrze (ryc. 4). Dym papierosowy zawiera wiele substan-
¢ji chromogennych, ale przebarwienia stomatologicznych
zywic kompozytowych i ptuc u myszy najprawdopodobniej
sg spowodowane odktadaniem sie cbNP.

Stan zapalny ptuc. Wspomniane redukcje narazenia na sub-
stancje toksyczne powinny w nastepnej kolejnosci prowa-

dzi¢ do redukgji stanu zapalnego ptuc.

RYCINA 4.

Zmiana barwy tkanki ptuca. A. Myszy byly narazone przez 3 h dziennie, 5 dni na tydzien, przez 6 miesiecy na dziatanie Swiezego powietrza, dymu
papierosa referencyjnego 3R4F lub aerozolu smakowego e-liquidu zawierajacego 66,7% PG, 28,5% VG, 4,8% nikotyny i 0,12% mieszanki substancji
smakowych. Stezenie nikotyny wynosito 36,7 ug/I w badanej atmosferze. Ptuca zostaty przeptukane roztworem chlorku sodu buforowanym fosfora-
nami (PBS, phosphate buffered saline), aby pobra¢ poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe (BALF, bronchoalveolar lavage fluid). Przeptukane lewe ptuca
zostaty zobrazowane w trakcie zanurzenia w PBS. B. Srednie nasycenie pikseli na zdjeciu ptuc okreslono przy uzyciu oprogramowania do analizy obrazu
Visiopharm®; zakres nasycenia pikseli od 0 (czarne) do 255 (biate).

A Dym papierosa 3R4F Aerozol z e-liquidu
[Eoin] T L B - e
B 250 Srednie nasycenie pikseli
2 200 -
H
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2
o
<100
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Rozlegtos¢ zapalenia ptuc mozna zmierzy¢ w mysim modelu
choroby. Badania te powinny potwierdzi¢, ze narazenie na dym
papierosowy powoduje stan zapalny w ptucach (kontrola do-
datnia), podczas gdy aerozole cMRTP maja bardzo ograniczony
efekt w tym zakresie [41]. Ponadto niezbedny jest schemat ba-
dania obejmujacy zaréwno grupe uczestnikéw, u ktérych pale-
nie papieroséw zostato zastapione wyrobami cMRTP, jak i grupe
uczestnikéw, ktorzy zupetnie zaprzestali palenia (narazenie na
dym papierosowy przez kilka miesiecy, a nastepnie narazenie na
dziatanie aerozolu cMRTP lub swiezego powietrza, takze przez
kilka miesiecy), aby méc ocenic (i) skutki zmiany w narazeniu sy-
mulujgce zamierzone stosowanie cMRTP (tj. przejscie obecnych
palaczy na MRTP) oraz (i) poréwnac skutek przejscia na wyroby
cMRTP ze skutkami zaprzestania palenia. W badaniach tych roz-
legto$¢ zapalenia ptuc mozna oceni¢ za pomocy analizy BALF
(kwantyfikacja komérek zapalnych, takich jak neutrofile i makro-
fagi, oraz markery molekularne, takie jak cytokiny i chemokiny),
histopatologii (ocena naciekania ptuc przez komoérki zapalne,
takie jak neutrofile i barwione makrofagi) oraz analizy ekspres;ji
genodw i biatek w ptucach [41]. Wptyw narazenia na dym papiero-
sowy i aerozol cMRTP na zapalenie ptuc moze by¢ takze badany
in vitro [40, 46] przy uzyciu pomiaréw ekspresji genéw i stezenia
biatek.

Badania wykazaty, ze niektére markery stanu zapalnego w obre-
bie ptuc sa podwyzszone u palaczy (neutrofile, makrofagi, IL-14,
IL-8, IL-6 oraz MCP-1) [19]. Szczegdlnie interesujace jest to, iz
markery te okazaly sie takze podwyzszone u myszy narazonych
na dym papierosowy, ale nie byly podwyzszone w wyniku nara-
Zenia myszy na dziatanie aerozolu cMRTP [41]. Ponadto zamiana
ekspozycji z dymu papierosowego na aerozol cMRTP lub Swieze
powietrze (w celu zasymulowania catkowitego zaprzestania pa-
lenia) doprowadzita do redukcji stezen tych markeréw zapalnych
[41]. Potwierdza to nie tylko fakt, ze badania na myszach mogg
stanowi¢ dobry model do badania biologii cztowieka [58, 65],
lecz takze, iz inflamasom NLRP3 jest aktywowany przez naraze-
nie na dym papierosowy zaréwno u myszy, jak i u ludzi oraz moze
odgrywac role w procesach zapalnych uczestniczacych w roz-
woju raka ptuca [58, 65]. Ponadto dym papierosowy indukowat
ekspresje réznych markeréw zapalnych, w tym IL-13, w organo-
typowych kulturach ludzkiego nabtonka drég oddechowych,
ktére s3 hodowane na granicy faz powietrze—ciecz. Dla kontrastu
— aerozole cMRTP dostarczajace ekwiwalentne stezenia nikotyny
miaty niewielki wptyw lub nie miaty Zadnego wptywu na marke-
ry zapalne w tych kulturach [40, 46]. Wreszcie - mozna tez oce-
ni¢ reakcje immunologiczne komérek na narazenie na aerozol
cMRTP przy uzyciu linii komérkowych lub komorek pierwotnych

i poréwnac je z tymi, ktére wywotuje dym papierosowy. Badania

wykazuja, ze reakcje komérek immunologicznych sa mniej in-
dukowane przez aerozole cMRTP niz w przypadku dymu papie-
rosowego, w szczegolnosci jesli chodzi o uwalnianie chemokin
i cytokin, takich jak IL-8 czy TNF-a [76, 77].

W badaniach klinicznych wptyw palenia papieroséw na uogoél-
niony stan zapalny mozna oceni¢ np. w pomiarze liczby kraza-
cych biatych krwinek i stezenia biatka C-reaktywnego, podczas
gdy bezposrednia ocena ilosciowa stanu zapalnego ptuc jest
trudniejsza, poniewaz wymaga bardziej inwazyjnego zabiegu.
Sugeruje sie, ze niewielkie pozytywne zmiany w czynnosci ptuc
i objawach ze strony uktadu oddechowego u palaczy, ktérzy prze-
szli na cMRTP na 6-12 miesiecy, moga by¢ zastepczym wskazni-
kiem redukgji stanu zapalnego w ptucach [78, 79]. Zagadnienie
to wymaga dalszych badan, w szczegdlnosci w celu sprawdzenia,
czy przejscie na wyroby cMRTP wywotuje skutki zblizone do tych,
ktore wynikajg z rzucenia palenia. Potrzebne jest réwniez ziden-
tyfikowanie innych odpowiednich markeréw stanu zapalnego
ptuc, ktére mozna bytoby wykorzysta¢ w badaniach klinicznych.
Podsumowujac, znaczaca redukcja na wszystkich etapach przy-
czynowo-skutkowego tancucha zdarzen faczacego palenie
z przewleklym stanem zapalnym ptuc wykazataby, ze cMRTP
wywotuje w ptucach mniejszy stan zapalny niz dym papierosowy
(ryc. 3). To zas wskazywatoby, iz aerozol cMRTP prawdopodobnie
W znacznie mniejszym stopniu niz dym papierosowy odpowiada
za inicjacje procesu nowotworowego, a takze progresje i inwa-
zyjnos¢ raka.

Pytanie 3. Czy zastgpienie palenia papierosow stosowaniem
c¢MRTP zmniejsza ryzyko rozwoju raka ptuca?

Uzasadnione jest oczekiwanie, ze aerozole cMRTP, ktére wywie-
rajg istotnie mniejszy wyptyw na oba kluczowe mechanizmy za-
angazowane w rozwdj raka, zgodnie z hipoteza Balkwill i Manto-
vaniego (uszkodzenia genetyczne i stan zapalny) [24], powinny
réowniez wigzac¢ sie ze zredukowanym ryzykiem rozwoju raka
ptuca w stosunku do palenia papieroséw. Aby potwierdzic te hi-
poteze, w Swietle braku dtugoterminowych badan epidemiolo-
gicznych, nalezy zastosowac badania niekliniczne in vitro i in vivo.
Badania in vitro na liniach komoérkowych pozwalajg ocenic¢
wzgledny wptyw dymu papierosowego i aerozolu cMRTP na
molekularne i komdrkowe markery nowotworzenia. Dla przy-
kfadu test transformacji linii komérkowej Bhas 42 (wywodzacej
sie z fibroblastéw mysich) moze by¢ wykorzystany do wykazania,
ze aerozole cMRTP powoduja znacznie mniejszg transformacje
komérkowa niz dym papierosowy [49]. Podobnie dtugotrwata
ekspozycja (do 12 tygodni) komérek ludzkiego nabtonka oskrze-
lowego BEAS-2B moze postuzy¢ wykazaniu, ze zmiany czyn-
nosciowe i molekularne zwigzane z karcynogenezg sa istotnie
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mniejsze po ekspozycji na aerozol cMRTP niz w przypadku nara-

Zenia na dym papierosowy [80].

Badania karcynogennosci in vivo, takie jak 18-miesieczne bada-
nie chronicznego narazenia na dym, mozna przeprowadzi¢ na
myszach A/J w celu poréwnania wptywu aerozolu cMRTP i dymu
papierosowego na zachorowalnos$¢ na raka ptuca. Myszy A/J sg
wyjatkowo podatne na rozwdj raka ptuca i stanowig szeroko
stosowany model badania karcynogennosci. U tych wsobnych
myszy czesto rozwijajg sie spontaniczne, tagodne zmiany w ptu-
cach (gruczolaki), ktére czasami moga przeksztatcac sie w guzy
nowotworowe (gruczolakoraki). Szczep myszy A/J jest wysoce
podatny na substancje toksyczne/zwiazki, ktdre sg rakotworcze,
a narazenie na takie czynniki powoduje, ze u wielu zwierzat roz-
wijaja sie oba typy guzéw. Ponadto cechga charakterystyczng na-
razenia na czynnik rakotworczy u tych myszy jest pojawienie sie
wielu nowotwordw ptuca u kazdego zwierzecia (mnogos¢) [81].
Badania narazenia myszy A/J na dym papierosowy wykazaty, ze
prowadzi ono do rozwoju nowotworéw ptuca [81]. Chociaz ba-
dania tego rodzaju sa ztozone i wymagaja wykorzystania mode-
lu zwierzecego, to umozliwiajag kompleksowa, toksykologiczna
ocene wszystkich powigzanych przyczynowo zdarzen faczacych
palenie z choroba [6, 15]. Oznacza to, ze w tym samym badaniu
mozna ocenic¢ stan zapalny ptuc (analiza BALF, analiza ekspresji
genow i biatek, histopatologia), zmiany rozedmowe (histopatolo-
gia), czynnos¢ ptuc i karcynogeneze (histopatologia) wraz z eks-
pozycja na czynnik rakotwoérczy (biomarkery narazenia, reakcje
metaboliczne na narazenie na czynnik rakotwoérczy [ekspresja
genow i biatek]) oraz odpowiedz na uszkodzenia DNA w oparciu
o dane dotyczace ekspresji genéw. To pozwala na spéjne i zinte-
growane przedstawienie skutkéw biologicznych inhalacji aero-

zolu cMRTP w poréwnaniu z dziataniem dymu papierosowego.

Podsumowujac, znaczace obnizenie stezert markeréw kance-
rogenezy in vitro oraz markeréw rozwoju nowotworéw in vivo
moze wskazywac, ze aerozol cMRTP jest mniej rakotworczy niz
dym papierosowy. Oprécz pozytywnej odpowiedzi zaréwno na
pierwsze, jak i na drugie pytanie, oznacza to, ze palacze, kt6rzy
zastepuja palenie papieroséw stosowaniem wyrobéw cMRTP,
maja duza szanse na zmniejszenie ryzyka rozwoju raka ptuca.

Wyzwania

Podczas wdrazania opisanego podejscia istnieje wiele wyzwan,
poza juz wspomnianym brakiem klinicznych markeréw ryzyka
rozwoju raka ptuca i przewlektego stanu zapalnego ptuc. Najwaz-
niejsze z nich mieszczg sie w nastepujacych kategoriach:

1. Ocena narazenia w ramach badan nieklinicznych. Bada-

nia niekliniczne powinny by¢ zaplanowane tak, aby uwzgled-
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niaty dwie zasady. Pierwsza dotyczy tego, ze powinny one
zawsze poréwnywac skutki stosowania cMRTP ze skutkami
palenia papieroséw (biorac pod uwage to, ze celem cMRTP
jest zastagpienie papieroséw) oraz, gdy to mozliwe, wyko-
rzystywac rzucenie palenia jako punkt odniesienia zgodnie
z tym, co opisano wczesniej [6]. Druga zasada odnosi sie do
tego, ze o ile to mozliwe, badania powinny pokrywac zakres
dawki substancji szkodliwych, ktéry obejmuje realistyczng
dawke narazenia wystepujacego u cztowieka. Uwzglednie-
nie tych dwéch zasad pozwala ogdlnie wyliczy¢: (i) dawke
aerozolu cMRTP, przy ktérej wykazuje on ten sam skutek co
dym papierosowy, (i) relatywne skutki wyrazone wartoscig
procentowg oraz (iii) resztkowy efekt rzucenia palenia; co
wazne, te wyniki moga by¢ przedstawione w kontekscie rze-
czywistych pozioméw narazenia wystepujacych u cziowieka.
Osiaggniecie powyzszego moze by¢ trudne, dlatego nalezy
zwrdcic szczegdlng uwage na wybor zakreséw dawki naraze-
nia, ktére moga sie opierac na: (i) wspdtczynnikach przelicze-
nia narazenia zwierzat i ludzi w przypadku badan in vivo [82]
oraz (i) danych pochodzacych z badan in vitro na komérkach
ludzkich [83, 84].

Metody badan nieklinicznych. W celu usprawnienia oceny
cMRTPistnieje potrzeba opracowania bardziej odpowiednich
ludzkich modeli in vitro, ktére stopniowo beda zastepowaty
modele in vivo oparte na gryzoniach. Chociaz wykorzystanie
ztozonych organotypowych kultur nabtonka oddechowe-
go wyhodowanych na styku powietrze—ciecz jest krokiem
we wiasciwym kierunku, to nie sg one reprezentatywne dla
pecherzykéw ptucnych, a ponadto brakuje im komorek im-
munologicznych, fibroblastéw i komérek srodbtonka obec-
nych w ptucach. Istnieje wiec potrzeba opracowania wspot-
hodowli na granicy faz powietrze-ciecz, ktére bedg w stanie
jak najdoktadniej nasladowac fizjologiczne srodowisko ptuc
i pecherzykoéw ptucnych.

Réznorodnos¢ cMRTP. Liczne rodzaje cMRTP zostaty juz
opracowane i nadal beda rozwijane. Prawdopodobnie beda
sie one réznity pod wzgledem emisji substancji toksycznych,
co potencjalnie prowadzi do zréznicowanego zakresu ry-
zyka swoistego dla danego produktu [10]. Dlatego kazdy
produkt cMRTP musiatby przejs¢ kompleksowe badania
zgodnie z tym, co opisano wczesniej [6]. Jednakze watpliwe
jest, czy podejscie to bedzie realne w diuzszej perspektywie
czasowej, gtéwnie ze wzgledu na koszty i czas. Nalezy zatem
rozwing¢ bardziej pragmatyczne podejscie, ktére pozwoli
wypracowac konsensus naukowy i regulacyjny. Kluczowe
dla tego podejscia jest: (i) wykorzystanie uzgodnionych pro-
duktow referencyjnych do poréwnania z dopuszczonymi do
sprzedazy MRTP oraz (ii) metodologii pomostowych, ktére
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pozwalajg na poréwnanie cMRTP z produktami referencyjny-
mi w oparciu o ograniczona liczbe badan (patrz wyzwanie 4).

4. Metodologie pomostowe. Aby poradzi¢ sobie z obecna
i przyszig réznorodnoscia cMRTP oraz oceni¢ je pod katem
ich potencjatu redukgji ryzyka w sposéb pragmatyczny, ko-
nieczne bedzie opracowanie metodologii pomostowych,
ktore umozliwia naukowo uzasadnione poréwnanie do-
wolnego cMRTP z referencyjnym MRTP. Takie metodologie
powinny pozwoli¢ na bezposrednie poréwnanie: (i) emisji
substancji toksycznych, (ii) szerokiego zakresu markeréw
toksycznosci oraz (iii) redukcji narazenia na substancje tok-
syczne w celu wykazania, ze dany cMRTP jest ekwiwalentny
lub lepszy niz referencyjny MRTP. Jednakze beda one doty-
czyty jedynie cech produktéw, podczas gdy wzorce ich uzyt-
kowania beda musiaty zostac ocenione odrebnie.

Uzytkowanie produktow

Aby w petni oceni¢ potencjat cMRTP w zakresie redukgji ryzyka,
nalezy réwniez okresli¢, jak dany produkt bedzie faktycznie wy-
korzystany przez konsumentéw. Zeby sie upewni¢, ze wprowa-
dzenie cMRTP na rynek bedzie miato korzystny wptyw w skali
catej populacji, powinno sie wzig¢ pod uwage, jak dany produkt
bedzie wykorzystywany przez palaczy, a takze czy bedzie stoso-
wany przez osoby niepalace [9]. Istnieje uzasadniona obawa, ze
dostepnos¢ produktéw o ograniczonym ryzyku moze prowadzi¢
do wzrostu ogdlnej konsumpcji produktéw nikotynowych w po-
pulacji. Ryzyko to mozna ocenic dla kazdego cMRTP.

Po pierwsze, produkt cMRTP powinien by¢ wystarczajaco atrak-
cyjny dla dorostych palaczy, aby zacheci¢ ich do petnego przej-
$cia, innymi stowy — catkowitego zastapienia papieroséw przez
c¢MRTP. Ponadto $redni poziom dziennej konsumpcji nikotyny nie
powinien wzrosna¢ wskutek opisanego przejscia. Te wazne pa-
rametry cMRTP mozna okresli¢ na podstawie oceny: satysfakgji
z uzywania produktu, gtodu nikotynowego, ekspozycji na niko-
tyne i dziennej konsumpcji w badaniach klinicznych prowadzo-
nych w formie ambulatoryjnej [44].

Po drugie, cMRTP nie powinien przycigga¢ oséb niepalacych,
w tym bytych palaczy. Prawdopodobienstwo, ze cMRTP bedzie
przyciagga¢ osoby niepalagce powinno zosta¢ ocenione przed
wprowadzeniem produktu na rynek w badaniach obejmuja-
cych ocene postrzegania i zachowania konsumentéw [8, 11].
Powszechnos¢ stosowania produktu moze by¢ monitorowana
w badaniach prowadzonych po wprowadzeniu urzadzenia na
rynek [8].

Po trzecie, bardzo wazne jest precyzyjne sformutowanie wszel-
kich informacji zwigzanych z cMRTP, a takze skrupulatne przygo-
towanie etykiet i materiatéw komunikacyjnych, aby zagwaranto-
wag, ze zamierzone przekazy i ostrzezenia sa wyczerpujace, nie
wprowadzaja w btad [85] oraz s3 zrozumiate dla potencjalnych
uzytkownikéw. Zrozumienie tych informacji musi by¢ przebada-
ne na reprezentatywnej proébce populacji, ktéra powinna otrzy-
mac jasny komunikat, ze: (i) najlepszym wyborem dla palacza
jest rzucenie natogu, (i) cMRTP nie jest pozbawiony ryzyka, (iii)
cMRTP jest uzalezniajacy, poniewaz zawiera nikotyne oraz (iv)
cMRTP nie stanowi alternatywy dla catkowitego rzucenia natogu.
Ponadto wyroby cMRTP, podobnie jak inne produkty tytoniowe,
nigdy nie powinny by¢ sprzedawane matoletnim.

PODSUMOWANIE

W ostatnim czasie zostato opisane podejscie majace na celu okre-
slenie potencjatu rakotwdrczego i catozyciowego ryzyka rozwoju
raka zwiazanego z zastepczg terapig nikotynowa oraz wybrany-
mi produktami cMRTP [10]. Podejscie to bazuje na poréwnaniu
ryzyka zachorowania na raka zwiazanego z inhalacja aerozolu
z cMRTP z ryzykiem wywotywanym przez dym papierosowy, apa-
raty do inhalacji nikotyny, a takze powietrze otoczenia. Potencjat
rakotwdrczy stanowi pochodna poziomdéw emisji poszczegdl-
nych substancji rakotworczych, przebadanych w ramach analizy
chemicznej oraz ich jednostkowych ryzyk inhalacyjnych (tj. pod-
wyzszone ryzyko zachorowania na raka w okresie catego zycia
wynikajace z ciagtej ekspozycji inhalacyjnej na znormalizowane
stezenie czynnika rakotwoérczego). Catozyciowe ryzyko zacho-
rowania na raka jest w tym przypadku obliczane na podstawie
potencjatu rakotwoérczego przy uwzglednieniu stezenia karcyno-
gendw inhalowanych dziennie przez palacza. Mimo ze podejscie
to dostarcza wtasciwg wstepng ocene potencjatu redukgji ryzyka
u palacza dzieki wykorzystaniu cMRTP, to dla wzmocnienia sity
dowoddéw naukowych powinno by¢ ono uzupetnione o wyniki
badan prowadzonych w uktadach zywych (takich jak te opisane

powyzej).

Pierwszym powodem takiego stanu rzeczy jest to, ze aerozole
wytwarzane przez nowe cMRTP s3 ztozonymi mieszaninami za-
rowno znanych, jak i nieznanych sktadnikéw, najprawdopodob-
niej zawierajacych substancje o nieznanym ryzyku inhalacyjnym.
Drugim powodem jest za$ to, ze nie wiadomo, czy te mieszaniny
zachowuja sie zgodnie z liniowa kumulacja skutkdw wywotywa-
nych przez poszczegdlne sktadniki, czy tez pojawiajg sie skutki
synergiczne.
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Wszystkie eksperymentalne systemy biologiczne majg swoje
ograniczenia. W skrécie - ludzkie ukfady in vitro nie odzwiercie-
dlaja wszystkich aspektéw interakcji komoérkowych i organizacji
tkanek, modele zwierzece in vivo nie zawsze odzwierciedlajg
ludzka biologie, a badania kliniczne z udziatem ludzi sg utrudnio-
ne ze wzgledu na ograniczenia czasowe i kosztowe, jak rowniez
dostepno$¢ kluczowych prébek biologicznych (ktére s tatwo
dostepne w badaniach na modelach zwierzecych). Dlatego za-
proponowalismy podejscie, ktére integruje dane z wielu pozio-
mow: badan in vitro, in vivo oraz badan klinicznych, umozliwiajac
uzupetnienie ograniczen kazdego systemu eksperymentalnego
danymi pochodzacymi z innych systeméw, w celu poréwnania
wplywu aerozolu cMRTP z wptywem dymu papierosowego na
kluczowe mechanizmy biorgce udziat w rozwoju choréb od-
tytoniowych. Opisana powyzej kompleksowos¢ dowoddw na-
ukowych powinna by¢ uwzgledniana w procesie oceny poten-
cjatu redukgji ryzyka u palaczy zamieniajacych palenie tytoniu na
stosowanie cMRTP.

Zaproponowane tutaj podejscie do oceny redukgji ryzyka raka
ptuca u palaczy po przejsciu na stosowanie cMRTP jest oparte na
hipotezie Balkwill i Mantovaniego [24]. Dwa kluczowe szlaki, uszko-
dzenia genetyczne oraz przewlekly stan zapalny, moga by¢ podzie-
lone na bardziej szczegdétowe zdarzenia przyczynowo-skutkowe,
co zapewni precyzyjna ocene. Jest bardzo mato prawdopodobne,
Ze cMRTP, ktory redukuje ryzyko rozwoju raka ptuca u palacza, nie
bedzie ograniczat uszkodzen genetycznych oraz rozwoju stanu za-

Pismiennictwo

J.Hoeng, S. Maeder, P Vanscheeuwijck, M.C. Peitsch

palnego w tkance ptucnej, w tym wszystkich posrednich etapéw
tych proceséw. Analogicznie jest bardzo mato prawdopodobne,
ze cMRTP, ktéry nie emituje znaczaco nizszych stezen substandji
toksycznych, bedzie istotnie redukowa¢ uszkodzenia genetyczne
oraz stan zapalny, a w konsekwencji ryzyko raka ptuca. Dlatego
proponujemy, aby opisane podejscie byto postrzegane jako uza-
sadniona naukowo, alternatywna ocena potencjatu cMRTP w za-
kresie redukcji ryzyka, mozliwa do przeprowadzenia na dtugo
przed uzyskaniem danych z badan epidemiologicznych.

Ponadto wazne jest, aby pamieta¢, ze wptyw stosowania cMRTP
na redukcje ryzyka na poziomie populacji bedzie zmaksymalizo-
wany, jesli palacze catkowicie zastapig palenie papieroséw sto-
sowaniem tego produktu (porzuca papierosy), podczas gdy ich
codzienne narazenie na nikotyne pozostanie na stabilnym po-
ziomie lub bedzie zmniejszone, oraz jesli cMRTP nie przyciagnie

0s6b niepalacych.

Wreszcie - nalezy zawsze pamietac i stale komunikowag, ze:
(i) najlepszym wyborem dla palacza jest rzucenie natogu, (ii) pro-
dukty cMRTP nie sa pozbawione ryzyka, (iii) produkty cMRTP sa
uzalezniajace, poniewaz zawieraja nikotyne, oraz (iv) produkty
cMRTP nie stanowig alternatywy dla catkowitego zaprzestania
stosowania nikotyny. Najwazniejsza kwestia, ktéra nalezy pod-
kresli¢, jest to, ze produkty cMRTP, tak jak kazdy inny wyréb tyto-
niowy, nigdy nie powinny by¢ sprzedawane nieletnim.
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