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Szanowni Panstwo,

Biezacy numer zeszytéw otwiera wspomnienie
o prof. Andrzeju Szczekliku — wybitnym lekarzu
i wielkiej postaci nauki, czlowieku wielu talentéw.
Napisany przez bliskiego przyjaciela tekst pokazuje
postac Profesora z bliska, opisuje zdarzenia, ktérych
nie mieli okazji zna¢ czytelnicy jego znakomitych
prac naukowych czy podrecznikéw, przez co Jego
posta¢ zyskuje dodatkowy wymiar. Profesor Szcze-
klik byt zwigzany z Fundacja Naukows Polpharmy
byt laureatem II edycji konkursu i wielokrotnie
wspieral jej dziatalno$¢ i promowal idee w wysta-
pieniach publicznych.

Prace naukowe zamieszczone w tym numerze po-
wstaly w wyniku kilku konkurséw zorganizowanych
i finansowanych przez Fundacje. W roku 2007
wiodacym tematem dla projektéw badawczych byt
problem wspélpracy z pacjentem w leczeniu i pro-
filaktyce choréb przewleklych. Brak systematycz-
nosci (compliance) ze strony pacjenta i ciaglosci
(persistance) w stosowaniu si¢ do zalecen lekarskich
stanowia gtéwny powoéd malej skutecznosci tera-
pii wielu choréb przewlekltych. Prof. Ewa Sewery-
nek - jedna z dwéch laureatéw tamtego konkursu,
oceniata odmienne strategie, ktore moga zwigkszy¢
stopienn wspotpracy chorych. Wyniki wskazuja, ze
aktywny udzial pielegniarek w terapii moze znacza-
co poprawi¢ wyniki leczenia.

W wiekszosci konkurséw Fundacji, Rada Naukowa
nie okreslata tematylki, umozliwiajac uzyskanie fi-
nansowania dla projektéw z réznych obszaréw me-
dycyny i farmacji. W takim konkursie w roku 2003
zostal nagrodzony projekt prof. Janusza Kasperczy-
ka (woéwczas jeszcze docenta) nad wykorzystaniem
polimeréw do tworzenia mikrosfer dostarczajacych
cytostatyki i ulegajacych nastepnie rozlozeniu
(biodegradacji). Dzieki realizacji projektu Autorzy

stworzyli nowy oryginalny nosnik dla czgsto stoso-
wanych cytostatykow, ktéry przechodzi do dalszego
etapu badain mogacych doprowadzi¢ do powstania
nowej, bardziej skutecznej i bezpiecznej metody le-
czenia zlosliwych nowotworéw moézgu.

Z biologia nowotworéw wiaze si¢ takze projekt
dr Edyty Brzéski-Woéjtowicz — laureatki konkursu
w formule ,otwartej” w roku 2008. W publikacji
Autorzy omawiaja mozliwo$¢ wykorzystania SDF-1
(zrebowego czynnika wzrostu) w regeneracji migsni
szkieletowych. We wlasnych pracach wykazali, ze
mozliwa jest stymulacja wytwarzania endogennego
SDF-1, ktory aktywuje komorki macierzyste dla
mioblastow.

W tej samej edycji konkursu, prof. Agnieszka Sto-
wik zglosita, nagrodzony nastgpnie projekt, ktory
ma za cel poszukiwanie czynnikéw genetycznych
zwigzanych z wystapieniem niedokrwiennego uda-
ru moézgu — drugiej przyczyny zgonu z powodow
sercowo-naczyniowych w populacji. Jednym z me-
chanizméw tlumaczacych zwiazek znalezionego
polimorfizmu rs2200732 z udarem moze by¢ kodo-
wana przez ten gen sklonnos¢ do wystepowania mi-
gotania przedsionkéw. Wiadomo bowiem, ze co naj-
mniej kilkanascie procent udaréw niedokrwiennych
jest powilklaniem tej najczestszej tachyarytmii, We
wlasnych badaniach Autorzy nie znalezli zaleznosci
pomiedzy analizowanym polimorfizmem a ryzy-
Iiem migotania przedsionkéw, jednak kontynuacija
prac moze doprowadzi¢ do wykrycia nowego me-
chanizmu zwiazanego w udarem niedokrwiennym,
stwarzajac tym samym lepsze mozliwosci prewencji
czy terapii.

Z tego samego osrodka, Katedry Neurologii Colle-
gium Medicum Uniwersytetu Jagiellofiskiego, po-
chodzi projekt dr Joanny Pery, nagrodzony w kon-
kursie w 2009 roku. Autorzy poszukuja wskaznikéw,
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ktére pozwola na wykrycie 0s6b szczegélnie zagro-
zonych istnieniem tetniaka wewnatrzczaszkowego
o wysokim prawdopodobienistwie peknigcia i krwo-
toku podpajeczynéwkowego. W badaniach Autorzy
wykorzystali nowoczesng metode jednoczasowej
analizy wielu genow w krazacych komoérkach karwi
z wykorzystaniem mikromacierzy. Wyniki sugeru-
ja istnienie odr¢bnych profili ekspresji dla chorych
szczeg6lnie zagrozonych.

Wspélczesnie u chorych z udarem niedolkarwien-
nym jedyng szansa uniknigcia trwalego kalectwa
jest wezesne zastosowanie lekéw fibrynolitycznych,
obarczonych jednak duzym ryzykiem powaznych
powiklan, dotykajacych nawet 10% poddanych te-
rapii. Nadzieje na lepsze preparaty wiaze si¢ z roz-
wojem biotechnologii. Rozwéj metod diagnostyki
i terapii opartych na biotechnologii nalezy do wio-
dacych zadan Fundaciji i byt takze tematem kon-
kursu w roku 2006. Nagrodzony wéwczas zespot —
kierowany przez prof. Janusza Szemraja, opracowal
drogg inzynierii genetycznej nowe bialka o witasci-
wosciach trombolitycznych, oparte na czasteczce
stafylokinazy i wykazujace zwigkszone powinowac-
two do biatek skrzepu. Nowy produkt przeszed?
pomyslnie pierwsze badania w modelu zwierzgcym

i mozna mie¢ nadzieje, ze znajduje si¢ na Sciezce
prowadzacej do Idiniki.

Receptory dla serotoniny stanowig miejsce uchwy-
tu wielu lekéw stosowanych w psychiatrii. W 2002
roku Fundacja nagrodzila projekt poszukiwania
nowych czgsteczek wiazacych si¢ z receptorem dla
serotoniny. Zesp6l kierowany przez Prof. Andrzeja
Bojarskiego przebadal 39 zwigzkéw pochodzgcych
z wlasnej biblioteki Instytutu Farmacji, wykazujac
w badaniach na zwierzgtach, ze posiadaja wiasci-
wosci przeciwdepresyjne. Autorzy przeprowadzili
tez modelowanie komputerowe interakcji ligand-re-
ceptor, identyfikujgc struktury istotne dla dzialania
nowych lekéw.

Ostatnia praca w tym numerze, takze pochodzi
z konkursu o otwartej formule ogloszonego w roku
2009. Zespot Prof. Marka Jagielskiego z Panistwo-
wego Zakladu Higieny wykazal, ze stosowana przez
nich metoda genotypowania stanowi przydatne na-
rze¢dzie do analizy zmiennosci szczepéw bakterii
blonicy, ktéra nadal stanowi zagrozenie epidemicz-
ne, takze w naszym kraju.

Zapraszam do lektury:




Wspomnienie o prof. dr hab. Andrzeju Szczekliku

Nad cmentarzem Salwator-
skim unosila si¢ lekka mgiet-
ka, kazdy oddech porazat
zimnem. W temperaturze
minus 18 stopni zmarznig-
ta ziemia nie chciala przyjac
Andrzeja, my stojacy nad
grobem tez chcielibysmy
zatrzymaé¢ Andrzeja wséréd
zywych.  Slonce, chociaz
rozmyte przez mgle, dawalo
odrobing ciepta. Razem z Ja-
siem Cieckiewiczem wysung-
liSmy si¢ do przodu tak aby
nas nikt nie zastanial i stali-
$my wyprostowani, zastygli
w zimnie, w niewyraznych
promieniach ciepta, otepieni
naglg §miercig Andrzeja.

Wydawalo si¢, ze jeszcze
wczoraj siedzimy razem
z Andrzejem, dwoma kole-
gami i kolezankami z grupy
u Jasia w jego ,pracowni”,
czyli pokoju oddzielonym
klatka schodowsa od kuch-
ni, w Szarej Kamienicy przy
Rynku. Kuchnia byta pola-
czona z mieszkaniem Jasia i gabinetem jego ojca,
lekarza. Na biurku u Jasia stato kilka butelek wina,
ktére mozna byto latwo schowaé za tapczanem, bo
drzwi od kuchni skrzypialy, podest schodéw byt sze-
roki no i drzwi do ,pracowni” otwieraly sie¢ cigzko.
Ani u Andrzeja, ani u mnie nie mieliSmy tak do-
godnych warunkéw. Ojciec Jasia, w przeciwienstwie
do ojca Andrzeja, ktory pracowal we Wroctawiu,
czy mojego, ktory byl daleko w Zakopanym, pra-
wie zawsze stawial butelke wina na pustym biurku
— oparcie tapczanu zaslanialo inne butelki — a po
godzinie przychodzil sprawdzi¢ czy zbyt szybko
tej butelki nie oprézniamy. Klopot polegal na tym
aby nie pomyli¢ pustych butelek i na biurku trzy-
mac te, ktéra zostala ofiarowana. Nasze rozmowy
- w towarzystwie kolezanek — dotyczyly asysten-
tow, profesor()w i egzaminow, a takze go0r, poniewaz
w tréjke fascynowalismy si¢ Tatrami. Wlasciwie to
byta dwoéjka, Andrzej i Jasiu, do ktérych dotgczytem
na pierwszym roku medycyny. O gérach moglismy

In memory of Professor Andrzej Szczeklik

Jacek Splawinski

Profesor Andrzej Szczeklik.

rozmawia¢ w nieskonczonos¢, kiécac sie o drogi
dojscia i Sciezki, o szczegoély takie jak czy mostek
przez strumien byl przed czy za kapliczka i kto
z nas szybciej przeszedl po oszronionym smreku le-
zacym nad potokiem. Od czasu do czasu Andrzej
probowal skierowac rozmowe na genetyke. Wtasnie
dowiedzieli$my si¢ — bylo to juz przeciez po $mierci
Ojca Narodéw — ze pan tysenko nie ma racji i ze
jaki§ duchowny z Moraw krzyzujac groszek odkryt
geny. Dla Andrzeja bylo to fascynujace odkrycie
(chociaz dokonane przed laty) i usitowal nam po
wielu kieliszkach wytlumaczy¢ jakie to moze mieé
znaczenie dla medycyny. Nas bardziej fascynowalo
to, ze nasi partyjni profesorowie osobiscie wycofy-
wali z ksiegarni swoje podreczniki skazone Eysenka.
Niepotrzebnie, ich préba zaszczepienia w nas nauk
Miczurina i tysenki nigdy si¢ nie powiodla z przy-
czyn, méwiac oglednie, do$¢ rozmaitych.
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Wspomnienie o prof. dr hab. Andrzeju Szczekliku

W czerwcu nastepnego roku na skuterze marki
Peugeot wyruszylismy z Andrzejem do Belgradu
na dwumiesieczne praktyki studenckie. Andrzej
byt zawsze prymusem (prawie zawsze, przez nasze
posiady w Szarej Kamienicy nie zdal farmakologii)
i z tej racji pierwszym kandydatem na praktyki.
Po dwutygodniowej jezdzie — Peugeot pod gore nie
chcial jecha¢ i trzeba bylo go przepcha¢ przez cate
Nizne Tatry — wjechali$my z duzym opéznieniem
do Belgradu. Po drodze nie mieliSmy przygdd, bo
w wieku 19 lat nie jest niczym specjalnym spanie
na sianie lub po prostu w polu na terenie Czecho-
stowacji czy — to jednak byta przygoda — w luksuso-
wych hotelach na terenie Wegier. W luksusowych
dlatego, ze byt rok 1957 i absolutnie wszyscy na-
potkani Wegrzy chcieli si¢ nam zrewanzowac za
pomoc Polski w ich batalii z komunizmem. Obcy
nam ludzie przyjmowali nas wystawnymi kolacja-
mi, ksiadz z zakrystianem myl nam skuter, orkie-
stry w réznych lokalach graly specjalnie dla nas
hymn narodowy, w ktérym Andrzej (student kon-
serwatorium ze sluchem absolutnym) nieodmien-
nie rozpoznawal ,Szia dzieweczka do laseczka”.
Prawdziwg przeszkoda okazato si¢ dopiero przejscie
pierwszej w naszym zyciu granicy pomigdzy naro-
dami robotniczo-chiopskimi a krajami skazanymi
na kapitalizm, czyli granicy wegiersko-jugosto-
wianskiej. Ponad godzing przed kantorem celnikéw
naradzalismy si¢ z Andrzejem jak wypelni¢ otrzy-
mane formularze. Na gérze kazdego z nich byta
informacja, ze wszystkie rubryki nalezy wypelni¢
zgodnie z prawda, a ponizej, dwukrotnie wigksza
czcionky i drukowanymi, pogrubionymi, czarnymi
literami: ,SMRT FASZISTIMA’. ZastanawialiSmy
sie czy beda zabija¢ za kazdg probe przewiezienia
niedozwolonego towaru i baliSmy si¢, ze odnalezie-
nie przemytu moze oznacza¢ ,SMRT”, szczegélnie,
ze obaj bylismy wrogami komunistéw. Kiedy wigc
w konicu obyto si¢ bez kontroli i z olbrzymia ulga
przeszlismy na strong jugostowianska postanowitem
zapyta¢ — chociaz Andrzej prosit: ,Nie pytaj o nic,
btagam, jedzmy juz!” — celnikéw, ktoérzy rozkrecali
$rubka po Srubce samochéd ,,Moskwicz” z wegier-
ska rejestracja, dlaczego 6w Wegier jest talk spraw-
dzany. Celnik wyprostowat sie spod ,Moskwicza”,
jak si¢ okazalo byl wysoki i postawny. Z powaga,
glebokim basem powiedzial ,To arcymistrz Szabo
wraca z turnieju szachowego gdzie wygrat 100 000
dolaréw i nie deklaruje ani centa”. Spojrzal na An-
drzeja, ktéry juz wsiadal na skuter, mnie takze zlu-
strowal wzrokiem i dodal: ,Two6j kolega ma aparat
fotograficzny w wiatrOwce a ty przemycasz ,Sza-
rotke”, ale wy jestescie studenci i musicie z czego$
zy¢”. W tym momencie, ku wielkiej radoéci celnika,
Andrzej spadt z siodetka a ja osunalem sie na prog
urzedu — tak razgca byta wizja §mierci za kfamliwe
wypeinienie formularza ,SMRT FASZISTIMA”.

W Belgradzie wszystlkie praktyli byty juz zajete,
przyjmowano po 4 studentéw na oddziat i po 2 ty-
godniach wolne miejsca byty wylacznie na gruzlicy.
Z rozpaczy za ostatnie dinary poszliSmy napi¢ si¢
wina, bylo jasne, ze na nic zdata sie troska naszych
matek w czasie okupacji by nas uchroni¢ przed gruz-
lica. Spdznieni i na lekkim rauszu zgtosiliémy sie do
profesora Grujica odpowiedzialnego za praktykan-
tow z Polski. Ku naszej rozpaczy profesor nie znal
angielskiego, ale biegle postugiwal si¢ francuskim
— jezyldem, w ktérym Andrzej byl perfekcjonista.
Chociaz Andrzej spedzil pézniej wiele lat w Stanach
i w Anglii to czulo si¢, Ze jego prawdziwg miloscia
byta Francja, francuski i Paryz. Francuski Andrze-
ja uratowal nas, a szczeg6lnie mnie, ktéry nie znal
ani sfowa w tym jezyku. Profesor byt zachwycony
Andrzejem oraz jego wiedzg i zaproponowal nam
udzial w akcji szczepien przeciwgruzliczych, kto-
ra obejmowala cala Jugostawi¢. Dostalismy auto,
opiekuna i kiedy chcieli§my ruszy¢ za amerykarska
sanitarka wiozaca szczepionki, profesor na odjezd-
nym powiedzial ,Nie musicie asystowaé przy szcze-
pieniach. W ogéle nie musicie oglada¢ szczepien”.
W ten sposéb ani Andrzej ani ja nigdy nie dowie-
dzieliSmy sie¢ jak nalezy szczepic.

Zwiedzajac Jugostawie mielismy duzo czasu na dys-
kusje. Takie to byly czasy, ze nasze dyskusje — na
pewno naiwne — nie koncentrowaly si¢ na samocho-
dach, dziewczynach i pilce noznej, ale dotyczyty wy-
tacznie sensu zycia i pytan o istnienie Boga. Andrzej
byt bardzo wierzacy i zbijal moje argumenty o ewo-
lugji. ,,Chcesz powiedzie¢” mowitl ,ze wszystkie two-
je posunigcia, kazdy nieomal ruch, wybér studiéw,
milos¢..., ze nie masz zadnej woli i male czasteczki
chemiczne decyduja za ciebie o wszystkim?!” Rze-
czywiscie, trudno bylo pogodzi¢ si¢ z pogladem, Ze
nie robi¢ tego co chce, ale dokladnie to, co chcialy
moije geny. ,,Chcesz powiedzie¢” dobijal mnie Andrzej
»ze gdyby nie doszto do odpowiedniego potaczenia
pomiedzy grupa aminowsa i karboksylowa, robilbys
w zyciu dokladnie co$ przeciwnego? Czy moéglbys
mie¢ poglady nacjonalistyczne, faszystowskie? Twoj
gen, mala niteczka w jadrze komoérkowym, nawle-
czona na histony, uczynita z ciebie cztowieka?”

Pchajac skuter przez Nizne i Wysokie Tatry wrdcili-
$my w polowie wrzesnia do Zakopanego. Wykonczy-
ty nas te praktyki i podrdze. Portier szpitala, gdzie
pracowal moj ojciec, nie tylko nas nie rozpoznat,
ale jeszcze poszczul zakopianskimi owczarkami. Po-
tem Andrzej, ktéry byt niewiarygodnie ambitny; na-
mowil mnie do zdawania ECFMG, poniewaz tylko
w ten sposob student bez ,stusznych” znajomosci
mogl dostac sie na praktyke szpitalng w Ameryce.
Andrzej pracowal tam ci¢zko ponad rok, przy czym
stowo ,ciezko” jest eufemizmem - caly tydzien

8

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2012 | 2(1) | 7-9



Wspomnienie o prof. dr hab. Andrzeju Szczekliku

w szpitalu, tylko w §rody szedt przespac sie do domu
i codziennie prowadzil konsultacje z rezydentem,
co oznaczalo kolokwia z kazdego dzialu medycyny,
bo absolwent w Stanach musi zna¢ $wietnie radio-
logie i mie¢ pojecie o praktycznej okulistyce i laryn-
gologii. Ciezka szlota amerykanska i przyldad ojca,
ktory Sciggnal Andrzeja do swojej kliniki, wyrobily
w Andrzeju wielkg odpowiedzialnos¢, pracowitosc
i zdolnos¢ do koncentracji, bo we Wroclawiu trzeba
bylo szybko i celnie bada¢ pacjentéw, opisywaé ba-
dania, prowadzi¢ historie choroby i przygotowywac
referaty aby nie ,podpas¢” profesorowi lub innym
Lwowiakom, choéby profesorowi Falliewiczowi,
ktory prowadzil swoja klinike o pigtro wyzej. Row-
noczes$nie Andrzej prowadzil do§wiadczenia w labo-
ratorium nad alfal antytrypsyna.

Jednakze najwazniejszym odkryciem Andrzeja byta
Wroclawianka, ktorg kiedys przywiézt do Krakowa,
umozliwiajac Jasiowi i mnie poznanie jego przyszlej
zony. Wroclaw spowodowal, ze oddalilismy si¢ od
siebie. Juz bardzo rzadko spotykalismy si¢ na uli-
cy Swietego Tomasza — zwykle wtedy, kiedy nikogo
nie bylo w domu — Andrzej siadal przy fortepianie
i gral stare melodie, mniej lub bardziej ambitne,
takie jak: ,Muskrat Ramble”, ,St. Louis Blues”,
~The Memphis Blues”, ,C’est Si Bon”, ,Blueberry
Hill”, ,Mack the Knife” i ,Savoy Blues”. My z Ja-
siem dostarczaliSmy wino i wspominali§my r6zne
mlodzienicze akcje z czaséw studiéw, nie wszystkie,
niestety, napawajace nas duma i nadajace si¢ do po-
wtorzenia. Nie wiem jak Ja$, ale ja na pewno wia-
$nie takiego Andrzeja bede pamigtal i kochal: nie
tego z pomnika i nie tego opromienionego stawg

naukowca i lekarza, ale Andrzeja zwylkdego, kt6-
ry dygoce z zimna na lace pod Balatonem (skuter
znowu nawalit) i ktéry przy kieliszku znowu roz-
poczyna rozmowe na temat ,Powiedz co za tym
wszystkim stoi? Czy istnieje co§, co jest stafe i nie-
zmienne? Jesli takiej rzeczy nie ma, to czy wszystko
co nazywamy nie jest pustym dzwiekiem?”

Jego zainteresowanie §wiatem doprowadzito do po-
laczenia nauki eksperymentatora-specjalisty i wie-
dzy dyletanta-filozofa. Andrzej byl chyba ostatnim
naukowcem, korzeniami tkwigcym w XIX wieku,
ktoéry nie nalezal do madro-glupich wspélczesnych
uczonych (definicja Ortegi Y. Gasseta) i staral si¢
swojg wiedza przenikngé¢ dziedziny, w ktoérych jego
koledzy nalezeli do ignorantéw. Olbrzymia erudycja
i znajomos¢ antyku pozwolily mu w swoich esejach
(szczegolnie w ,Katharsis”) polaczy¢ specjalizacje
z najwyzszej potki z pytaniami, ktére zadaja wy-
tacznie filozofowie i ktérych uczeni XXI wieku nie
potrafig zada¢. Dzisiejsi naukowcy wyspecjalizowali
si¢ tak bardzo, Ze potrafig si¢ porozumie¢ wylgcznie
przy pomocy impact factor i nie rozumieja sedna
swoich prac. Nie wolno ich pyta¢ o istote duszy —
nie zrozumiejg pytania. Tymczasem Andrzej, nape-
dzany swoja mlodziencza wrazliwoscia postawit to
pytanie. Moze nie dal na nie odpowiedzi, ale jak to
w filozofii najwazniejsze, potrafit zapytac i pozosta-
wié nas poszukujacych odpowiedzi.

Prof. Jacek Sptawiriski,
pierwszy przewodniczqcy
Rady Naukowej Fundacji,

a obecnie jej cztonek honorowy

Profesor Andrzej Szczeklik (1938-2012) wybitny lekarz, naukowiec, humanista. Byt twércg, organi-
zatorem i kierownikiem II Katedry Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiel-
loniskiego. W pracy naukowej szczegélnie interesowat si¢ chorobami uktadu krazenia i oddechowego.

Profesor Andrzej Szczeklik byt laureatem II edycji konkursu Naukowej Fundacji Polpharmy na naj-
lepszy projekt badawczy. W 2003 roku otrzymat od Fundacji grant w wysokosci 390 000 zt na reali-
zacje projektu badawczego pt. Anafilaktoidalne reakcje na niesteroidowe leki przeciwzapalne.
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Opieka pielegniarska i czesty spos6b monitorowania wplywa na
poprawe przestrzegania zalecen lekarskich w trakcie terapii pacjentek

Z osteoporoza pomenopauzalng alendronianem 70
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2007 roku przyznala zespolowu pracujacemu pod
kierunkiem prof. Ewy Sewerynek grant na realizacje projektu badawczego pt. Ocena
preestrzegania zaleceri lekarskich (adherence) w leczeniu osteaporozy — okreslenie czynnikiw
mogqcych wplywac na brak cigglosci i systematycznosci terapii.

Streszczenie

Wstep. Wykazano iz ponad 50% pacjentéw leczonych z powodu choréb prze-
wleklych, w tym osteoporozy, przerywa terapi¢ w ciagu pierwszego roku jej sto-
sowania. Problem ten narasta wraz z wydluzaniem czasu trwania obserwacj.

Celem pracy byta 12 miesigczna ocena stopnia przestrzegania zalecen terapii
preparatem alendronian 70 (ALE70) przez pacjentki leczone z powodu osteopo-
rozy w trakcie monitorowania co 2 miesiace (I etap) i co 6 miesigcy (I etap).
Ponadto, w II etapie oceniono udzial dodatkowego czynnika motywacyjnego, tj.
opieki pielegniarskiej, edukacji czy wykonywania badan biochemicznych w po-
prawie przestrzegania terapii.

Material i Metody. W I etapie, w badaniu prospektywnym poddano analizie
przestrzeganie leczenia w grupie 150 pacjentek leczonych ALE70. W II etapie
123 pacjentki podlegaly dodatkowym czynnikom motywacyjnym, tj.: edukacji,
opiece pielegniarskiej z dodatkowym kontaktem telefonicznym w 3 i 9 miesigcu
leczenia oraz w kolejnej grupie wykonywano badania biochemiczne informujac
pacjentki o ich wynikach.

Wynild. Podczas trwania I etapu systematyczno$¢ po roku utrzymalo
95,08+1,39% ($rednia £SEM), a $rednia diugos¢ przyjmowania lekéw wynio-
sta 347,05+5,07 dni. W grupie pacjentek, ktére przerwaty leczenie $redni okres
stosowania si¢ do zalecen wyniést 212,44 dnia. Najgorsze wyniki uzyskano
w grupie pacjentek z rozpoznaniem osteoporozy diuzszym niz 5 lat, szczegél-
nie w podgrupie, u ktérej witaczono ALE70 pierwszy raz lub podjeto leczenie
po przerwie. W II etapie badania w trakcie rutynowego monitorowania bez
wzmocnienia motywacji (Grupa kontrolna) tylko 54,03% pacjentek przestrze-
gato systematycznosci brania leku, w tym tylko 37,5% przyjeto powyzej 80%
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zaplanowanych dawek, a wytrwalo w terapii rocznej 43,75% pacjentek. Sred-
nia dlugos¢ przyjmowania leku w tej grupie wyniosta 197 dni. W pozostatych
grupach z czynnikiem motywacyjnym zaréwno compliance, jak i persistence
ulegly poprawie i byly lepiej wyrazone w grupie pacjentek poddanych opiece
pielegniarskiej.

Whioski. Im dluzsze przerwy w monitorowaniu tym wigkszy jest odsetek pa-
cjentow przerywajacych terapie. Kazda dodatkowa forma motywacji wplywa na
poprawe przestrzegania terapii, cho¢ wydaje si¢, ze dominujgce znaczenie ma
opieka pielegniarska.

Stowa kluczowe: osteoporoza * przestrzeganie zalecefi lekarskich ¢ alendro-
nian 70 e przyczyny przerwania terapii * opieka pielegniarska ¢ edukacja *
badania biochemiczne

Summary

Introduction. It has been demonstrated that over 50% of patients treated for
chronic diseases, including osteoporosis, withdraw from prescribed therapy du-
ring the first year from its onset. The longer the observation period, the bigger
the problem.

The goal of this study was a 12-month evaluation of the compliance degree
with recommended alendronate 70 (ALE70) therapy prescribed to female pa-
tients with osteoporosis. The observation period included two stages: stage I with
monitoring frequency of every 2" month and stage II with 6-month intervals be-
tween subsequent monitoring time points. Moreover, in the latter group, the role
of a motivation co-factor was taken into account for compliance improvement,
such as nursing care, patient’s education level or repeated biochemical assays.

Material and methods. In Stage I, a prospective analysis focused on the com-
pliance with ALE70 therapy recommendations in a group of 150 female pa-
tients. In Stage II, 123 female patients, were referred to additional motivation
factors, including education level, nursing care with telephone enquiries in the
3 and 9™ month of therapy; in another group, out of 123 patients, biochemical
assays were performed, informing the patients of laboratory test results.

Results. In Stage I, the general compliance degree was 95.08+1.39% (mean
+SEM) and the average length of drug intake of 347.05%5.07 days. In turn, in
the withdrawal group, the average time period of compliance with prescribed re-
commendations was 212.44 days. The worst results were found in the group of
patients with osteoporosis diagnosed earlier than 5 years before therapy onset.
In Stage II, a routine observation of an unmotivated (control) group revealed
only 54.03% of the patients with systematic drug intake, including 37.5%, who
received more than 80% of the scheduled doses and 43.75% of the patients who
persisted in therapy for the whole year; the average length of drug intake in that
group was 197 days. In the groups with motivation bias, both compliance and
persistence of the patients improved, with evidently higher scores in those with
nursing assistance.

Conclusions. The longer the intervals between subsequent monitoring visits,
the higher the percent of therapy discontinuing patients. Any additional sign
of interest in the treated patient is a therapy compliance improving factor, with
nursing care considered to be of dominating significance.

Key words: osteoporosis ® compliance ¢ alendronate 70 * reason for disconti-
nuation * nurse care * counseling * biochemical examinations
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Osteoporoza stanowi powazny $wiatowy problem
zdrowotny przetomu XX/XXI wieku, w tym tak-
ze w Polsce [1]. Obecnie stosowane formy tera-
pii zwickszaja gestos¢ mineralng kosci i obnizaja
ryzyko ztaman [2-7]. Dla uzyskania najwigkszej
skutecznosci leczenia wskazane jest utrzymanie
optymalnej systematycznosci (ang. compliance)
i ciagtosci terapii (persistence) [8,9]. W angloje-
zycznej literaturze istnieje jeszcze okreslenie sumy
dwoch powyzszych poje¢ obrazujace stopien prze-
strzegania terapii (ang. adherence) [10-13].

Efektywnos¢ leczenia zalezy od systematycznosci
i wytrwalosSci przyjmowania leku. Wykazano, iz
50% pacjentéw leczonych z powodu innych choréb
przewleklych o przebiegu subklinicznym, tj.: hiper-
cholesterolemia czy nadci$nienie tetnicze przestrze-
ga zasad terapii dlugoterminowej [14], a 1/5 pa-
cjentéw w ogole nie realizuje recept [15]. Problem
ten dotyczy takze pacjentéw leczonych z powodu
osteoporozy. Wykazano, iz ok. 50% pacjentéw prze-
rywa terapi¢ osteoporozy w ciagu pierwszego roku
[16], ok. 20% pacjentéw w ciggu pierwszych 4 mie-
siecy, a 13% w ogole nie podejmuje leczenia prepa-
ratem alendronian podawanym doustnie codziennie
[17,18]. Ten problem jest niezalezny od formy sto-
sowanego leku [11]. W 201 1r. ukazala sie praca Lin
Li i wsp. [19], w ktorej przeanalizowano 66 tys. pa-
cjentek leczonych z powodu osteoporozy w latach
1995-2008. Wykazano, iz bez wzgledu na formeg
terapii osteoporozy, najwigcej incydentéw przerw
w leczeniu wystepuje w pierwszym roku (ok. 44%),
w poréwnaniu z rokiem trzecim (ok. 16%) i piatym
(ok. 9%). Zwrécono uwage iz na przestrzeni 5 lat
obserwacji zmienily si¢ formy terapii z codzien-
nej na co-tygodniows, co migdzy innymi wynikalo
z poszukiwania leku o coraz wigkszej skutecznosci
przeciwzlamaniowej i lepszej tolerancji zwlaszcza
w grupie bisfosfonianéw. Nie bez znaczenia byto
takze stosowanie takiej formy leku by utrzymac jak
najlepszy compliance. Prawidlowy sposéb przyjmo-
wania lekéw jest istotny, gdyz wykazano, iz u pa-
cjentéw przestrzegajacych leczenia preparatem alen-
dronian w ciagu 4 lat stwierdzono obnizenie ryzyka
ztamania szyjki kosci udowej o 70% [20].

Dla wielu lekarzy, problemem o rosnacej wadze staje
sie kwestia przestrzegania zalecen lekarskich przez
pacjentéw cierpiacych na choroby przewlekie. Pro-
blem, zostal zaproponowany w VI edycji konkursu
Fundacji [13]. Coraz liczniejsze badania wskazuja,
ze w pore przeprowadzone rozpoznanie i szybkie
wlaczenie leczenia nie zawsze przynosza oczeki-
wane rezultaty. Wyjasnienie tego zjawiska kryije sig
w nastepujacym fakcie: pacjenci jako wykonawcy
zalecen sformutowanych przez lekarza czesto w do-
wolny sposéb je modyfikuja.

O skali zjawiska mogg $wiadczy¢ wnioski z bada-
nia IPSOS Health UK Study przeprowadzonego
w 2005 r. w pigciu europejskich krajach [21]. Ba-
daniem objeto 500 lekarzy (reumatologéw; jak i le-
karzy rodzinnych) oraz 502 kobiety z rozpoznang
postmenopauzalng osteoporoza. Badane pacjentki
byly w trakcie lub po leczeniu bisfosfonianami. Ce-
lem badania bylo poznanie r6Znic w spostrzeganiu
czynnikoéw warunkujacych wypelnianie zaleceni oraz
przerwanie terapii — w ocenie pacjentek i lekarzy,
oraz rozpoznanie czynnikéw zwigkszajacych moty-
wacje pacjentek do poddania sig¢ rezimowi terapii.

Wyniki w pelni uzasadniaja rosngce zainteresowa-
nie tym zagadnieniem: 60% pacjentek przyjmuja-
cych bisfosfoniany raz w tygodniu oraz blisko 80%
przyjmujacych lek codziennie przerywa leczenie
przed uptywem roku. Siedmiu na 10 lekarzy nie zna
przyczyn, dla ktérych pacjentka przerwala terapie.
Wsréd przyczyn przerwania terapii podawanych
przez lekarzy pierwsze miejsce zaj¢lo niedostatecz-
ne zrozumienie zasadnosci farmakoterapii. Pacjent-
ki wskazywaly z kolei na nastgpujace przyczyny
przerwania leczenia: przymus pozostawania w po-
zycji wyprostowanej, efekty uboczne, przybieranie
na wadze oraz zapominanie.

Migdzy lekarzami a pacjentkami brakuje zrozumie-
nia (wlasciwej komunikacji, sprz¢zenia zwrotnego)
— mimo tego, ze 82% lekarzy zaleca swoim pacjen-
tom leczenie bisfosfonianami przez okres minimum
jednego roku lub diuzej to az 51% pacjentek nie
przypomina sobie tego, zeby lekarz informowal je
0 czasie trwania terapii.

Wsréd strategii motywowania pacjentek wykorzy-
stywanych przez lekarzy przewazaja te opierajace
sie na przekazywaniu wyczerpujacej informacji oraz
wskazywaniu zagrozeh. Tylko jeden na dziesigciu
lekarzy motywuje pacjentki przypominajac o ko-
rzysSciach plynacych z leczenia. Pacjentki wymie-
nily nastepujace motywacje: ponad potowa kobiet
kieruje si¢ motywacja pozytywna (korzysci), jedna
trzecia wskazuje na wymiar pragmatyczny terapii
(pomaganie sobie) i tylko 15% kobiet wskazato na
role leku przed ztamaniem jako czynnika motywu-
jacego do przestrzegania rezimu terapii.

Powyzsze wyniki staly si¢ podstawa do sformutowa-
nia ogolnych zalecen w zakresie motywowania pacjen-
toéw, oraz wyznaczenia obszaréw poszukiwan metod
poprawiajacych przestrzeganie zalecen lekarskich.

Jednym ze sposobéw poprawy wspoipracy pacjen-
ta jest uczynienie terapii mozliwie najwygodniej-
szg. Jest to widoczne w staraniach skupiajgcych sie
na poszukiwaniu lekéw zlozonych czy tez takich,
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ktére podaje si¢ raz na diugi czas (np. bisfosfoniany
w dawce raz na tydzien, miesigc, rok). Badania do-
tyczace tych metod $wiadcza o skutecznosci takich
schematow [21,22].

Rownoczesnie istnieja takze analizy, ktére wskazu-
ja, ze pacjenci wypelniajac zalecenia w okreslony
spos6b nie kierujg si¢ jedynie wlasng wygoda, ale
takze przywiazuja duzg wage do oczekiwanych i po-
zadanych efektow terapii [23].

Fakt ten jest podstawg do badan metod opartych na
istnieniu zwigzku lekarz-pacjent oraz autonomii pa-
cjenta. Polecana metoda opiera si¢ na przeprowadze-
niu w trakcie rozmowy z pacjentem trzech krokéw:
1. Rozpoznanie u pacjenta motywéw, ktérymi si¢
kieruje — dla ustalenia mozliwych kontrmotywoéw.
2.Jasne przedstawienie celéw terapii i Srodkow
do ich osiagnigcia — przy zachowaniu dbato-
§ci o utrzymanie informacyjnego sprzezenia
zZwrotnego.
3. Dyskusja z pacjentem, w czasie ktérej nalezy
wskazaé na istnienie zwigzkéw pomigdzy moty-
wami pacjenta i celami terapii.

Zdaniem autoréw badania przepis na zadowalajaca
lekarzy wspolprace pacjenta jest mozliwy i zaskaku-
jaco prosty. Kluczowymi pozostaja kwestie moty-
wowania poprzez podkre§lanie korzysci ptynacych
z terapii i nawigzywanie do pozytywnej motywacji
i potrzeb pacjentéw, oraz poprawa komunikacji.

W kazdym wypadku wysitki lekarza powinny zmie-
rza¢ w kierunku oddania czg¢sci odpowiedzialnosci
za leczenie pacjentowi.

Celem przeprowadzonego grantu Fundacji byla od-
powiedZ na pytanie: Czy i w jakim zakresie r6zne
formy motywacji (edukacja, opieka pielegniarska +
kontakt telefoniczny, badania biochemiczne) wply-
waja na poprawe systematycznosci i wytrwalosci
w leczeniu osteoporozy. Okreslenie udziatu czynni-
koéw socjoekonomicznych (wiek, miejsce zamiesz-
kania, wylksztalcenie, status finansowy) w procesie
edukacji. Czy przestrzeganie zalecen lekarskich jest
zalezne od ilodci przyjmowanych lekéw i czestosci
ich podawania?

Osteoporoza dotyczy populacji pacjentéw w star-
szym wieku, ktorzy czestokrotnie oprécz typowego
leczenia zaburzefn metabolizmu kostnego stosuja
inne leki. Problem polipragmazji odgrywa istotna
role w utrzymaniu terapii ze wzgledu na fakt, iz za-
rowno ilos¢ tabletek przyjmowanych dziennie, jak
i ich sumaryczna cena moze wplywac na przerywa-
nie terapii lub seleltywnga eliminacje lekéw lub ich
dawel. W praktyce lekarskiej obok leczenia réznych

schorzef coraz czeiciej spotykamy sie ze stosowa-
niem lekéw takze w aspekcie profilaktycznym (np.
kwas acetylosalicylowy, statyny). Istotng role upa-
truje sie rtéwniez w przyjmowaniu lekow ktére moga
wchodzi¢ w interakcje z lekami antyresorpcyjnymi
lub zaburza¢ ich wchtanianie (np. inhibitory pom-
py protonowej).

Dla uzyskania pozadanych wynikéw leczenia pre-
paraty stosowane w leczeniu osteoporozy wymagaja
od pacjenta zaréwno dyscypliny w sensie wytrwato-
§ci, jak i spelniania okres§lonego sposobu przyjmo-
wania leku.

Oryginalnos¢ projektu wynikala z faktu, iz A. dzigki
badaniu, w grupie , kontrolnej” czyli bez wzmocnie-
nia motywacji uzyskany wynik bedzie mozna uznaé
za ,wzorzec” zachowan polskich pacjentéw; B. zo-
stalo przeprowadzone poréwnanie skutecznosci kil-
ku sposobéw stosowanej motywacji: 1. motywacja
negatywna (rutynowo przeprowadzone badanie
i kwalifikacja do leczenia) z monitorowaniem co p6t
roku; 2. motywacja pozytywna (edukacja pacjentow
w oparciu o wlasne materialy + materiaty firmo-
we — omodwienie roli diety i aktywnodci fizycznej);
3. motywacja negatywna + kontakt telefoniczny +
kontrola personelu pielegniarskiego (dwie dodatko-
we wizyty telefoniczne); 4. motywacja negatywna +
dodatkowe kontrole biochemiczne.

Badanie przeprowadzono 2-etapowo. W pierwszym
etapie w badaniu prospektywnym zanalizowano
przestrzeganie terapii preparatem alendronian 70
monitorujgc pacjentki co 2 miesigce przez okres
roku. W drugim badaniu prospektywnym przepro-
wadzono badania ankietowe przed wiaczeniem le-
czenia preparatem alendronian 70, oraz po 6 i 12
miesigcach stosowania kwalifikujac pacjentki do
jednej z 4 grup w zaleznosci od zaproponowanych
czynnikéw motywujacych. Kwalifikacja pacjentow
leczonych alendronianem 70 do grup: I — wizyta ru-
tynowa (grupa kontrolna); II — motywacja wzmoc-
niona (grupa edukacyjna); III — wizyta rutynowa +
opieka pielegniarska + kontakt telefoniczny; I'V: wi-
zyta rutynowa + badania biochemiczne. W grupie
III przeprowadzono rozmowy telefoniczne w celu
wykonania wizyty ankietowej w czasie 3 i 9 miesie-
cy po wdrozeniu leczenia oraz pacjentki mialy moz-
liwos¢ ciaglego kontaktu z pielegniarka.

W I etapie ocena przyjmowania alendronianu 70
opierata si¢ na czgstym monitorowaniu pacjentek
co 2 miesigce i ku naszemu zdziwieniu wskazala na
znaczng poprawe zasad terapii [24]. Z kolei, w dru-
gim etapie badania ocena przestrzegania przyjmo-
wania lekéw co 6 miesiecy; lepiej nasladowata realne
warunki opieki ambulatoryjnej [25].
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Tabela 1. Systematyczno$¢ i cigglo$¢ terapii w grupach wiekowych w trakcie monitorowania co 2 miesigce.

Podzial grup lo&é pacients Systematyczno$¢ (compliance) ilosé d ('Zlqgl 08¢ (pers‘l stle Ill(c,e ) 7
i Iloé¢ pacjentéw W % (érednia +SEM) (ilo$¢ dni przyjmowania lek6w w ciagu
- roku) ($rednia +SEM)
<59 25 94,25+3,04 344,00+11,1

60-69 41 99,60+0,28 363,54+1,02

70-79 66 92,73+2,64* 338,45+9,63*

80-89 21 94,66+4,43 345,52+16,16

Razem 153 95,08+1,39 347,05+5,08

* p<0,05 w poréwnaniu do grupy wiekowej 60-69 lat.

Podziat pacjentek wedtug wieku (%)

| <59

m 60-69
m 70-79
m 80-89

Przyczyny przerwania leczenia

B Objawy uboczne

W Ztamania

m Hospitalizacje

m Nie podjecie leczenia
M Inne

Rycina 1. Podzial pacjentek na grupy wiekowe (%) w badaniu
I etapu.

Rycina 2. Przyczyny przerwania terapii prep. alendronian 70
w trakcie monitorowania co 2 miesiace.

Tabela 2. Systematyczno$¢ i cigglosc terapii po roku leczenia w zaleznosci od czasu rozpoznania osteoporozy.

Dlugos¢ okresu wlaczenia do Ciaglos¢ (persistence)

badania w stosunku Li‘czba} System&;tyc'znoéc: (Ernrlities (ilo$¢ dni przyjmowania lekéw
do rozpoznania osteoporozy pacjentow Rl D w ciagu roku) (Srednia +SEM)
1. Jeden miesigc 27 95,33+3,06 347,96x11,15
2. Jeden rok 21 97,98+1,66 357,62+6,05
3.2-5lat 72 97,03£1,62 354,15+5,86
4. 25 lat 33 88,79+4,60* 324,10£16,79*
Razem 153 95,08+1,39 347,05+5,08

* p<0,05 w poréwnaniu do grupy 3.

Dzigki badaniu Il-etapu, w grupie , kontrolnej” czy-
li bez wzmocnienia motywacji (standardowa wizyta
co po6l roku) uzyskany wynik uznano za ,wzorzec”
zachowan polskich pacjentéw i relacji pacjent-le-
karz w warunkach poradni oraz zréznicowania tego
wzorca zachowan i relacji w zaleznosci od statusu
spoleczno-ekonomicznego pacjenta.

Ta cze$¢ pracy ocenila role wlgczenia czynnika mo-
tywacyjnego w postaci edukacji, opieki pielegniar-
skiej czy badan biochemicznych na przestrzeganie
terapii alendronianem 70 oraz na podstawie grupy
pacjentéw poddanej opiece pielegniarskiej (wizy-
ty co 3 miesigce wlaczajac kontakt telefoniczny

i mozliwo$¢ kontaktu z pielegniarka) ocenita czy
dominujacego pozytywnego wplywu nie maja
mimo wszystko krdtsze przedzialy czasowe mig-
dzy wizytami. Bardzo istotnym elementem analizy
byta ocena wplywu opieki pielegniarskiej pogiebio-
nej o dodatkowe wizyty telefoniczne, ktére rozsze-
rzaly czesto$¢ monitorowania, na przestrzeganie
zasad terapii.

W 2011 r. opublikowano, w ramach projektu,
pierwsza prace dotyczaca compliance przy terapii
alendronianem 70 w trakcie monitorowania pacjen-
tek co 2 miesigce uzyskujac bardzo dobry stopien
przestrzegania leczenia [24]. Do badania wiaczono
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Tabela 3. Systematyczno$¢ i ciaglo$¢ terapii w zaleznoéci od poziomu wyksztalcenia.

Ciaglos¢ (persistence)

Poziom Ilos¢ Systematycznos¢ (compliance) (e bt iy T LSy
wyksztalcenia pacjentow W % ($rednia +SEM) W eingtl r(fku;,](s're dnia +SEM)
Podstawowe 36 97,34+1,94 355,31+7,07
Zawodowe 40 92,73+3,14 338,47+11,46
Ogolnoksztalcace 47 93,99+3,16 343,06+11,52
Wyzsze 30 97,21+1,77 354,83+6,48
Razem 153 95,08+1,39 347,05+5,08

Tabela 4. Systematyczno$¢ i ciaglo$¢ terapii z podziatem na lekarzy pracujacych w Poradni Uniwersyteckiej lub Poradni Regionalne;.

Pacjenci przyjmujacy

Miejsce pracy Liczba ALE 70 pierwszy raz lub Systema;ycznosc il ,('Z:;;lig'losc (Pers1ster}cel) K6
lekarza prowadzacego pacjentek Po co najmniej rocznej eoElianes) Qo ool ey
4 w % ($rednia +SEM) w ciagu roku) ($rednia+SEM)
przerwie
Uniwersytet Medyczny 77 32 91,55+2,59 334,14+9,46
Poradnie Rejonowe 76 29 98,67+0,81* 360,13+2,96*
* p<0,05.

153 pacjentki w wieku 48-89 lat. Obserwacja w tym
badaniu prospektywnym trwata rok w czasie ktore-
go monitorowano pacjentki co 2 miesiace. Sposréd
pacjentek bioracych udzial w obserwacji 61 nigdy
wczesniej nie bylo leczonych antyresorpcyjnie lub
przerwa w terapii byla dluzsza niz rok. Kryterium
wlaczenia byla gesto$¢ mineralna kosci — 2,5 SD
w kregostupie i/lub szyjce kosci udowej i/lub ztamanie
osteoporotyczne zdiagnozowane lub w wywiadzie.

W cytowanej pracy az 95,08+1,39% (Srednia
+SEM) pacjentek systematycznie przyjmowato lek
w czasie rocznej obserwacji; Srednia dlugos¢ przyj-
mowania lekéw w tej grupie wyniosta 347,05+5,07
dni. W grupie pacjentek, ktére przerwaly leczenie
$rednia diugo$¢ przyjmowania alendronianu 70 wy-
niosta 212,44 dni. Jedna pacjentka w ogéle nie zre-
alizowala recepty; a kolejne dwie przerwaly leczenie
w okresie pierwszych 30-60 dni co, jak podkreslaja
takze inni autorzy, jest najczestszym okresem dys-
kontynuacji terapii [26]. Najgorsze przestrzeganie
terapii zaobserwowano w grupie wiekowej 70-79
lat (Tabela 1, Rycina 1), co moze mieé¢ rézne przy-
czyny: 1. objawy uboczne, 2. wspélistniejace choro-
by, 3. zapominanie, 4. liczba przyjmowanych lekéw,
5. cena lekéw, 6. hospitalizacje. Najczesciej przery-
wala terapie grupa pacjentek z 5 letnim okresem od
rozpoznania choroby (Tabela 2).

Stosowanie alendronianu 70 nie wigze si¢ z du-
zym ryzykiem objawéw ubocznych, a objawy nie-
tolerancji z przewodu pokarmowego nie sa wigksze
niz w grupie placebo [23,27,28]. Mimo tego, w na-
szym badaniu najczestsza przyczyng przerwania
leczenia zglaszanego przez pacjentki byly objawy

niepozadane stosowanego preparatu (Rycina 2),
podobnie jak obserwowaliSmy w badaniu dotycza-
cym alendronianu 10 podawanego codziennie [29].
Wyksztalcenie (Tabela 3) nie miato wplywu na prze-
strzeganie terapii. Analizujac grupy lekarzy opieku-
jacych si¢ pacjentami zwr6cono uwage, iz mimo bar-
dzo dobrego compliance ogétem lekarze pracujacy
poza osrodkami akademickimi dtuzej utrzymywali
pacjentéw w leczeniu co moze wynikac¢ z wigkszego
zaangazowania tej grupy w proces diagnostyczno-te-
rapeutyczny w ramach udziatu w badaniu klinicz-
nym i cheé sprostania zadaniu (Tabela 4).

W kolejnej pracy, compliance i persistence w trakcie
terapii preparatem alendronian 70 oceniono w ba-
daniu prospektywnym w grupie 123 kobiet monito-
rowanych co 6 miesigcy przez okres roku. Uwzgled-
niono wczesniej wymienione grupy motywacyjne,
a za optymalny uznano wskaznik przyjmowania
lekéw powyzej 80% dawki zaplanowanej.

Na podstawie analizy monitorowania pacjentek co
pot roku mozna przypuszczaé, iz czas monitorowa-
nia (Grupa z opieka pielegniarska), edukacja czy
badania biochemiczne moga odgrywac¢ istotng role
W utrzymaniu zaré6wno Wlaéciwej systematycznosci,
jak i diugosci terapii [25].

W trakcie rutynowego monitorowania co 6 mie-
siecy bez wzmocnienia motywacji (Grupa kontro-
Ina) w Osrodku t6dzkim tylko 54,03% pacjentek
przestrzegalo systematycznosci brania leku, w tym
37,5% przyjelo powyzej 80% zaplanowanych da-
wel, a wytrwalo w terapii rocznej 43,75% pacjentek
(Tabela 5). Srednia dlugos¢ przyjmowania leku w tej
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Tabela 5. Compliance, persistence i czas do dyskontynuacji terapii: Grupa Kontrolna, Grupa Edukacyjna, Grupa Biochemiczna,

Grupa z Opieka Pielegniarska.

Compliance e

> 80%

(% +SEM) w ciagu roku

(% +SEM)

dni stosowania leku

Persistence (%) Czas
- % pacjentéw pozo- do dyskontynuacji
stajacych w terapii powyzej 30 dni
przez rok (%+SEM) (liczba dni +SEM)

Persistence
(liczba dni+SEM)

Kontrola (n=32) 37,50+8,7 54,03+7,36

197,00+26,91 43,75+8,9 185,43+27,03

Edukacyjna (n=29) 65,52+9,0 75,71+7,00

269,72+26,95 68,97+8,7 269,79+26,25

Biochemiczna (n=31) 64,51+8,7 68,29+7,95

249,19+29,04 64,51+8,7 249,19+29,04

Pielegniarska (n=31) 61,2949,0 71,18+6,87

259,71£25,10 61,29+6,82 259,71+25,10

m Compilance >80%
B 9% dni stosowania terapii
Persistance (%)

80

60 —

40 —

Kontrola Edukaga  Biochemiczna Pielegniarska

Rycina 3. Compliance i persistence po roku obserwacji
w poszczegolnych grupach monitorowanych co 6
miesiecy.

grupie wyniosta 197 dni. W pozostatych grupach
zaréwno compliance, jak i persistence bylo lepsze
wskazujac, iz jakakolwiek oznaka zainteresowa-
nia pacjentem (edukacja, opieka pielegniarska, czy
oznaczanie parametréw biochemicznych) poprawia-
to przestrzeganie zasad terapii (Tabela 5, Rycina 3).

Mimo zauwaialnej roéznicy poprawa zarOwno com-
pliance, jak i persistence nie byfa znamienna staty-
stycznie, prawdopodobnie ze wzgledu na wielkos¢

grup.

Analizujac grupy wiekowe powyzej i ponizej 65 rz.
nie stwierdzono réznic znamiennych statystycznie
(Tabela 6).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono,
iz u podstaw nieprzestrzegania zasad terapii byto
palenie papieroséw i pojawienie si¢ objawéw niepo-
zadanych (Tabela 7, Ryciny 4 i 5).

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie stwierdzono
zaleznosci stopnia przestrzegania terapii od wieku,
ilosci przyjmowanych lekow, aktywnosci fizycznej,
wyksztalcenia, miejsca zamieszkania, ilosci os6b
w rodzinie, ztaman, rodzinnej historii ztamarn, BMI
i zlaman w trakcie terapii (Tabela 7).

Takze w badaniu Il-etapu najczestsza przyczy-
na przerwania leczenia byly objawy niepozadane
(20,3%) (Tabela 7, Rycina 6). Z innych przyczyn
dyskontynuacji warto podkresli¢ zmiang¢ na inny
bisfosfonian (20,3%), nie podjecie leczenia w ogdle
(18,8%), brak kontaktu z pacjentem (11,6%), ho-
spitalizacje (5,8%), czy brak zainteresowania udzia-
tem w badaniu (2,9%).

Podsumowujac prace dwoéch osrodkéw bioracych
udzial w badaniu (w sumie 212 pacjentek — dane
nieopublikowane) uzyskano znaczng poprawe prze-
strzegania terapii (compliance i persistence) w gru-
pie z lepszym monitorowaniem (opieka pielegniar-
ska) w poréwnaniu do Grupy Kontrolnej. W Grupie
z opieka pielegniarska (79 pacjentek) 82% prze-
strzegalo compliance, a §rednia dfugos¢ przyjmowa-
nia leku wyniosta 297 dni. Uzyskane wyniki sg zbli-
zone do naszych obserwacji dotyczacych pacjentek

Tabela 6. Poréwnanie compliance i persistence pacjentek z grupy wiekowej >65 lat zycia z grupg kobiet mlodszych <65 lat.

Podzial pacjentéw N Srednia SEM P
>65 lat zycia Procent dni brania lekéw w ciggu roku 55 69,8273 55464 0.402718
<65 lat zycia (% +SEM) (compliance [%]) 68 64,8162 4,9548 ’
>65 lat zycia Cigglosé (persistance) 55 254,8727 20,2613

A0S 0,409906
<65 lat zycia (ilos¢ dni w roku +SEM) 68 236,3529 18,1172
>65 lat zycia ~ . 55 248,1455 20,6812
Cza§ do przerwania 'le'cggrga. 0462315
<65 lat zycia trwajgcego co najmniej 30 dni 68 233,6176 18,2362
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Tabela 7. Ocena ryzyka dyskontynuacji terapii alendronianem 70 przez rozne czynniki (Multivariate Cox proportional hazard model).

Wspolczynnik ryzyka P*
Wiek 1,008536 0,532710
Tlo$¢ lekéw przyjmowanych dziennie 0,994382 0,326860
Przychéd miesigczny 0,921415 0,593187
Aktywnos¢ fizyczna 0,976699 0,909567
Wysztalcenie 1,097516 0,431359
Miejsce zamieszkania (miasto, wies) 0,981950 0,933932
Tlo$¢ 0s6b w rodzinie 1,019563 0,168210
Ztamanie kregostupa 0,988031 0,957117
ZYamanie przedramienia 0,814733 0,399684
Inne zlamania 1,336043 0,380929
Historia rodzinna ztaman 1,283044 0,516960
BMI 1,042536 0,218693
Ztamania w trakcie leczenia 1,730916 0,357085
Palenie tytoniu 2,838837 0,001213
Objawy uboczne 1,969754 0,048407
* p - znamienno$¢ statystyczna.
=10 =105
z z 3
=09 =091 ¢,
g g o- 3
=08 =08 - S
e % o
=07 =07 >3
S S RO R 3.
= = 45—
ic,; 0,6 ‘ % 0,6 § 77777777 1
50,5 1 50,5
= 7 <) = 7
=] i =]
< 0,4 S < 0,4
£ e £
503 203
50,21 [—Non-smoking S — * S 02} [— Withoutside effects
% --- Smoking % --- With side effects
% 0,1 _rés 0,1
0,0 0,0
50 100 150 200 250 300 350 50 100 150 200 250 300 350
Time [days] Time [days]

Rycina 4. Test Kaplana-Meiera prawdopodobienstwa
dyskontynuacji terapii alendronianem 70 w grupie
pacjentow palacych i niepalacych (p=0,0018 - log-
rank test).

przyjmujacych alendronian 70 monitorowanych co
2 miesiace [24] oraz pracy grupy kanadyjskiej [30].

Nie wszystkie wyniki prac dotyczacych przestrzega-
nia terapii z uzyciem czynnikéw motywacyjnych sa
optymistyczne. W badaniu ankietowym 219 kobiet
z osteoporoza wykazano, iz mimo przeprowadzonej
edukacji, /4 nie przestrzegala zaleconego dawkowa-
nia [31]. W kolejnej pracy, u 812 kobiet leczonych
codzienng formg alendronianu, mimo kontaktu te-
lefonicznego w ciagu 13 miesiecy obserwacji, 56%
nie utrzymato systematycznosci leczenia [32].

Rycina 5. Test Kaplana-Meiera prawdopodobienstwa
dyskontynuacji terapii alendronianem 70
w grupie pacjentéw z objawami ubocznymi lub
bez objawéw niepozadanych. (p=0,0174 - log-
rank test).

Wydaje sie, iz preferencje pacjenta do wyboru for-
my terapii moga poprawi¢ przestrzeganie leczenia
[33]. Z punktu widzenia klinicznego, compliance
mniejszy niz 66% ma suboptymalny wptyw na po-
prawe gestosci mineralnej kosci [34] i zmniejszenie
ryzyka ztaman [35]. Ponadto, wykazano iz pacjenci
nieprzestrzegajacy terapii sa czgsciej hospitalizowa-
ni (53,4%) w poréwnaniu do przyjmujacych leki
(42,6%), to przeklada si¢ na wzrost kosztéw opieki
medycznej o 14% [36].
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Przyczyny przerwania leczenia

Inne choroby
Hospitalizacje

Brak kontaktu

Brak recepty

Nie podjecie terapii
Zmiana bisfosfonianu
Objawy uboczne

10 15 20 25
[%]

Rycina 6. Przyczyny przerwania leczenia w trakcie
monitorowania co 6 miesiecy.

Podsumowujac wyniki naszych badan, wydaje sie,
ze kazda forma zainteresowania sprzyja polepsze-
niu relacji pomigdzy pacjentem a leczacym go leka-
rzem. Podstawg jest nawigzanie dobrego kontaktu

PiSmiennictwo:

z chorym, wzbudzenie jego zaufania i odpowied-
nie zmotywowanie do podjecia dlugiego leczenia,
bowiem poprawa zaréwno compliance, jak i persi-
stence znajduje odpowiedZ w skutecznosci zastoso-
wanego schematu postepowania terapeutycznego.
Dominujacym czynnikiem poprawiajacym adhe-
rence w trakcie terapii alendronianem 70 wydaje
sie mie¢ czestsze monitorowanie (co wykazalismy
dla wizyt co 2 miesigce i 3 miesigce + opieka pie-
legniarska). W obecnych realiach opieki ambulato-
ryjnej jest to trudne, nalezy si¢ wigc zastanowi¢ nad
mozliwoscia co najmniej 2 pierwszych wizyt w od-
stepach nie rzadszych niz 3 miesigce, a nastgpnie
dodatkowym motywowaniem np. poprzez ciagla
edukacje¢ pacjentéw poprzez zaplanowanie wykla-
dow, przygotowanie broszur, informatoréw i dostep
do odpowiednio zaplanowanej opieki pielegniar-
skiej, ktora na podstawie naszych wynikéw wydaje
sie mie¢ dominujacy wplyw.
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Systemy polimerowe w leczeniu glejaka mézgu

Polymeric systems in brain glioma treatment
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2003 roku przyznala zespolowi pracujacemu pod
kierunkiem prof. Janusza Kasperczyka grant na realizacje projektu badawczego pt.
Opracowanie mozliowsci wykorzystania biodegradowalnych mikrosfer polimerowych
zawierajgcych lek cytostatyczny w leczeniu nowotwordw mozgu.

Streszczenie

Celem projektu finansowanego cze¢$ciowo przez Naukows Fundacje Polpharmy
byto opracowanie nowej generacji bioresorbowalnych systeméw kontrolowane-
go uwalniania substancji antynowotworowej do leczenia glejaka mézgu. Do ba-
dan wybrano doksorubicyne i bardziej hydrofobowsg idarubicyng. Zastosowanie
biodegradowalnych materialéw polimerowych o scisle zaprojektowanej struktu-
rze pozwolilo uzyskaé stale uwalnianie cytostatyka w odpowiednim przedziale
czasowym i w konsekwencji zmniejszenie toksycznosci cytostatykéw. Zaprojek-
towane o odpowiednim ksztalcie matryce zawierajace cytostatyk umozliwiajg
podawanie systemu bezposrednio do mézgu na tkanke nowotworowa lub do
lozy pooperacyjnej. Pozwala to na ominiecie bariery krew-mézg w dostarczeniu
terapeutycznych dawek cytostatyka oraz zapobiega przenikaniu antracyklin do
tkanek nie obj¢tych zmiang nowotworows. Zmniejszenie poczatkowego wyrzu-
tu doksorubicyny z matrycy (,burst effect”) uzyskano poprzez skonstruowanie
matryc wielowarstwowych o odpowiedniej strukturze faiicuchéw polimerowych.

Stowa kluczowe: bariera krew — mézg * bioresorbowalne systemy terapeutycz-
ne ¢ antracykliny ¢ struktura fancuchéw polimerowych

Summary

The aim of the project supported in part by Polpharma Scientific Foundation
was development of new generation of bioresorbable systems for controlled an-
ticancer drugs release in brain glioma treatment. Doxorubicin and more hy-
drophobic idarubicin were chosen for investigation. The application of biode-
gradable polymer materials with strictly defined chain microstructure allows
to obtain stable release of cytostatic drugs in appropriate time interval and in
consequence decrease of toxicity of cytostatic drugs. Designed matrices with
appropriate shape containing cytostatic drug enable the administration of such
system directly into brain cancer tissue or postoperative lodge. This allows the
bypass of brain-blood barrier in delivery of therapeutic doses of cytostatic drug
and prevents the penetration of anthracycline molecules into the tissue without
neoplastic changes. Reduction of burst effect of doxorubicin from matrix was
achieved by construction of multi-layered matrices with a suitable structure of
polymeric chains.

Key words: blood-brain-barrier * bioresorbable therapeutic systems ¢ anthra-
cyclines * polymer chain microstructure

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2012 | 2(1) | 21-27 21



Kasperczyk J. i Stokiosa K. — Systemy polimerowe w leczeniu glejaka mézgu

WPROWADZENIE

W farmacji coraz czgsciej wykorzystywane sa ma-
terialy polimerowe do konstrukcji postaci lelow
o przedluzonym dzialaniu. Polimerowe systemy
uwalniania substancji cytostatycznych moga by¢
w postaci mikrosfer, nanosfer, liposoméw, implan-
towanych matryc lub koniugatéw, w ktérych sub-
stancja lecznicza zwigzana jest z fancuchem poli-
merowym. W terapii glejaka badano dotychczas
mozliwo$¢ zastosowania mikrosfer kopolimeru
glikolidu z D,L-laktydem (PGDLA) do uwalniania
temozolomidu. Profil uwalniania cytostatyka mial
przebieg dwufazowy, najpierw poczatkowy wyrzut
cytostatyka (ang. burst effect) nastgpnie stabil-
ny przyrost uwalniania przez miesigc. Optymalne
uwalnianie substancji z mikrosfer PGDLA obser-
wowano przy 10% zawartosci substancji leczniczej.
Badania w hodowli szczurzych komérek gliomy po
podaniu mikrosfer z temozolomidem potwierdzily
ich zwiekszong cytotoksycznos¢ w poréwnaniu do
postaci proszkowej [1]. Temozolomid spelnia kry-
teria penetracji przez barier¢ krew — mézg (BBB) ze
wzgledu na niski cigzar czasteczkowy i lipofilowos¢
jednakze istnieje mozliwo$¢ wystapienia opornosci
zwigzanej z ekspresja genu (metylotransferazy O
-metyloguaniny) MGMT podczas chemioterapii.

Mikrosfery PGDLA zawierajace doksorubicyneg
badano in vitro w celu okreslenia stopnia kardio-
toksycznosci i opornosci komoérek gliomy (C6) po
enkapsulacji w polimerowym nosniku. Cytostatyl
zostal wybrany na podstawie badan klinicznych,
ktére potwierdzaja zmniejszenie proliferacji komo-
rek glejaka, a badania w hodowli komérkowej zwigk-
szona cytotoksycznos¢ postaci mikrosferowej. Poda-
nie do hodowli komérek gliomy mikrosfer PDLGA
(85/15) optaszczonych PLLA w proporcji 30/70
z 3% zawartoscia cytostatyka powoduje 3-krotny
wzrost przezywalnosci komérek w poréwnaniu do
doksorubicyny wolnej. Natomiast ze wzgledu na ni-
ski ,wyrzut” cytostatyka z powierzchni oplaszczo-
nych mikrosfer (24%) istnieje ryzyko wystapienia
opornosci gliomy. Dlatego lepszym rozwigzaniem
wydaje si¢ zastosowanie mikrosfer PDLGA (65/35),
w ktérych poczatkowa ilo§¢ uwolnionej doksorubi-

cyny wynosi 70% [2].

Nanoczastki policyjanoakrylanu butylu z doksoru-
bicyna byly badane pod katem mozliwosci wywo-
tania efektu terapeutycznego w mézgu po podaniu
dozylnym. Cytostatyk podany w dawce 5 mg/kg
moze penetrowa¢ BBB osiagajac wysokie stezenie
w moézgu (6 ug/g tkanki mézgowej), jesli nanoczast-
ka zostanie pokryta surfaktantem zwigkszajacym
przepuszczalno$¢ substancji leczniczej — Tveen®
80. Ponadto optaszczenie nanoczastki powoduje

zmniejszenie stezenia doksorubicyny w obrebie
miesnia sercowego do wartosci 0,1 ug/g. Badania
na zwierzetach, ktérym zaimplantowano komorki
glejaka wskazuja na przedtuzenie czasu zycia o pot
roku w poréwnaniu do iniekcji nieoplaszczonych
nanoczastek (50 dni). Badania histopatologiczne
tkanki mézgowej udowodnity brak obecnosci dzia-
lania neurotoksycznego doksorubicyny i ustapienie
objawéw choroby [3].

Glejaka mézgu mozna réwniez leczy¢ stosujagc ma-
gnetyczne nanoczastki, ktére nie zawieraja cyto-
statyka. Budowa nanoczastki jest warstwowa, na
zewnatrz znajduje si¢ otoczka z amino silanu lub
dekstranu w rdzeniu znajduje si¢ tlenek Zzelaza (II
lub III). Po iniekcji do guza magnetycznych na-
noczastek pod wplywem promieniowania elektro-
magnetycznego dochodzi do wzrostu temperatury
w obrebie zmiany nowotworowej i jej zniszczenia.
Stwierdzono zwigkszong 4,5-krotnie przezywal-
no$¢ szczuréw, gdy podano nanoczastki optasz-
czone amino silanem w poréwnaniu z dekstranem
[4]. Innym materialem, ktéry mozna wykorzystac
do otrzymania nanoczastek stosowanych w terapii
gliomy jest blokowy kopolimer tlenku etylenu i me-
takryloksypropylotrimetylosilanu (PEO-b-PMPS).
Nosnik ten zapewnia prewencje przed adsorpcja
biomolekut rozpoznawanych przez uklad siatecz-
kowo-srédblonkowy, dzigki czemu po podaniu do-
zylnym bedzie mozliwe wywotanie efektu terapeu-
tycznego. Dodatkowo przytaczenie do nanoczastek
cyklicznego peptydu rozpoznawanego przez inte-
gryny zapewnia docelowe dostarczenie nanoczastki
do komérek gliomy (US7MG) [5].

W przypadku nowotworéw moézgu nie tylko opor-
nos¢ na chemioterapi¢ czy penetracj¢ przez barierg
krew — moézg sa czynnikami determinujacymi sku-
teczno$¢ leczenia. Zwigkszenie przepuszczalnosci
naczyniowej, dzieki ktorej mozliwe jest wynaczynie-
nie guza jest rdwnie istotne i moze przyczyni¢ si¢ do
rozwigzania problemu konwencjonalnych terapii.
Liposomy zawierajace w podwojnej warstwie lipido-
wej distearylolecytyne (DSPC), cholesterol i koniu-
gat distearynylofosfatydyloetanolaminy z glikolem
polietylenowym (DSPE-PEG) a w warstwie wodnej
doksorubicyne badano in vivo w glejakomiesaku
(9L). Potwierdzono zwickszenie przezycia szczu-
row (89%) po podaniu in vivo liposomalnej dokso-
rubicyny w trzech dawkach (17 mg/kg/3 tygodnie)
w poréwnaniu do roztworu doksorubicyny (23%).
Wystapit jednak problem z optymalizacja dawki,
gdyz po podaniu drugiej doszto do wynaczynienia
guza bez zmniejszenia jego wzrostu. W badaniach
histopatologicznych tkanki mézgowej potwierdzo-
no nekroze i obecno$¢ komérek apoptotycznych
w obrebie miejsca krwotoku [6].
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W leczeniu gliomy doksorubicyne w postaci lipo-
somow mozna nie tylko poda¢ dozylnie, ale takze
§rédczaszkowo jako infuzja metody zwigkszonej
konwekcyjnie podazy lelkow (CED). W przypadku
dystrybugcji liposoméw podanych do mézgu istot-
ny jest sktad podwojnej warstwy lipidowej. Bardziej
preferowane sg liposomy obojetne, w ktérych 10%
skladnika fosfolipidowego to DSPC, gdyz zmniej-
sza si¢ wtedy powinowactwo tkankowe. Poréw-
nano stopien dystrybucji podczas infuzji metoda
CED doksorubicyny wolnej i liposomalnej podanej
szczurom z przeszczepionym glejakiem. Stwierdzo-
no zwigkszenie penetracji cytostatyka z postaci li-
posomalnej do przestrzeni migdzykomérkowej, co
dobrze rokuje w przypadku zastosowania w guzach
mozgu posiadajacych zdolno$¢ do naciekania sa-
siadujacych tkanek [7]. Innym sposobem poprawy
dystrybucji doksorubicyny jest podanie dozylne
w skojarzeniu z immunosupresantem — cyklospo-
ryna A. Iniekcja cytostatyka w postaci liposomal-
nej w dawce 5 mg/kg i cyklosporyny A w dawce
10 mg/kg umozliwita dostarczenie doksorubicyny
w najwyzszym stezeniu do mézdzku (0.22 ug/ml),
a lokalizacja glejaka obejmuje ten region mézgu [8].
Jesli jest wymagane dostarczenie doksorubicyny
wylacznie do guza, dwuwarstwa lipidowa powin-
na zawiera¢ glikosfingolipid i 1,2-dioleilo-glicero-
-3-fosfoetanoloaming w okreslonej proporcji (sulfa-
tyd/DOPE=30/70). Badania ksenograftu komoérek
ludzkiego glejaka zaimplantowanego myszom udo-
wodnily zwigkszenie efektu cytotoksycznego, inhi-
bicje wzrostu guza i przedluzenie zycia liposoméw
doksorubicyny z sulfatydem w poréwnaniu do roz-
tworu cytostatyku i liposomalnej doksorubicyny
(Doxil®) [9].

Utatwienie penetracji BBB jest takze mozliwe
przez iniekcje warstwowego liposomu zawierajace-
go w warstwie wodnej epirubicyne, w dwuwarstwie
lipidowej tamoksifen oraz transferryng przylaczo-
na do lancucha polietylenoglikolu (PEG). Wybér
skfadnikéw liposomu zwigzany byt z faktem, iz
receptory transferyny znajduja sic w BBB oraz na
powierzchni glejaka, a antyestrogen oddziatuje na
glikoproteine P nalezaca do protein opornosci wie-
lolekowej. Ilos¢ cytostatyku jaka przenikneta przez
BBB z wieloskladnikowego liposomu (52,2%) byta
dwukrotnie wigksza w poréwnaniu do wolnej epi-
rubicyny. Podanie dozylne liposoméw warstwowych
0 92% zawartosci cytostatyku, 34 mg tamoksifenu/
mmol lipidéw, 123 mg transferryny/mmol lipidow
w dawce 5 mg/kg wywotato zwigkszenie mediany
przezycia do 23 dnia, podczas gdy dla epirubicyny
wolnej 15 dni [10].

We wznowie gliomy mozna stosowac terapie sko-
jarzona obejmujaca Doxil® i topotekan. W takim

ukladzie cytostatykéw mozliwy jest synergizm
dziatania, obydwa wykazuja ten sam mechanizm
dziatania polegajacy na inhibicji odpowiednio to-
poizomerazy II i I. Harmonogram dawkowania do-
ksorubicyny (30-40 mg/m? co 4 tydzien, iv.) oraz
topotekanu (0,3 mg/m? 2 razy dziennie, doustnie)
w trzech cyklach zapewnit brak progresji guza. Ob-
serwowano toksycznos$¢: hematologiczng, zoladko-
wo-jelitows, zapalenie jamy ustnej i skory [11].

Istnieje mozliwos¢ koniugowania doksorubicyny
przez wiazanie amidowe pierdcienia cukrowego
poprzez pegylowang pochodng witaminy E, co po-
zwala zwigkszy¢ lipofilowos¢ doksorubicyny. TPGS
(bursztynian glikolu polietylenowego D-o-tokofe-
rolu) jest takze inhibitorem transporteréw opor-
noéci wielolekowej (glikoproteina P), dzigki czemu
mozna zwigkszy¢ wychwyt komoérkowy i poprawi¢
dystrybucje wewnatrz komérek gliomy (C6). Za-
stosowanie linkera pH-wrazliwego i wykazujacego
wlasciwosci antyoksydacyjne zapewnia hydrolize
wigzan estrowych wewnatrz komoérki nowotworo-
wej (pH=3-5) oraz wyzsza cytotoksycznos¢ w po-
réwnaniu do formy niekoniugowanej. Aplikacja
dozylna koniugatu doksorubicyny z TPGS w dawce
5 mg/kg spowodowala 4,5-krotny wzrost czasu cyr-
kulacji i 24-krotng poprawe biodostepnosci i obni-
zone dzialanie niepozadane (2-3 krotnie) w sercu,
zotadku i jelitach w poréwnaniu do wolnej dokso-
rubicyny [12]. Do koniugatu doksorubicyny moz-
na przytaczyé przeciwcialo monoklonalne celem
poprawy dazenia do komorek glejaka czasteczek
cytostatyku. Stosowanie immunokoniugatu BR96-
-DOX (SGN-15) powoduje redukcje guza, a cyto-
toksycznodc jest niewielka w tkance otaczajgcej.
W zaleznosci od sposobu podania mozna wplywac
na wartosci przezywalnosci szczuréw, ktérym zaim-
plantowano $rédczaszkowo komérki ludzkiego raka
pluc. Wzrost przezycia obserwuje si¢ w przypad-
ku podania do tetnicy szyjnej immunokoniugatu
z mannitolem pozwalajacym na czasowe otwarcie
BBB. Natomiast skojarzenie z radioterapia zapew-
nia najwicksza efektywnos¢, gdy przed naswietle-
niem zostanie podany BR96-DOX [13].

Jedynym jak dotad komercyjnie dostepnym sys-
temem terapeutycznym stosowanym w leczeniu
nowo zdiagnozowanego glejaka wielopostaciowego
jest Gliadel®. Jako no$nik polimerowy stosuje si¢
kopolimer bis-(p-karboksyfenoksy)propanu i kwasu
sebacynowego 20/80 (polifeprosan 20®) o budowie
statystycznej laficucha. Ten rodzaj materiatu poli-
merowego zaliczany jest do polibezwodnikéw, ktére
degradujg powierzchniowo i w zwigzku z tym sub-
stancja lecznicza jest uwalniania stosunkowo szyb-
ko. Jako cytostatylc w platku Gliadel® wystepuje
pochodna nitrozomocznika — karmustyna (7,7 mg).
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Dawka malksymalnie tolerowana to implantacja 8
platkéw do lozy pooperacyjnej co odpowiada ilosci
61,6 mg. Z przeprowadzonych badan klinicznych
I fazy wynika, ze stosowanie platkéw z karmusty-
na powoduje przedluzenie czasu przezycia o okoto
rok. Ze wzgledu na mozliwos¢ dyfundowania kar-
mustyny w obszary mézgu nie objete procesem no-
wotworzenia prowadzono badania in vitro i in vivo
modyfikacji pfatka Gliadel®. Otrzymano implant
wykonany z kopolimeru bis-(p-karboksyfenoksy)
propanu i kwasu sebacynowego 10/90 zawierajacy
od 1 do 10% doksorubicyny. W przypadku zawar-
todci 5-procentowej stwierdzono optymalny profil
uwalniania leku, a w badaniach in vivo platek z ta
zawartodcig implantowany do lozy pooperacyjnej
zapewnil mediang przezycia na poziomie 45 dni
w poréwnaniu do 21 dni dla platka bez leku (pla-
cebo). Stosowany nosnik polimerowy jest wlasciwy
do krétkoterminowego uwalniania cytostatyka, na-
tomiast nie jest mozliwe inkorporowanie duzych
zwarto$ci procentowych (10%), gdyz obserwuje si¢
krwawienie w odleglosci 5 mm od miejsca implan-
tacji powodujace niedowtad [14].

MATERIAEY I METODY

Zastosowano 3 rodzaje kopolimeréw: kopolimer gli-
kolidu z L-laktydem (PLGA), kopolimer glikolidu
z D,L-laktydem (PGDLA) oraz kopolimer glikolidu
z e-kaprolaktonem (PGCL) o réznej mikrostruktu-
rze lancucha poliestrowego i zawartosci jednostek
komonomerycznych do wykonania implantacyj-
nego systemu terapeutycznego zawierajacego do-
ksorubicyne¢ i idarubicyng. Kopolimery zostaly
otrzymane w masie w temperaturze 100-130°C,
a jako inicjator zastosowano obojetny dla organi-
zmu acetyloacetonian cyrkonu. W celu usunigcia
§ladéw nieprzereagowanych monomeréw, kopoli-
mery rozpuszczono w chloroformie i wytracono
w metanolu a nastgpnie suszono pod préznia. Ma-
terialy poliestrowe scharakteryzowano pod katem
ilosci jednostek komonomerycznych, mikrostruk-
tury laficucha przy pomocy 'H i *C NMR. Okre-
§lono réwniez ciezary czasteczkowe metoda GPC
i temperatury: topnienia i zeszklenia metoda DSC.
Metodyka otrzymania monowarstwowych matryc
z doksorubicyng i idarubicyng polegata na rozpusz-
czeniu polimeru w dichlorometanie a cytostatyka
w heksafluoro-2-propanolu, nastgpnie potaczeniu
i wylaniu do formy o okreslonej grubosci. Z folii
z cytostatykami wycigto krazki o $rednicy 1 cm
i umieszczono w sztucznym plynie mézgowo-rdze-
niowym (aCFS), natomiast system wielowarstwowy
otrzymano poddajac sprasowaniu pod naciskiem
3,4 T w 40°C przez 5 minut dwéch krazkéw PGCL,
pomiedzy ktére wprowadzono krazek PGDLA z do-
ksorubicyna. Prébe kontrolng stanowity pojedyncze

krazki kopolimeru PGDLA i doksorubicyny. Bada-
nia uwalniania cytostatyku i degradacji matryc mo-
nowarstwowych dolksorubicyny i idarubicyny oraz
wielowarstwowych  doksorubicyny prowadzono
w ukfadzie dynamicznym poprzez inkubacje z wy-
trzasaniem w temperaturze 37°C przez 105 dni.
Absorbancje uwolnionej doksorubicyny i idarubi-
cyny oznaczono metoda UV-VIS przy diugosci fali
odpowiednio A=482 nm i A=485 nm, a z réwnania
krzywej wzorcowej okreslono st¢zenia uwolnionych
cytostatykéow.

REZULTATY

Przeprowadzone w ramach projektu badania po-
twierdzajg mozliwo$¢ zastosowania alifatycznych
poliestrow jako nosnikéw do dlugoterminowego
uwalniania doksorubicyny w leczeniu glejaka mé-
zgu. Optymalnymi okazaly si¢ matryce wykona-
ne z kopolimeru L-laktydu z glikolidem (PLGA)
w proporcji komonomeréw 85/15 oraz z kopoli-
meru glikolidu z e-kaprolaktonem 10/90. Budowa
tancuchéw polimerowych, rodzaj i udzial jednostek
komonomerycznych oraz ich rozklad wzdtuz tanhcu-
cha wplywaja na kinetyke uwalniania cytostatykéw.
Najbardziej réwnomierne uwalnianie cytostatykow
zaobserwowano dla matrycy wykonanej z kopoli-
meru glikolidu z e-kaprolaktonem z 5% zawartoscia
substancji. Matryce otrzymane z PLGA wykazaty
inhibicj¢ uwalniania doksorubicyny do 50 dnia eks-
perymentu. Spektroskopia w podczerwieni potwier-
dzita obecnoé¢ wigzan wodorowych miedzy cza-
steczka doksorubicyny a faficuchem polilaktydu, co
jest prawdopodobnie gtéwna przyczyng zahamowa-
nia uwalniania cytostatyka z PLGA. Réznice w pro-
filu uwalniania cytostatyka wynikajace z réznej
mikrostruktury faincuchéw polimerowych mozna
wykorzysta¢ do sterowania kinetyka jego uwalnia-
nia poprzez konstrukcje matryc wielowarstwowych.
Technologia otrzymania alifatycznych poliestrow
w oparciu o okreslone inicjatory obojetne dla organi-
zmu (cyrkon, magnez, wapn) pozwala projektowac
matryce o réznej mikrostrukturze taficucha a tym
samym réznym czasie degradacji. Przeprowadzono
réwniez badania idarubicyny, antracykliny o mniej-
szej hydrofilowosci niz doksorubicyna jako poten-
cjalny cytostatyk do zastosowania w terapii gliomy:.
Uwalnianie in vitro idarubicyny do aCFS z matryc
PLGA przebiega liniowo na poziomie ok. 80% przez
40 dni. Nie zaobserwowano inhibicji uwalniania jak
to ma miejsce dla doksorubicyny. Przyczyna réznic
w profilu uwalniania migdzy doksorubicyng i ida-
rubicyng moze by¢ réznica w strukturze polegajaca
na obecnosci grupy hydroksyacetylowej w czastecze
doksorubicyny w miejscu gdzie w czasteczce idaru-
bicyny znajduje sie grupa acetylowa i tym samym
uniemozliwione jest powstanie wigzan wodorowych
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pomiedzy czasteczkami idarubicyny a faficuchem
polilaktydowym (Rycina 1) [15,16].

llo$¢ uwolnionych cytostatykow [%]
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Rycina 1. Kumulacyjne uwalnianie doksorubicyny i idarubicyny
do aCF§, (A) matryca PLGA (85/15) z 10% wag.
zawartoscig doksorubicyny, (B) matryca PLGA
(85/15) z 10% wag. zawartoécia idarubicyny.

Jak na razie nie stwierdzono skutecznosci idaru-
bicyny w glejaku mézgu, natomiast stosowano ja
w metastatycznym raku piersi moggcym genero-
waé przerzut do moézgu. W implantacyjnym sys-
temie terapeutycznym antracyklin jest mozliwe
zmniejszenie wyrzutu cytostatyka z powierzchni
polimerowego nosnika przez zastosowanie matryc
wielowarstwowych. Budowa warstwowa matrycy
zaklada wewngtrzng warstwe zawierajacg dokso-
rubicyng (10%) wykonana z kopolimeru glikolidu
z DL-laktydem (30/70) i zewngtrzne warstwy wy-
konane z kopolimeru glikolidu z e-kaprolaktonem
(10/90). W przypadku matryc jednowarstwowych
PLGA (15/85) z doksorubicyna (Rycina 2) wyste-
puja miedzyczasteczkowe oddzialywania grup hy-
droksylowych cytostatyka z grupa karbonylowa ko-
polimeru. W efekcie uwalnianie doksorubicyny jest
spowolnione do 50 dnia [17].

Rycina 2. Zdjecie matrycy PDLGA (70/30) z doksorubicyng
(10% wag.).

Pieciokrotne zmniejszenie inhibicji uwalniania
w jednowarstwowych matrycach jest mozliwe

przez dwukrotne zwigkszenie jednostek glikolidy-
lowych, zamiang L-laktydu na D-laktyd, co prowa-
dzi do zmiany mikrostruktury tzn. zmniejszenia
dtugosci $rednich diugosci blokéw laktydylowych
(Rycina 3). Badania degradacji wielowarstwowego
systemu terapeutycznego w poréwnaniu do jedno-
warstwowego wykazaly zwigkszenie udzialu jedno-
stek glikolidylowych w pierwszym tygodniu degra-
dacji w wyniku wymyecia oligomerycznych czastek
kwasu mlekowego z masy materialu polimerowego.
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Rycina 3. Dawka dzienna uwolnionej doksorubicyny z systemu
terapeutycznego: (A) matryca monowarstwowa, (B)
matryca wielowarstwowa, zawartos¢ cytostatyka
w systemie terapeutycznym - 10% wag., jako no$nik
polimerowy zastosowano PDLGA (70/30).

Zastosowanie tréjwarstwowego systemu terapeu-
tycznego doksorubicyny umozliwia dwukrotne
zmniejszenie wyrzutu” cytostatyka z powierzch-
ni matrycy, co potwierdza wykres kumulacyjnego
uwalniania (Rycina 4) [18].
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Rycina 4. Kumulacyjne uwalnianie doksorubicyny z systemu
terapeutycznego: (A) matryca monowarstwowa, (B)
matryca wielowarstwowa, zawarto$¢ cytostatyka
w systemie terapeutycznym - 10% wag., jako no$nik
polimerowy zastosowano PDLGA (70/30).

WNIOSKI

Zastosowanie  biodegradowalnych — materialow
polimerowych opartych o poliestry alifatyczne,
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a szczegolnie o kopolimery laktydu, glikolidu i ka-
prolaktonu pozwala na uzyskanie systemow tera-
peutycznych, ktorych mikrostruktura pozwala na
sterowanie stezeniem uwalnianych substancji lecz-
niczych. Jednakze dla kazdej substancji leczniczej
konieczne jest opracowanie indywidualnej optymal-
nej mikrostruktury lancuchéw polimerowych gdyz
istotne znaczenie na kinetyke uwalniania substan-
cji leczniczej ma jej strultura, zwlaszcza obecnos¢
grup funkcyjnych, ktére mogg oddzialywac z aicu-
chami polimerowymi.

PODZIEKOWANIA

Badania dotyczace jednowarstwowych systemow
terapeutycznych doksorubicyny byly finansowane
ze $rodkéw projektu badawczego Naukowej Funda-
cji Polpharmy.

STAN WIEDZY W CHWILI ROZPOCZECIA PROJEKTU

Konwencjonalne metody leczenia w oparciu o che-
mioterapi¢ cytostatykami zdolnymi do przejécia
BBB oraz terapie skojarzone z radioterapia nie sa
wystarczajaco skuteczne. Nowym rozwigzaniem
majacym zapewni¢ odpowiedni efekt terapeutyczny
tzn. zwigkszy¢ czas przezycia chorych, zmniejszy¢

PiSmiennictwo:

toksyczno$¢ cytostatykéw alkilujacych DNA oraz
zapewni¢ odpowiednio wysoka dawke lecznicza
w obrebie guza mézgu jest platek Gliadel®.

CoO PRZYNIOSEA REALIZACJA GRANTU
POLPHARMY

W ramach badan okreslono rodzaj no$nika polime-
rowego, ktéry zapewni kontrolowane uwalnianie
doksorubicyny oraz optymalng zawarto$¢ procen-
towa cytostatyka w matrycy. Hydrofilowy lek prze-
ciwnowotworowy wykazujacy skutecznos$¢ przeciw
komérkom gliomy wprowadzony do nosnika poli-
merowego o okre$lonej mikrostrukturze tancucha,
bedacej czynnikiem kontrolujacym uwalnianie do-
ksorubicyny jest konkurencyjnym rozwigzaniem
w stosunku do ptatka Gliadel®.

DALSZE KIERUNKI BADAN

Kontynuowane sa badania nad otrzymywaniem wie-
lowarstwowych systeméw matrycowych w celu opty-
malizacji ,wyrzutu” doksorubicyny z powierzchni
nos$nikéw poliestrowych. W nastgpnych etapach
niezbedne jest przeprowadzenie skutecznosci dzia-
tania otrzymanych platkéw z doksorubicyng w ho-
dowlach komérkowych oraz na modelu zwierzgcym.

1. Zhang H, Gao S: Temozolomide/PLGA microparticles and
antitumor activity against Glioma C6 cancer cells in vitro.
Int ] Pharm, 2007; 329: 122-8

2. Lin R, Ng LS, Wang Ch-H: In vitro study of anticancer
drug doxorubicin in PLGA-based microparticles. Bioma-
terials, 2005; 26: 4476-85

3. Kreuter J: Application of nanoparticles for the delivery of
drugs to the brain. International Congress Series, 2005;
1277: 85-94

4. Jordan A, Scholz R, Maier-Hauff K i wsp.: The effect of
thermotherapy using magnetic nanoparticles on rat mali-
gnant glioma. ] Neurooncol, 2006; 78: 7-14

5. Chen H, Wang L, Yeh J i wsp.: Reducing non-specific
binding and uptake of nanoparticles and improving cell
targeting with an antifouling PEO-b-PgMPS copolymer
coating. Biomaterials, 2010; 31: 5397-407

6. Zhou R, Mazurchuk R, Straubinger RM: Antivascular ef-
fects of doxorubicin-containing liposomes in an intracra-
nial rat brain tumor model. Cancer Research, 2002; 62:
2561-6

7. Saito R, Krauze MT, Noble ChO i wsp.: Tissue affinity
of the infusate affects the distribution volume during co-
nvection-enhanced delivery into rodent brains: Implica-
tions for local drug delivery. ] Neurosci Methods, 2006;
154: 225-32

8. Hsieh H-J, Chang Ch-H, Huang S-P i wsp.: Effect of cyclo-
sporin A on the brain regional distribution of doxorubicin
in rats Int ] Pharm, 2008; 350: 265-71

9. Shao K, Hou Q, Duan W i wsp.: Intracellular drug delive-
ry by sulfatide-mediated liposomes to gliomas. ] Control
Release, 2006; 115: 150-7

10. Tiana W, Yinga X, Dua J: Enhanced efficacy of functionali-
zed epirubicin liposomes in treating brain glioma-bearing
rats. Eur ] Pharm Sci, 2010; 41: 232-43

11. Wagner S, Peters O, Fels Ch i wsp.: Pegylated-liposomal
doxorubicin and oral topotecan in eight children with re-
lapsed high-grade malignant brain tumors. ] Neurooncol,
2008; 86: 175-81

12.Cao N, Feng S-S: Doxorubicin conjugated to D-a-tocophe-
ryl polyethylene glycol 1000 succinate (TPGS): Conju-
gation chemistry, characterization, in vitro and in vivo

evaluation. Biomaterials, 2008; 29: 3856-65

13.Muldoon LL, Neuwelt EA: BR96-DOX immunoconjugate
targeting of chemotherapy in brain tumor models. J. Neu-
rooncol, 2003; 65: 49-62

14.Lesniak MS, Upadhyay U, Goodwin R i wsp.: Local deli-
very of doxorubicin for the treatment of malignant brain
tumors in rats. Anticancer Res, 2005; 25: 3825-31

15. Stoklosa K, Kasperczyk J, Dobrzynsk P, Kaczmarczyk B:
Various release profiles of anthracylines as a result of inte-
ractions between drug and biodegradable polymer matrix.
Engineering of Biomaterials, 2006; 58-60: 203-6

26

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2012 | 2(1) | 21-27



Kasperczyk ]. and Stokiosa K. — Polymeric systems in brain glioma treatment

16. Kasperczyk J, Dobrzyniski P, Bero M i wsp.: Patent, Nowa
posta¢ farmaceutyczna leku, zwlaszcza wielosktadnikowe-
go, opartego na wielowarstwowych no$nikach polimero-
wych oraz spos6b wytwarzania farmaceutycznej postaci
lekéw. Zgtosz. nr 3770; 85 z 15.09.2005. Opubl. w Biule-
tynie Urzedu Patentowego, 2007 nr 6 z dnia 19.03.2007

17.Kasperczyk J, Stoklosa K, Dobrzynski P i wsp.: Designing
bioresorbable poliester matrices for controlled doxoru-
bicin release in glioma therapy. Int ] Pharm, 2009; 382:
124-9

18. Stoklosa K, Kasperczyk J, Dobrzyniski P, Smola A: Elabo-
ration of bioresorbable multilayered polymeric carriers for
controlled doxorubicin release. Engineering of Biomate-
rials, 2010; 99-101: 64-7

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2012 | 2(1) | 21-27

27



Rola SDF-1 w procesach regeneracji i nowotworzenia

The role of SDF-1 in regeneration and cancerogenesis process

Kamil Kowalski’, ! Zaklad Cytologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
ﬂg nieszka Markowska- ? Zaktad Biologii Molekularnej, Centrum Onkologii-Instytut im. Marii Sklodowskiej-
_ Zagmjekl, Curie, Warszawa
Izabela Plaskota’, 3 Zaktad Biologii Molekularnej Roslin, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski,
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Areta M. Czerwiriska’, Stymulacja regeneracji miesni szkieletowych — potencjalna rola cytokiny SDF-1.
ITwona Grabowska’,
Matgorzata Zimowska', Streszczenie
Katarzyna Jariczyk-
~Tlach’, SDEF-1 (zrebowy czynnik wzrostu) nalezy do rodziny chemokin. Jego zwigzanie
Wiadystawa Stremitiska’, 2 receptorem CXCR4 lub CXCR7 aktywuje szereg Sciezek sygnalowych w ko-
Maria A. Ciemerych?, morkach docelowych. SDF-1 odgrywa istotng role¢ w mobilizacji komérek macie-
Edyta Brzdska- rzystych ze szpiku kostnego do krwi obwodowej. Ponadto w wyniku uszkodzenia
. tkanki dochodzi do lokalnego wzrostu poziomu SDF-1. Na drodze zaleznej od
~Wejtowicz SDF-1 przeszczepione komérki macierzyste sa mobilizowane do uszkodzonej
tkanki, gdzie moga uczestniczy¢ w jej rekonstrukcji. W projekcie finansowanym
przez Naukows Fundacj¢ Polpharmy podjelismy prébe manipulacji poziomem
SDF-1 w celu mobilizacji endogennych komérek macierzystych i prekursoro-
wych do uszkodzonych migsni.
Stowa Iduczowe: SDF-1 ¢ regeneracja * mig$nie szkieletowe ¢ migsak miesni
poprzecznie prazkowanych © CXCR4 ¢« CXCR7
Summary
SDEF-1 (stromal derived factor) belongs to the family of chemokines. Its binding
to CXCR4 or CXCR?7 receptor activates several signaling pathways in target
cells. SDF-1 plays an important role in stem cells mobilization from bone mar-
row to the peripheral blood. Importantly, the level of SDF-1 increases as a result
of tissue injury. Moreover, transplanted stem cells are mobilized to the damaged
tissue in the SDF-1 dependent manner and then participate in the process of re-
construction. Research grant awarded by Polpharma Scientific Foundation allo-
wed us to study mobilization of endogenous stem and precursor cells to injured
Whlyngtlo: 12-03-2012 muscle mediated by the manipulation of SDF-1 level.
Zaakceptowano: 14-03-2012
Opublikowano: 10-08-2012 Key words: SDF-1 ¢ regeneration ¢ skeletal muscle * rhabdomyosarcoma *

CXCR4 « CXCR7
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Czynnik pochodzenia zrebowego-1 (SDF-1, ang.
stromal derived factor-1, CXCL12) nalezy do ro-
dziny chemokin CXC, a wigc takich, w ktérych
czasteczce pomiedzy dwoma pierwszymi resztami
cysteiny (C) wystepuje dowolny aminokwas (X).
Biatko SDF-1 po raz pierwszy wyizolowano w 1993
roku z ludzkich komérek zrebu szpiku [1,2]. Rok
pozniej dowiedziono, ze czynnik ten w obecnosci
interleukiny 7 bierze udzial w aktywacji prolifera-
cji progenitorowych limfocytéow B [3]. GIéwnym
zrédtem SDEF-1 w dorostych organizmach jest szpik
kostny [4]. Czynnik ten jest réwniez produkowany
w uszkodzonych tkankach takich jak serce oraz mig-
$nie szkieletowe [5,6], a takze w watrobie, ptucach,
weztach chlonnych, czy $ledzionie [7,8]. SDF-1
wystepuje w dwoch formach: SDF-la (CXCL12a)
i SDF-1B (CXCL12b), ktore powstaja w wyniku
alternatywnego splicingu mRNA syntetyzowanego
na matrycy tego samego genu. Sekwencja amino-
kwasowa ludzkiego SDF-1 w poréwnaniu z bial-
kiem mysim wykazuje 93% homologii w przypadku
SDF-1a oraz 92% w przypadku SDF-1f. Mysie for-
my o i B réznig si¢ miedzy sobg jedynie 4 dodatko-
wymi aminokwasami na C-koncu formy f [8].

REecerTORY WiAZACE SDEF-1: CXCR4
1 CXCR7

Receptory chemokin naleza do duzej grupy recep-
toréw metabotropowych, wspoétpracujacych z bial-
kami G [9]. Wszystkie receptory tej grupy maja
bardzo podobng strukture, w ktorej pojedynczy
taficuch polipeptydowy przechodzi siedmiokrotnie
przez dwuwarstwe lipidowa blony komoérkowe;.
Dwa receptory - CXCR4 i CXCR7 opisane zosta-
ly jako wiazace SDF-1. Przez dlugi czas sadzono,
ze CXCR4 jest jedynym receptorem SDEF-1, co dla
chemokin stanowifoby unikatowy szlak. Istnienie
tego niezwylkle interesujacego ukladu potwierdzala
zbieznosé¢ fenotypu myszy pozbawionych funkcjo-
nalnych kopii genu SDF-1 oraz CXCR4. Jednakze
pozniej zaobserwowano, ze komorki watroby zarod-
ka myszy pozbawionej obu alleli genu kodujacego
CXCR4 nadal wiaza SDF-1, a zatem musza posia-
da¢ na swojej powierzchni jego receptor. Dalsze ba-
dania wykazaly, ze zaréwno SDF-la jak i SDF-1P
wykazuja powinowactwo do receptora CXCR?7 [10].
Receptor ten poza SDF-1 wiaze réwniez chemoking
I-TAC (ang. interferon-inducible T-cell o chemoat-
tractant, CXCLI11).

Receptor CXCR4 wykryto na powierzchni ludzkich
hematopoetycznych komérek progenitorowych
(HPC, ang. hematopoietic progenitor cells) [11],
ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych

[12], mysich komoérek macierzystych/progenitoro-
wych neuronéw i hepatocytow [13], komoérek sa-
telitowych (mig$niowych komoérek prekursorowych)
[14], komorek progenitorowych §rédbtonka [15]
i mezangioblastow [16]. CXCR4 znajduje si¢ réw-
niez na powierzchni kilku rodzajéw ludzkich komé-
rek nowotworowych, np. komérek nowotworowych
z guzéw trzustki, prostaty, ptuc i sutka [17-21].
Obecnos¢ obu receptoréw — CXCR4 i CXCR7 wy-
kazano migdzy innymi na mysich mioblastach [22],
astrocytach i komoérkach Schwanna [23], a takze na
komérkach ludzkiego migsaka migéni poprzecznie
prazkowanych (RMS, ang. rhabdomyosarcoma)
[24]. Udowodniono, ze receptory te zaangazowa-
ne sa w nabywanie przez komérki RMS potencja-
tu do przerzutowania, bowiem CXCR7 uczestniczy
w procesach zwigzanych z ich adhezjg, natomiast
CXCR4 posredniczy w przekazywaniu sygnalow
zwiazanych z migracja [24,25].

Stosunkowo dobrze scharakteryzowano moleku-
larny mechanizm dziatania receptora CXCR4. Po
potaczeniu z SDF-1 ulega on dimeryzacji, a na-
stepnie aktywacji [26]. Przeklada si¢ to na zmiany
w konformacji przestrzennej receptora prowadzace
m.in. do przytaczenia biatka Gai [27], co prowa-
dzi do aktywacji wielu $ciezek sygnalowych. Przy-
kladem odpowiedzi komérki na aktywacje CXCR4
jest: i) fosforylacja i asocjacja bialek zaangazowa-
nych w tworzenie ptytek przylegania, czyli miejsc
kontaktu komérek z macierzg zewngtrzkomérkows
zaangazowanych w migracje komérek, m.in. bia-
tek RAFTK, Crk oraz paksyliny [27], ii) aktywacja
bialkowych kinaz C (PKC, ang. protein kinase C),
z ktérych najwazniejszymi wydaja si¢ by¢ izoformy
PKC-y oraz PKC-§ [28], iii) aktywacja kinaz bial-
kowych aktywowanych mitogenem (MAP, ang. mi-
togen activated protein) p42/p44 oraz kinazy AKT
[24-27]. Ponadto, w odpowiedzi na SDF-1 komor-
ki hematopoetyczne wydzielaja czynniki angiopo-
etyczne takie jak czynnik wzrostu naczyniowych
komorek §ré6dbtonka (VEGE ang. vascular endothe-
lial growth factor) oraz metaloproteazy modyfikuja-
ce macierz zewnatrzkomoérkowa (MMP, ang. matrix
metalloproteinases) [29,30].

SPOSOBY REGULACJI SZLAKU SYGNALOWEGO
SDEF-1-CXCR4 Lus CXCR7

Dzialanie szlaku sygnatowego SDEF-1-CXCR4 lub
CXCRY7 moze by¢ regulowane na trzech poziomach:
lokalnego stezenia SDF-1, liczby receptoréw oraz
modulacji mozliwosci taczenia SDF-1 z receptorem.
Poziom SDF-1 jest réwniez regulowany wielopozio-
mowo — na poziomie transkrypcji oraz translacji,
a takze jego degradacji katalizowanej przez pro-
dulkowane przez neutrofile enzymy proteolityczne

30
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takie jak elastaza oraz katepsyna [31] lub proteazy
CD26 (ang. dipeptidyl-peptidase 1V). Zahamowa-
nie aktywnosci CD26 za pomoca diprotinu chroni
SDF-1 przed degradacja [32]. Wykorzystywanym
w praltyce klinicznej sposobem obnizania poziomu
SDF-1 w szpiku kostnym jest podanie czynnika sty-
mulujacego tworzenie kolonii granulocytéw (G-CSE
ang. granulocyte colony-stimulating factor). G-CSF
powoduje spadek ekspresji mRINA kodujacego SDF-
1, przez co obniza si¢ ilo$¢ tego bialka [33]. Taka
strategia ma zastosowanie praktyczne, gdyz poda-
nie G-CSF powoduje mobilizacj¢ hematopoetycz-
nych komoérek macierzystych i progenitorowych
(HSPC, ang. hematopoietic stem and progenitor
cells) do krwi obwodowej, z ktérej mozna je pobra¢
do przeszczepu. Ekspresja SDF-1 jest rowniez ha-
mowana przez transformujacy czynnik wzrostowy
typu b (TGF-B1, ang. transforming growth factor
B1) [34] oraz steroidy takie jak 17B-estradiol [35].
Zwigkszona ekspresja SDF-1 moze natomiast za-
chodzi¢ pod wplywem czynnika transkrypcyjnego
odpowiedzi na hipoksje -loo (HIF-la, ang. hypo-
xia-inducible factor-la), ktérego ekspresja wzrasta
w wyniku niedotlenienia, bedacego konsekwencija
na przykltad uszkodzenia tkanki [36]. HIF-1a regu-
luje réwniez ekspresje wielu innych genéw, w tym
VEGF oraz czynnika wzrostowego hepatocytow
(HGE ang. hepatocyte growth factor) [37-39].

Na dzialanie szlaku sygnalizacyjnego SDF-1-
CXCR4 Jub CXCR7 wplywa réwniez poziom
ekspresji i aktywnos$¢ jego receptoréw. Ekspresja
CXCR4 i CXCR7, podobnie jak SDF-1, pozostaje
pod kontrola HIF-1, jest zatem zalezna od stanu
niedotlenienia tkanki. W odpowiedzi na hipoksje
wzrasta ekspresja CXCR4 [40], natomiast poziom
mRNA kodujacego CXCR?7 obniza si¢ [24]. Ponad-
to ekspresj¢ CXCR4 reguluje takze czynnik trans-
krypeyjny NF-xb (ang. nuclear factor kb) [40,41].

Obnizenie poziomu bialka CXCR4 moze by¢ réw-
niez wynikiem dzialania proteaz takich jak katepsy-
na G i dipeptidylopeptydaza, ktére degraduja recep-
tor zanim ulegnie on aktywacji w blonie komérkowej
[42]. Wrazliwos¢ komoérki na SDF-1 zapewniaja tyl-
ko receptory wyeksponowane na powierzchni bfo-
ny komorkowej. Dlatego jednym z mechanizmoéw
regulujacych oddzialywanie SDF-1-CXCR4 moze
by¢ internalizacja, czyli endocytoza receptora z po-
wierzchni komérki do cytoplazmy [43]. Po inter-
nalizacji receptor moze zosta¢ zdegradowany lub
przetransportowany na powierzchnie, co jest me-
chanizmem regulujacym wrazliwo$¢ komoérki na li-
gandy CXCR4, wsréd nich SDF-1 [44]. Dodatkowo
aktywnos¢ receptora CXCR4 moze by¢ zwickszona
poprzez jego wiaczenie w tzw. tratwy lipidowe, czyli

rejony bifony komoérkowej charakteryzujace sie wyz-
szg zawarto$cia steroli i sfingolipidow [45].

Do metod pozwalajacych na specyficzne blokowa-
nie interakcji SDF-1-CXCR4 lub CXCR7 mozna
zaliczy¢ opierajgce si¢ na inhibicji receptora. Znane
sa maloczasteczlowe inhibitory CXCR4 talkie jak
T140 i AMD3100 [46,47] oraz inhibitory CXCR7,
do ktoérych nalezg CCX733 i CCX754 [48]. Oczy-
wiscie mozliwe jest takze zahamowanie translacji
czasteczelk mRNA kodujacego albo SDF-1 albo jego
receptory poprzez zastosowanie specyficznych siR-
NA (ang. small interferring RNA) [32,49].

BI10OLOGICZNE EFEKTY DZIAEANIA SDF-1

Oddziatywanie SDF-1-CXCR4 lub CXCR7 zaan-
gazowane jest w regulacje wielu proceséw zaréwno
fizjologicznych jalk i patologicznych. Zaliczy¢ do
nich mozna proliferacje komoérek, ich réznicowanie,
adhezje, migracje, jak i przerzutowanie komoérek
nowotworowych. Reakcja na SDF-1 zalezy od ro-
dzaju komoérek. SDF-1 stymuluje proliferacje i prze-
zywalno$¢ astrocytéw i niektérych komérek nowo-
tworowych, takich jak np. komérki glejaka [50,51].
Natomiast nie stwierdzono, by SDF-1 mial wplyw
na proliferacj¢ i przezywalno$¢ komérek hematopo-
etycznych [30]. Wydaje si¢, ze gléowna funkcja SDF-
I jest aktywowanie chemotaksji kompetentnych do
odpowiedzi komérek. Udokumentowano to w wielu
pracach poswigconych migracji zaréwno komoérek
prawidfowych jak i nowotworowych [52-55]. Ukie-
runkowana migracja komérek jest procesem bardzo
waznym dla prawidiowego rozwoju, péZniejszego
funkcjonowania i regeneracji organizmu zwierze-
cia, rola SDF-1 jest zatem kluczowa dla przezycia
organizmu. Analiza fenotypu myszy pozbawionych
funkcjonalnego genu kodujacego CXCR4 lub SDF-
I wykazala, ze zwierzeta takie umieraja in utero.
Charakteryzujg je zaburzenia rozwoju serca, mézgu
i duzych naczyn krwiono$nych oraz, co niezwykle
istotne, kolonizacji szpiku kostnego przez hema-
topoetyczne komoérki macierzyste [56]. Badania
prowadzone z wykorzystaniem mysich zarodkéow
pozbawionych SDF-1 lub CXCR4 wykazaly, Ze rola
tych czynnikéw polega na regulacji migracji HSPC
miedzy szpikiem kostnym a krwia obwodowa
[2,56,57]. Oddzialywanie SDF-1 na HSPC szcze-
goélnie dobrze wyraza sie po transplantacji szpiku
kostnego, kiedy to wtasnie SDF-1 kieruje komorki
macierzyste i progenitorowe z krwi obwodowej pa-
cjenta do szpiku kostnego, wspomagajac tym samym
jego zasiedlenie [58]. W warunkach fizjologicznych
populacje komoérek eksprymujacych CXCR4 obec-
ne w szpiku kostnym i krwi obwodowej charakte-
ryzuje stan rownowagi. Natomiast po uszkodzeniu
tkanki nastgpuje kaskada zdarzenn prowadzaca do
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miejscowego wzrostu stezenia SDF-1, co w konse-
kwencji wywoluje migracje komérek HSPC ze szpi-
ku kostnego.

Rora SDF-1 w FORMOWANIU MIESNI
SZKIELETOWYCH

Migsénie szlkieletowe krggowcow powstaja z komo-
rek wywodzacych si¢ z dermomiotomu, a wige czg-
$ci somitu. Komorki obecne w brzusznej czesci der-
momiotomu tracg swoja nablonkowa morfologie,
tworza warstwy, a nastepnie sukcesywnie migruja,
tworzac mig$nie podosiowe koniczyn, jezyka i prze-
pony [59]. Rola SDF-1 i CXCR4 w powstawaniu
migéni zostala bardzo dobrze scharakteryzowana
w organizmie modelowym jakim jest ryba - Danio
rerio. Wezesna miogeneza u Danio rerio zalezy od
obecnosci CXCR4 i SDF-1. Brak tych czynnikéw
powoduje nieprawidlowy rozw6j migéni szkieleto-
wych, ktére nie osiagajg stanu pelnego zr6znicowa-
nia [59,60].

Rola SDF-1 w miogenezie byla réwniez analizowa-
na podczas rozwoju zarodkowego ptakéw, poprzez
ektopowo umieszczone zrédio SDF-1 w rozwijaja-
cym si¢ zarodku kury [61]. Stymulowato to chemo-
taksje komoérek progenitorowych migsni w kierun-
ku zrédta cytokiny. Ponadto wplywalo na obnizenie
w tych komérkach poziomu MyoD i Myf5 — cha-
rakterystycznych dla migs$ni czynnikéw transkryp-
cyjnych nalezacych do rodziny biatek regulujacych
proces miogenezy (MRE ang. myogenic regulatory
factor) — powodujac zahamowanie réznicowania
tychze komoérek progenitorowych [62]. Potwierdze-
niem faktu, ze SDF-1 jest atraktantem dla komoérek
progenitorowych miesni sa takze wyniki doswiad-
czen wykazujace, ze po zablokowaniu aktywnosci
szlaku zaleznego od SDF-1 spadala liczba komoérek
progenitorowych w zawiazkach konczyn zarodka
kury. Osiggnieto to blokujac CXCR4 inhibitorem
T140 lub jego analogiem TN140033 [47].

CXCR4 jest réwniez jednym z markeréw komoérek
progenitorowych migs$ni w zarodku myszy. Obec-
ny jest na powierzchni komérek miogenicznych od
wyodrebnienia si¢ ich z somitu, az do zasiedlenia
przez nie zawigzkéw konczyn. Myszy pozbawione
genu CXCR4 wykazuja zaburzenia liczebnosci i lo-
kalizacji komérek progenitorowych miesni konczyn.
Ponadto, SDF-1 eksprymowany jest w tkance me-
zenchymalnej zlokalizowanej wzdluz trasy migracji
tych komoérek do zawiazkéw konczyn [62].

Poza regulowaniem migracji komoérek progenito-
rowych miesni szkieletowych SDF-1 bierze réw-
niez udzial w promowaniu przezywania tych,
ktére syntetyzuja CXCR4 [63]. Istnieje hipoteza

moéwigca o tym, ze funkcjonowanie Sciezki sygna-
towej SDF-1-CXCR4 jest konieczne do zachowania
stanu niezréznicowania bipotentnych komorek pre-
kursorowych wywodzacych si¢ z dermomiotomu.
Poczatkowo komérki te sa zdolne do rozpoczecia
zarébwno miogenezy jak i angiogenezy. Brak funk-
cjonalnego szlaku SDF-1 powoduje jednak, ze ko-
morki, ktére powinny stac si¢ pierwotnymi miobla-
stami wzbogacaja pule komoérek zaangazowanych
w angiogeneze [47].

Rora SDF-1 w REGENERACJI MIESNI
SZKIELETOWYCH

SDEF-1 odgrywa bardzo istotng rol¢ w mobilizacji
komérek macierzystych ze szpiku kostnego do krwi
obwodowej [64,65]. Zaréwno mysie HPSC, jak row-
niez obecne w szpiku kostnym komoérki wykazujace
ekspresj¢ mRNA czynnikéw charakterystycznych
dla komérek macierzystych i prekursorowych mig-
$ni, watroby i neuronéw mobilizowane s3 do krwi
obwodowej na drodze zaleznej od SDF-1 [13].
Komérki te zdolne sg do opuszczenia szpiku kost-
nego w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek, ktore
prowadzi do wzrostu stezenia SDF-1 [13]. Wzrost
poziomu mRNA kodujacego SDF-1 zaobserwowa-
no po uszkodzeniu serca, migsni szkieletowych, czy
watroby [66]. Komérki mobilizowane przez SDF-1
zasiedlajac uszkodzong tkanke moglyby bra¢ udziat
w jej naprawie [67]. Hipoteza ta weryfikowana jest
z wykorzystaniem réznych modeli badawczych.
Wykazano, ze przeszczepiane réznego rodzaju ko-
morki macierzyste i progenitorowe z powodzeniem
zasiedlaja na drodze zaleznej od SDF-1 uszkodzony
migsien sercowy [68,69], watrobe [70], nerki [71],
trzustke [72] i ptuca [73].

Uszkodzenie migéni szkieletowych wywotane cho-
roba, urazem mechanicznym, a w warunkach do-
$wiadczalnych zmiazdzeniem lub podaniem kardio-
toksyny, inicjuje kaskade zdarzen prowadzacych do
regeneracji. Odbudowa uszkodzonej tkanki rozpo-
czyna si¢ od degradacji widkien migsniowych [74].
Nastepnym etapem jest ich rekonstrukcja zalezna
od zwigzanych z widknami mig§niowymi komoérek
prekursorowych tej tkanki — komoérek satelitowych.
Aktywowane komorki satelitowe dziela sie, roz-
nicuja w mioblasty, ktére fuzjuja ze soba tworzac
syncytialne miotuby, ostatecznie stajace si¢ funkcjo-
nalnymi wiéknami mig$niowymi [75,76]. Licznym
rodzajom komoérek macierzystych i prekursorowych,
ktére nie sa komorkami satelitowymi udowodnio-
no, ze posiadaja} potencjal miogeniczny in vitro,
a takze, ze sg zdolne do zasiedlania tkanki mie$nio-
wej 1 uczestniczenia w regeneracji po przeszczepie-
niu do uszlkodzonego miesnia in vivo [77,78]. Do
komorek takich nalezg komdrki mSP (ang. muscle
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side population) [79], obecne w przestrzeni §rod-
migszowej miegéni szkieletowych komorki PICs
(ang. PW1 +/Pax7-interstitial cells) [80], perycyty
[81], komorki eksprymujace marker CD133 [82-
84], mezenchymalne komoérki macierzyste [85],
multipotentne komorki macierzyste izolowane
z dorostych organizméw (MASC, ang. multipotent
adult stem cell) [86], komérki macierzyste tkanki
tluszczowej [87], neuronalne komoérki macierzyste
[88], hematopoetyczne komérki macierzyste i ko-
morki macierzyste izolowane ze szpiku kostnego
[89]. Potencjal miogeniczny wykazuja réwniez ko-
morki izolowane z krwi pgpowinowej [5], tkanki
lacznej pepowiny — galarety Whartona [90], a takze
zarodkowe komoérki macierzyste (ESC, ang. embry-
onic stem cell) [91] i indukowane pluripotentne ko-
morki macierzyste (iPSCs, ang. induced pluripotent
stem cells) [92]. Nalezy jednak pamigtaé, ze wymie-
nione powyzej populacje komoérek testowane byly
w warunkach eksperymentalnych, to znaczy albo
w hodowli in vitro albo po ich przeszczepieniu do
uszkodzonego migsnia szkieletowego. Doswiadcze-
nia takie nie daja wigc odpowiedzi na pytanie, czy
w warunkach fizjologicznych komérki te sa zdolne
do zasiedlania uszkodzonej tkanki i odgrywania
istotnej roli w jej naprawie. Jedynie w przypadku
komérek macierzystych pochodzacych ze szpiku
kostnego (BMDC, ang. bone marrow-derived stem
cells) wykazano, ze w warunkach fizjologicznych sa
one zdolne do zasiedlania mies$ni [93].

Rola SDF-1 w mobilizacji komérek do uszkodzone-
go mieénia jest dyskutowana w wielu pracach po-
$wieconych komérkom macierzystym. Prowadzone
in vitro analizy mysich linii mioblastéw uzyskanych
z komorek satelitowych — C2C12 i G7 wykazaly,
ze komorki te syntetyzuja CXCR4 [14], a wigc sa
w stanie reagowa¢ na SDF-1, ktéry wplywa na ich
r6znicowanie [22,94,95]. Rola SDF-1 w réznico-
waniu mioblastow analizowana byta takze in vivo.
Podawane dotgtniczo myszy komérki populacji SP
eksprymujace CXCR4 zasiedlaly migs$nie bardziej
wydajnie niz komérki niesyntetyzujace tego re-
ceptora [96]. Co istotne, przeszczepianie mezan-
gioblastéw [16] oraz mezenchymalnych komoérek
macierzystych izolowanych z galarety Whartona
tralktowanych SDEF-1 poprawia ich zdolnos¢ do
zasiedlania uszkodzonego miesnia [90]. SDEF-1
zwigkszal takze zdolno$¢ mezangioblastéw do mi-
gracji zaréwno in vitro jak i in vivo [16]. Dzialo
sie to dzieki zwigkszeniu ekspresji metaloproteazy
MMP14, bialek adhezyjnych NCAMI, NCAM2,
ICAM, PECAM, integryny o-V oraz receptora
trombospondyny [16].

Sposéb podawania komoérek macierzystych ma
bardzo istotne znaczenia dla ich potencjalnego

wykorzystania w terapii. W przypadku chorob, ta-
kich jak obejmujace duze partie migsni dystrofie
miesniowe, ewentualne zastosowanie praktyczne
moga mie¢ tylko takie komoérki, ktére po podaniu
do krwioobiegu zdolne sg do zasiedlanie uszkodzo-
nej tkanki. Warunek ten stwarza liczne ogranicze-
nia w mozliwosci wykorzystania réznych rodzajow
komérek macierzystych, ktére mimo iz majg poten-
cjal miogeniczny, nie sa zdolne do migracji i prze-
chodzenia przez srédblonek naczyn krwionos$nych,
a co za tym idzie do zasiedlenia migsni [78]. Zatem
niezwykle istotne jest poszukiwanie czynnikéw,
ktore aktywujg migracje komorek macierzystych do
uszkodzonych migéni. Czynnikiem takim mogiby
by¢ SDF-1, ktérego ekspresja, jak juz wspomniano,
wzrasta w tkance mig$niowej uszkodzonej zaréwno
mechanicznie [5] jak i w wyniki urazéw towarzysza-
cych dystrofiom, np. dystrofii migsniowej Duchen-
ne’a [97]. Co istotne, mechanicznemu uszkodzeniu
lub niedotlenieniu migsnia szkieletowego towarzy-
szy takze wzrost liczby komérek progenitorowych
§rédblonka (EPC, ang. endothelial progenitor cells)
obecnych we krwi obwodowej [98,99]. Transfekcja
komoérek $réodblonka oraz otaczajacych naczynia
miocytéw, w uszkodzonych przez niedokrwienie
migsniach szczuréw, wektorem kodujacym SDEF-1
powoduje, iz przeszczepione dozylnie EPC z wigk-
szg wydajnoscig zasiedlaja migsienr [100]. U szczu-
réw chorych na cukrzyce obserwuje si¢ zmniej-
szong ekspresj¢ SDF-1 w uszkodzonych tkankach,
co ogranicza mobilizacje EPC. W efekcie gorzej
odtwarzane sa naczynia wlosowate [98]. Tak wigc
rola SDF-1 w przebiegu regeneracji migéni szkiele-
towych jest niezwykle istotna.

Rovra RECEPTOROW CXCR4 1 CXCR7
W PROCESACH NOWOTWORZENIA

Receptory CXCR4 oraz CXCR7 obecne sa na po-
wierzchni réznego rodzaju komoérek nowotworo-
wych [25]. Przyktadowo, ludzkie komérki linii raka
pluc i raka piersi syntetyzujace CXCR?7 szybciej pro-
liferuja, maja wigksza zdolnos¢ do tworzenia prze-
rzutéw, a w guzach, ktére tworza szybciej rozwijaja
sie naczynia krwiono$ne. Analiza komorek ludz-
kiego raka prostaty dowiodla, iz za posrednictwem
receptora CXCR7 regulowana jest ich proliferacja.
Obecnos¢ tego receptora zwickszata przezywalnosé,
adhezje i chemotaksje tych komérek [25].

Komoérkami, ktére wykazuja na swojej powierzchni
obecnos¢ receptora CXCR4 i CXCR7 sa nowotworo-
we komorki migsaka migsni poprzecznie prazkowa-
nych (RMS, ang. rhabdomycosarcoma). Wyréznia
sie dwa podstawowe podtypy histologiczne RMS —
pierwszy podtyp, ktéry bardzo czgsto tworzy prze-
rzuty do szpiku kostnego i w przypadku ktérego
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Rycina 1. Regeneracja migéni szkieletowych. W wyniku uszkodzenia migsnia dochodzi do degradacji wiokien migsniowych.
Odpowiedzialne sg za to naptywajace do miejsca uszkodzenia neutrofile i makrofagi (komorki stanu zapalnego) oraz
uwalniane z uszkodzonego wldkna proteazy. Lokalnie wzrastajacy poziom cytokin i czynnikow wzrostu takich jak
IGF-1, IGF-2, FGF-2, EGE HGE PDGF-BB oraz SDF-1, ktorych zrédtem sg uszkodzone wtékna migsniowe, macierz
zewnatrzkomorkowa, komorki stanu zapalnego i naczynia krwiono$ne, prowadzi do aktywacji komorek satelitowych.
Komorki te dzielg si¢ i roznicuja w mioblasty, ktore fuzjuja, tworzg miotuby, a nastepnie nowe widkna migsniowe. Cecha
charakterystyczna niedojrzatych widkien miesniowych sa centralnie polozone jadra komorkowe. Czes¢ komorek powstalych
w wyniku podziatéw komorek satelitowych odtwarza ich populacje. Inne niemigsniowe komérki macierzyste i prekursorowe
moga réwniez uczestniczy¢ w naprawie uszkodzonych widkien. Zdjecia przedstawiajg regenerujacy miesien szczura rasy
WAG, od lewej: migsien nieuszkodzony, regenerujacy miesie w 3, 7 i 14 dniu po uszkodzeniu. Skrawki wybarwiono
Trichromem Massona. Wl6kna miesniowe wybarwione na czerwono, tkanka laczna na niebiesko, jadra komorkowe na

ciemnoniebiesko.

rokowania sa gorsze, to typ pecherzykowy (ARMS,
ang. alveolar type rhabdomycosarcoma). Drugi to
typ zarodkowy (ERMS, ang. embryonale type rhab-
domycosarcoma), czedciej wystgpujacy (50-60%
przypadkéw RMYS) i rzadziej przerzutujacy do szpi-
ku, o lepszym rokowaniu u chorych. Réznica skut-
kow aktywacji receptoréw CXCR4 i CXCR7 w obu
rodzajach RMS wyijasnia wigkszy odsetek przerzu-
téw do szpiku komoérek guzéw ARMS. W porow-
naniu z ERMS komérki ARMS wykazuja wyzszy
poziom ekspresji CXCR4 przy jednoczesnie nizszym
poziomie CXCR7 [24]. Fenotyp komoérek ARMS
zwigzany jest z obecnosciag mutacji, ktéra powodu-
je translokacje kluczowych dla regulacji miogenezy
genéw PAX3 lub PAX7 do locus kodujacego czyn-
nik transkrypeyjny FIKHR (ang. forkhead in human
rhabdomyosarcoma, FOXOla). W konselowencji

powstaja geny fuzyjne PAX3-FKHR lub PAX7-
-FIKHR. W komoérkach ARMS geny te wykazuja
zwickszong ekspresje, co powoduje wzrost poziomu
czynnikow transkrypcyjnych PAX3 i PAX7 oraz in-
tensyfikacje ruchliwosci komoérek. Obecnos¢ genu
fuzyjnego PAX3-FKHR lub PAX7-FKHR wplywa
na wzrost ekspresji receptora CXCR4 przy jednocze-
snym obnizeniu ekspresji CXCR7. Wprowadzenie
genu fuzyjnego PAX3-FKHR lub PAX7-FKHR do
komoérek ERMS powoduje wzrost ekspresji CXCR4
[52]. To zjawisko tlumaczy dlaczego komoérki
ARMS, w poréwnaniu z komérkami ERMS, charak-
teryzuje wieksza liczba czasteczelc CXCR4, a co za
tym idzie wieksza ruchliwos¢ w odpowiedzi na SDF-
1. Zaré6wno komorki ARMS jak i ERMS traktowane
SDF-1 zwigkszaja adhezje do podloza. W przypad-
ku komorek ERMS efekt ten jest silniej wyrazony.
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Jest to skorelowane z wyzszym poziomem ekspresji
CXCRY7, ktory w wiekszym stopniu niz CXCR4 od-
powiada za adhezje. Dodatkowy skutek traktowania
komoérek SDF-1 to wzrost syntezy metaloproteaz
MMBP, co wigze si¢ z wiglkszym potencjatem komorek
do przerzutowania. Zjawisko to obserwuje si¢ réw-
niez u chorych z nowotworami w postaci inwazyjne;j.

CEL 1 OPIS PROJEKTU

W pierwszym etapie po uszkodzeniu migsnia, co
ma miejsce w przypadku urazéw mechanicznych,
¢wiczen fizycznych, rozciggania, czy choréb takich
jak dystrofie migsniowe, dochodzi do degradacji
uszkodzonej tkanki. Do uszkodzonego migénia
naplywaja komérki stanu zapalnego takie jak neu-
trofile i makrofagi. Biorg one udzial w fagocytozie
uszkodzonych wiékien oraz sa Zrédlem licznych
cytokin i czynnikéw wzrostu. Czynniki te sa réw-
niez uwalniane z macierzy zewnatrzkomoérkowej,
wydzielane przez uszkodzone wiékno migsniowe,
mig$niowe komorki srodmigzszowe oraz komérki
srédbtonka [101]. Ponadto w wyniku wzrastajace-
go w uszkodzonym wiéknie poziomu wapnia akty-
wowane sg proteazy odpowiedzialne za degradacije
bialek strukturalnych migsnia szkieletowego [102].
W drugim etapie regeneracji dochodzi do rekon-
strukcji struktury migsnia. Lokalny wzrost poziomu
cytokin i czynnikéw wzrostu w uszkodzonym mig-
$niu prowadzi do aktywacji komérek satelitowych,
a wiec wznowienia cyklu komérkowego i ich inten-
sywnych podziatéw [103,104]. W efekcie powstaje
populacja mioblastow, ktore tacza si¢ tworzac wie-
lojadrowe miotuby a nastepnie wiékna migsniowe,
rekonstruujac uszkodzong tkanke (Rycina 1) [105].
Jak juz wspomniano w tej pracy, potencjal mioge-
niczny moga wykazywac¢ takze komorki macierzyste

Pismiennictwo:

i prekursorowe inne niz komoérki satelitowe [78].
Udziat SDF-1 w mobilizacji niektérych z nich, np.
komoérek macierzystych i prekursorowych ze szpiku
kostnego do krwi obwodowej jest procesem dobrze
poznanym [66, 106]. Niemniej jednak rola SDF-1
w mobilizacji komérek endogennych do uszkodzo-
nej tkanki nie zostata dotychczas wyjasniona. Ce-
lem projektu finansowanego przez Naukowa Fun-
dacj¢ Polpharmy bylo sprawdzenie, czy podanie
egzogennego SDF-1 do uszkodzonego w wyniku
urazu mechanicznego migénia szkieletowego wply-
wa na przebieg procesu jego naprawy. Przeprowa-
dzone badania mialy na celu poznanie mechanizmu
dziatania SDF-1 w uszkodzonej tkance oraz jego
roli w r6znicowaniu naplywowych komérek macie-
rzystych i prekursorowych.
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2008 roku przyznala zespolowi pracujacemu pod
kierunkiem dr hab. Agnieszki Stowik grant na realizacje projektu badawczego pt: Czy
polimorfizmy na chromosomie 4q25 zwigzane z ryzykiem migotania przedsionkéw

majg wplyw na ryzyko udaru niedokrwiennego mozgu w populacji polskiej?

Streszczenie

Badania przeszukiwania catego genomu ludzkiego wykazaly, ze dwa polimor-
fizmy na chromosomie 4q25 zwickszaja ryzyko udaru sercowo-zatorowego
i kryptogennego. Badania replikacyjne, w tym badanie wykonane na popula-
cji polskiej potwierdzaja jedynie zwiazek tych polimorfizméw z ryzykiem uda-
ru sercowo-zatorowego. 24-godzinne monitorowanie rytmu serca u chorych
w ostrym okresie udaru niedokrwiennego mézgu wskazuje na obecno$¢ napado-
wego migotania przedsionkéw az u 11,3% chorych bez wczes$niejszego wywiadu
w kierunku tej arytmii. Badania genetyczne przeprowadzone u tych pacjentow
nie wykazaly zwigzku badanych polimorfizméw ze §wiezo wykrytym migota-
niem przedsionkéw. Nie mozna jednak wykluczy¢, Zze zwiazek ten potwierdza
badania na odpowiednio licznych grupach chorych.

Stowa kluczowe: polimorfizm ¢ udar mézgu ¢ migotanie przedsionkéw
Summary

Genome wide association studies showed that two polymorphisms on chromo-
some 4q25 increased the risk of cardioembolic or cryptogenic stroke. Replica-
tion studies, including a study on a Polish population, showed, however, a cor-
relation between the studied polymorphisms and cardioembolic stroke. 24-hour
Holter monitoring revealed that 11.3% of acute stroke patients without history
of atrial fibryllation presented with paroxysmal atrial fibrillation. Genetic stu-
dies in this subgroup did not, however, show a correlation between the studied
polymorphisms and newly detected arrhytmia. Larger groups of patients may
allow detection of such correlation.

Key words: polymorphism ¢ stroke * atrial fibrillation
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W 2008 roku w czasopiSémie ,Annals of Neuro-
logy” ukazaly si¢ wyniki badania przeszukiwania
genomu ludzkiego z nastgpowymi badaniami re-
plikacyjnymi w grupie 6222 pacjentéow z udarem
niedolawiennym moézgu z pigciu ré6znych popula-
cji europejskich. Autorzy badania wykazali, ze dwa
polimorfizmy na chromosomie 4925, a mianowicie
152200733 i rs10033464, zwigzane z ryzykiem mi-
gotania przedsionkéw [ 1], zwigkszajg rowniez praw-
dopodobiefistwo wystapienia udaru sercowozatoro-
wego (rs2200733-T: OR=1,52, 95%CI: 1,35-1,71;
rs10033464-1: OR=1,27, 95%CI: 1,11-1,45). Co
ciekawe, polimorfizm rs2200733 byl takze zwigza-
ny ze zwigkszonym ryzykiem udaru niekardiogen-
nego (OR=1,18, 95%CI: 1,09-1,28), co zdaniem
autoréw publikacji moglo swiadczy¢ o niedodiagno-
zowaniu migotania przedsionkéw u chorych z uda-
rem o nieustalonej etiologii [2].

Badanie to zapoczatkowalo seri¢ prac, w ktérych
analizie poddano wplyw wariantéw genetycznych
na chromosomie 4q25 na ryzyko udaru niedo-
krwiennego mézgu i jego poszczegdlnych etiologii.
Na przykiad, w replikacyjnym badaniu klinicz-
no-kontrolnym w grupie 4199 pacjentéw z uda-
rem niedokrwiennym moézgu i 3750 oséb z gru-
py kontrolnej, wywodzacych si¢ z pigciu réznych
populacji europejskich i jednej australijskiej, po-
twierdzono zwigzek polimorfizmu rs2200733 na
chromosomie 4q25 z udarem sercowozatorowym
(meta-analiza dla wszystkich populacji: rs2200733
[r’=1 z rs1906591] - OR=1,48, p=1,2x107), nie
stwierdzajac jednoczesnie istotnosci statystycznej
w odniesieniu do drugiego wariantu genetycznego —
rs10033464 (p=0,36) [3]. W badaniu tym uczest-
niczyta réwniez kohorta polskich pacjentéow. W tej
grupie chorych niezaleznym czynnikiem ryzyka
udaru sercowozatorowego byl takze polimorfizm
152200733 (OR=1,37, p=0,01), nie wykazano na-
tomiast zwiazku tej etiologii udaru niedokrwienne-
go moézgu z wariantem rs10033464 (p=0,53) [3].

Przeprowadzone w 2009 roku badanie w populacji
chinskiej wykazalo, co prawda, zwiazek polimorfi-
zmu rs2200733 na chromosomie 4g25 z ryzykiem
migotania przedsionkéw, nie potwierdzilo jednalk-
ze roli tego wariantu genetycznego jako czynnika
ryzyka udaru sercowozatorowego [4]. Wnikliwa
analiza wykazala jednak zwigzek omawianego po-
limorfizmu z ryzykiem udaru sercowozatorowego
wsréd pacjentéw miodszych, tj. ponizej 60 roku zy-
cia, jednak czynnikiem ryzyka dla populacji chin-
skiej byt woéwczas allel C polimorfizmu rs2200733,
podczas gdy w populacjach europejskich za allel ry-
zyka uchodzi allel T. Przytoczone wyniki, zdaniem
chiniskich autoréw, sugeruja, ze omawiany zwigzek
wariantu rs2200733 z udarem sercowozatorowym

w grupie pacjentéw mlodszych jest albo wynikiem
fatszywie pozytywnym, albo tez dwa allele Ci T po-
limorfizmu rs2200733 pozostaja w nieréwnowadze
sprzezen z innym allelem ryzyka niezidentyfikowa-
nego dotychczas polimorfizmu [4].

W przeprowadzonym ostatnio badaniu na mate-
riale pacjentéw leczonych w Oddziale Udarowym
Kliniki  Neurologii ~ Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie wykazano, ze dwa polimorfizmy na
chromosomie 4q25 - rs2200732, synonimiczny do
1s2200733, oraz rs13143308 - s3 czynnikami ryzy-
ka udaru sercowozatorowego. Zalezno$¢ ta znikala
jednak po przeprowadzeniu analizy regresji logi-
stycznej, uwzgledniajacej wplyw wieku, plci i ba-
danych naczyniowych czynnikéw ryzyka, w tym
migotania przedsionkéw. Z kolei, gdy z modelu
regresji logistycznej wylaczono migotanie przed-
sionkéw, wéwczas jedynie polimorfizm rs2200732
byl czynnikiem ryzyka udaru sercowozatorowego
w modelu addytywnym, przy czym wynik ten nie
byl istotny statystycznie po uwzglednieniu korekty
Bonferroniego. Nie stwierdzono natomiast zwigzku
polimorfizmu rs10033464 z udarem sercowozato-
rowym w zadnym z analizowanych modeli [5].

Przedstawione wyzej wyniki, ukazujgce znaczenie
pewnych wariantéw genetycznych tylko w udarze
sercowozatorowym, wpisujg si¢ w trend, widoczny
ostatnio w literaturze dotyczacej czynnikéw ryzyka
udaru mézgu. Okazuje si¢ bowiem, Ze poszczegdlne
etiologie udaru niedokrwiennego mézgu mozna roz-
patrywac jako odmienne choroby. Wskazuja na to:
* odmienny profil konwencjonalnych czynnikéw
ryzyka takich, jak np. nadci$nienie tgtnicze lub
cukrzyca, czesciej zwigzanych z udarem mézgu
w przebiegu choroby matych naczyn [6,7],
odmienne uwarunkowania genetyczne klasycz-
nych czynnikéw ryzyka takich, jak cho¢by migo-
tanie przedsionkéw [1],

odmienny profil genetyczny poszczegélnych etio-
logii udaru niedokrwiennego mézgu, np. omawia-
ne warianty ryzyka na chromosomie 4925 w uda-
rze sercowozatorowym, polimorfizmy ryzyka na
chromosomie 9p21 w chorobie duzych naczyn
[8],

odmienne rokowanie, tak krotkoterminowe (naj-
gorsze w odniesieniu do udaru sercowozatorowe-
go [9]), jak i dlugoterminowe (najgorsze w odnie-
sieniu do choroby matych naczyn [10]),
odmienna profilaktyka w odniesieniu do poszcze-
goélnych etiologii udaru niedokrwiennego moézgu,
np. konieczno$¢ wiaczenia leczenia przeciwkrze-
pliwego zamiast przeciwplytkowego w wigkszo-
$ci przyczyn udaru sercowozatorowego, wykona-
nie endarterektomii tetnicy szyjnej wewnetrznej
w przypadku choroby duzych naczyn [11,12],
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* odmienny profil powiklan, np. czestsze wystepo-
wanie zlosliwego zespotu tetnicy srodkowej mo-
zgu wskutek gwaltownie narastajacego obrzeku
moézgu u pacjentow z udarem sercowozatorowym

[13].

We wspomnianym wyzej badaniu przeprowa-
dzonym wséréd pacjentéw leczonych w Oddziale
Udarowym Kliniki Neurologii Szpitala Uniwersy-
teckiego w Krakowie po raz pierwszy podzielono
niejednorodng kategori¢ udaru sercowozatorowego,
wyodrebniajgc dwie podgrupy: pacjenci z udarem
sercowozatorowym wywolanym migotaniem przed-
sionkéw oraz niezwigzanym z ta arytmig migsnia
sercowego [5]. W tak skonstruowanym badaniu wy-
kazano, ze spo$réd polimorfizméw na chromosomie
4q25 poddanych analizie, polimorfizm rs2200732,
synonimiczny do 152200733, oraz polimorfizm
1513143308 sg niezaleznymi czynnikami ryzyka
udaru sercowozatorowego wywolanego migotaniem
przedsionkéw w populacji polskiej. Zwiazek poli-
morfizmu 152200732 z udarem sercowozatorowym
wywolanym migotaniem przedsionkéw byt pozy-
tywny we wszystkich analizowanych modelach,
natomiast zwigzek wariantu rs13143308 wykazano
w modelu addytywnym i w modelu regresji logistycz-
nej wykonanym na allelach po uwzglednieniu ko-
rekty Bonferroniego. Nie udowodniono natomiast
zwiazku zadnego z polimorfizméw na chromosomie
425 z udarem sercowozatorowym spowodowanym
innym sercowopochodnym Zrédtem zatorowosci
niz migotanie przedsionkéw [5]. Co wigcej, réznica
pomiedzy dwiema podgrupami udaru sercowozato-
rowego dotyczyla takze dystrybucji konwencjonal-
nych czynnikéw ryzyka. Okazalo si¢, ze pacjenci
z udarem sercowozatorowym wywolanym migo-
taniem przedsionkéw byli starsi (p=0,001), w tej
podgrupie wigcej bylo kobiet (p=0,001), natomiast
chorzy z udarem sercowozatorowym niezwigzanym
z ta arytmia czesciej przebyli w przeszioci zawat
serca (p=0,001) i czesciej stwierdzano u nich hiper-
cholesterolemi¢ (p=0,004) [5].

W dotychczas przeprowadzonych badaniach nad
zwigzkiem udaru sercowozatorowego z polimorfi-
zmami na chromosomie 4q25 analizowano t¢ etio-
logie udaru niedokrwiennego moézgu jako calosc.
By¢ moze dlatego nie wykazano zwiagzku tych poli-
morfizméw z udarem sercowozatorowym w popula-
cji chinskiej w przeciwienstwie do populacji europej-
skich [4]. W przedstawionej wyzej pracy dokonano
podziatu w obrebie niejednorodnej kategorii udaru
sercowozatorowego na dwie podgrupy w kontekscie
obecnosci migotania przedsionkéw jako czynnika
sprawczego udaru; wyr6zniono udar sercowoza-
torowy wywolany migotaniem przedsionkéw oraz
niezwigzany z t3 arytmia, a spowodowany innym

sercowopochodnym Zrédiem zatorowosci. W ni-
niejszym badaniu wykazano heterogenno$¢ w od-
niesieniu do profilu zaréwno naczyniowych, jak
i genetycznych czynnikéw ryzyka w obrebie tej jed-
nej etiologii udaru niedokrwiennego mézgu. To od-
krycie jasno pokazuje stabos¢ klasyfikacji TOAST
w odniesieniu do genetyki i epidemiologii udaru
moézgu. Okazuje sie bowiem, ze pacjenci z poszcze-
g6lnymi Zrodlami zatorowosci réznig si¢ od siebie
profilem naczyniowych i genetycznych czynnikéw
ryzyka, co czyni podgrupe udaru sercowozatorowe-
go niejednorodng. Z tego tez powodu poszukuje si¢
nowych sposobéw klasyfikacji udaru niedokrwien-
nego moézgu, jak choc¢by klasyfikacja CCS (ang.
Causative Classification of Stroke System) badz tez
klasyfikacja ASCO (ang. Atherothrombosis, Small-
-vessel disease, Cardiac causes, and Other common
causes) [14].

W przedstawionej wyzej pracy nie stwierdzono
natomiast, aby polimorfizm rs2200732 na chro-
mosomie 4q25 byt czynnikiem ryzyka udaru kryp-
togennego. Uzyskany wynik badania pozostaje
w sprzecznosci z wczesniejszym doniesieniem ba-
daczy islandzkich z 2008 roku [2]. Autorzy tego
badania przypuszczali bowiem, ze u czgsci pacjen-
tow, u ktorych nie udaje si¢ ustali¢ etiologii udaru
niedokrwiennego moézgu, przyczyng zachorowania
moze by¢ napadowe migotanie przedsionkow. Jest
ono trudne do wykrycia w jednorazowym, a nawet
powtarzanym badaniu EKG, dlatego tez w znacznej
czesci przypadkow pozostaje niewykryte. Polimor-
fizmy na chromosomie 4q25 sa zwiazane z ta aryt-
mig migénia sercowego [1], a zatem czestsze wyste-
powanie wariantéw ryzyka w grupie oséb z udarem
kryptogennym mogtoby s§wiadczy¢ o wspoélistnieja-
cym napadowym migotaniu przedsionkéw u tych
chorych, lecz na poziomie subklinicznym — trud-
nym do wykrycia przy uzyciu dostgpnych metod
diagnostycznych [2]. Przytoczona juz jednak ana-
liza pacjentéow z udarem niedokrwiennym mézgu
autorstwa Lemmensa i wsp. wykazala, ze zwiazek
polimorfizméw na chromosomie 4q25 ogranicza si¢
wylacznie do pacjentéw z udarem sercowozatoro-
wym [3]. Niemniej jednal istnieja doniesienia, ze
ok. 9% pacjentéw z udarem kryptogennym stanowia
osoby z napadowym migotaniem przedsionkéw, co
—w przypadku wykrycia tej arytmii — powinno skut-
kowa¢ przekwalifikowaniem udaru do etiologii ser-
cowozatorowej [15]. W zwiazku z tym w ostatniej
przytoczonej pracy podjeto réwniez probe wykrycia
napadowego migotania przedsionkéw poprzez jed-
nokrotne 24-godzinne monitorowanie Holter EKG
u chorych z udarem niedokrwiennym mézgu. W ten
sposob wykazano, ze az u 11,3% pacjentow z uda-
rem niedolawiennym moézgu bez wywiadu w kie-
runku wczeéniejszego migotania przedsionkéw oraz
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u 14,8% chorych z udarem kryptogennym dzieki
jednokrotnemu 24-godzinnemu badaniu Holter
EKG udato si¢ wykry¢ niestwierdzane wcze$niej
napadowe migotanie przedsionkéw. Szczegblowa
analiza genetycznych czynnikéw ryzyka nie wy-
kazala jednak, aby ktérykolwiek z polimorfizméw
na chromosomie 4g25 byl zwigzany z nowowykry-
tym napadowym migotaniem przedsionkéw. Moze
to wynika¢ z faktu, Zze grupa pacjentéw z udarem
kryptogennym z potwierdzonym w badaniu Holter
EKG migotaniem przedsionkéw liczyla zaledwie 22
chorych i byla prawie szesciokrotnie mniejsza niz
grupa pacjentéw z udarem kryptogennym z niepo-
twierdzong arytmia migénia sercowego w badaniu
Holter EKG (N=127). Poza tym wydaje sig, ze ist-
niejg pewne okreslone cechy kliniczne, z ktérymi
wigze si¢ ryzyko wystapienia napadowego migota-
nia przedsionkéw, jak choc¢by wiek powyzej 55 roku
zycia, wigksza liczba zmian ostrych w badaniach
neuroobrazowych, szczegélnie o umiejscowieniu
korowym [15] oraz lokalizacja udaru w przednim
kregu unaczynienia [16]. W tym miejscu warto
wspomnie¢, ze wyniki przedstawionego badania
w populacji polskiej pokrywaja si¢ z badaniami Al-
hadramy i wsp., a mianowicie $rednia wieku cho-
rych z udarem kryptogennym i nowowykrytym
migotaniem przedsionkéw byta wyzsza (73,8 lat)
w poréwnaniu do wszystkich pozostatych etiologii
udaru, znaczna wigkszo$¢ tych pacjentéw (73,9%)
doznawala réwniez udaru z przedniego kregu una-
czynienia [5].

Na zakonczenie powyzszych rozwazan warto do-
da¢, ze dotychczas nie s3 znane patofizjologiczne
mechanizmy, poprzez ktére opisane warianty ge-
netyczne na chromosomie 4q25 zwigkszatyby ry-
zyko wystapienia migotania przedsionkéw oraz
udaru sercowozatorowego. W obrebie bloku za-
wierajacego polimorfizmy rs2200733, rs10033464
i rs13143308 nie znaleziono dotychczas zadnego
genu [1]. Najblizej omawianych wariantéw znajdu-
je si¢ gen PITX2. Biatko kodowane przez ten gen,
a bedace homeodomeng czynnika transkrypcyjnego
2, jest bardzo interesujacym kandydatem na czyn-
nik ryzyka migotania badz trzepotania przedsion-
koéw, poniewaz jest zaangazowane w rozwdj onto-
genetyczny migénia sercowego poprzez regulowanie
jego asymetrycznej morfogenezy [17]. Mutacje
w tym genie zostaly réwniez powigzane z zespolem

PisSmiennictwo:

Axenfeld-Rieger, rzadkim dziedziczonym autoso-
malnie dominujaco zaburzeniem, ktére objawia si¢
wrodzonymi malformacjami dotyczacymi przednie-
go odcinka oka [18]. Co wiecej, omawiany gen i jego
bialkowy produkt pelnia kluczows role w rozwoju
ontogenetycznym miokardium lewego przedsionka
oraz zyt ptucnych [19]. Ten szczegblny rejon mie-
$nia sercowego ma znaczenie w inicjacji i podtrzy-
maniu artymii, jakg jest migotanie przedsionkéw
[20]. Jednakze, analiza mutacji w tym genie u pa-
cjentéw z migotaniem przedsionkéw nie wykazata
obecnosci genetycznych wariantéw ryzyka w calej
kodujacej sekwencji [21]. O mozliwym znaczeniu
wariantéw na chromosomie 4q25 w patofizjologii
migotania przedsionkéw moze natomiast §wiadczy¢
obserwacja, ze warianty rs2200733 i rs10033464
modulujg ryzyko nawrotu migotania przedsionkéw
po zabiegu ablacji, wykonywanym przy pomocy
wewnatrznaczyniowego cewnika [22]. Nie wiado-
mo jednak nadal, jaka dokladnie role odgrywa re-
gion z badanymi polimorfizmami, czy jest on np.
wzmacniaczem (ang. enhancer) sgsiednich sekwen-
cji [5]. W kazdym razie konieczne sa dalsze inten-
sywne badania w tym zakresie.

Podsumowujac, warianty genetyczne na chromoso-
mie 4q25 sg czynnikami ryzyka udaru sercowozato-
rowego, przy czym ich znaczenie wydaje si¢ ograni-
cza¢ jedynie do podgrupy udaru sercowozatorowego
wywolanego migotaniem przedsionkéw. Prawdopo-
dobnie zadna inna przyczyna zatorowosci sercowo-
pochodnej (z wyjatkiem trzepotania przedsionkéw,
ktére w ok. 75% przypadkéw wspoélistnieje z mi-
gotaniem przedsionkéw) nie jest zwigzana z czgst-
szym wystepowaniem alleli ryzyka polimorfizméw
na chromosomie 4g25. Dalsze intensywne badania
nad znaczeniem tych polimorfizméw u pacjentow
z udarem niedokrwiennym mézgu pozwolg zapew-
ne w przyszlosci wyodrebni¢ chorych, u ktérych
zaistnieja wskazania do poglebionej diagnostyki
kardiologicznej w celu wykrycia napadowego migo-
tania przedsionkéw. Stwierdzenie tej arytmii mie-
$nia sercowego jest bowiem wskazaniem do wpro-
wadzenia leczenia przeciwkrzepliwego doustnymi
antykoagulantami jako prewencji wtérnej udaru
niedolawiennego mézgu. Taka forma terapii w po-
réwnaniu z leczeniem przeciwplytkowym, stosowa-
nym w pozostalych przypadkach, zmniejsza ryzyko
udaru niedokrwiennego mézgu o ok. 40% [23].
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2009 roku przyznala zespolowi pracujacemu pod
kierunkiem dr Joanny Pery grant na realizacj¢ projektu badawczego pt. W poszukiwaniu
biomarkeréw dla tetniakéw wewngtrzczaszkowych — analiza profili ekspresji genéw
w komdrkach krwi obwodowej.

Streszczenie

Peknigcie tetniaka wewngtrzezaszkowego jest najczestszg przyczyng nieurazowe-
go krwotoku podpajeczynéwkowego. Niestety, krwotok podpajeczynéowkowy jest
tez najgorsza manifestacja kliniczna tetniaka wewnatrzczaszkowego. Biorac pod
uwage katastrofalne skutki medyczne, spoteczne i ekonomiczne krwotoku pod-
pajeczynéwkowego, niezwykle waznym problemem jest mozliwos¢ nieinwazyjnej
identyfikacji oséb posiadajacych tetniaka wewnatrzczaszkowego, a szczegblnie
0s6b zagrozonych peknigciem tej malformacii, jak réwniez okreslenia rokowania
u chorych z peknigtym tetniakiem. W chwili obecnej nie ma zadnych znanych bio-
markeréw dostepnych dzigki badaniu krwi, ktére by temu stuzyty. Wyniki badan
dotyczacych innych schorzeft uktadu naczyniowego i ukiadu nerwowego wskazu-
ja, e analiza ekspresji genéw w komoérkach krwi obwodowej pozwala na okreslenie
specyficznego dla danego schorzenia profilu ekspresji genéw. Bardzo uzytecznym
narzedziem badawczym sa mikromacierze DNA. W niniejszej pracy przedstawio-
no aktualne dane dotyczace roli mikromacierzy w poszukiwaniu biomarkeréw cho-
r6b uktadu krazenia i uldadu nerwowego, w tym tetniakéw wewngtrzezaszkowych.

Stowa kluczowe: tetniaki wewngtrzczaszkowe ¢ krew ¢ ekspresja genéw ¢ mi-
kromacierze ¢ biomarkery

Summary

Rupture of an intracranial aneurysm is the most common cause of a non-trau-
matic subarachnoid hemorrhage. Unfortunately, subarachnoid hemorrhage is
the worst clinical presentation of an intracranial aneurysm. The medical, social,
and economic consequences of the subarachnoid hemorrhage are catastrophic.
Thus, it is extremely important to find a non-invasive method to identify per-
sons with an intracranial aneurysm, persons with an increased risk of aneurysm
rupture, and to predict the outcome in patients with a ruptured malformation.
So far, there are no recognized biomarkers available from a blood test, which
would be suitable for these purposes. Results of the studies on cardiovascular
and neurological disorders demonstrated that an analysis of gene expression in
peripheral blood cells allows identifying gene expression profiles specific for a gi-
ven disorder. A microarray technique is particularly helpful as a screening tool.
This article presents the current data on the role of the microarray method in
searching for biomarkers of cardiovascular and neurological disorders including
intracranial aneurysms.

Key words: intracranial aneurysms ¢ blood * gene expression ® microarrays *
biomarkers
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WSsTEP

Workowate tetniaki wewngtrzczaszkowe sg dos¢
powszechng malformacjg naczyniowa. Czestosé
ich wystepowania w populacji ogélnej wynosi ok.
1-6% [1]. Obraz kliniczny zwigzany z obecnoécia
tetniakow jest bardzo zréznicowany: od ich cal-
kowicie bezobjawowego charakteru poprzez boéle
glowy, objawy zwigzane z efektem masy (objawy
porazenia nerwéw czaszkowych, zaburzenia mowy,
niedowlad) az do najgrozniejszego stanu — krwo-
toku podpajeczynéwkowego bedacego skutkiem
peknigcia tetniaka. Ten rodzaj udaru krwotocznego
mozgu cechuje si¢ szczegdlnie powaznym rokowa-
niem. Roczna zapadalno$¢ wynosi ok. 8-10 os6b na
100000 osobo-lat. Pomimo znacznego post¢pu me-
dycyny, $miertelnos¢ w krwotoku podpajeczynéw-
kowym pozostaje bardzo wysoka: 32-67%, a ok.
15% chorych umiera przed przyjeciem do szpitala
[2]. Wielu sposréd tych, ktérzy przezyli, ma neu-
rologiczne objawy ubytkowe (niedowlady, zaburze-
nia funkeji poznawczych) — wedtug Pritchard i wsp.
tylko u niespelna 25% pacjentéw mozna oczelkiwaé
powrotu do dobrego stanu klinicznego [3]. Co réw-
nie istotne, nieurazowy krwotok podpajeczynéw-
kowy, ktoérego najczestsza przyczyng (80%) jest
wlasnie peknigcie tetniaka wewnatrzczaszkowego,
dotyczy gléwnie oséb w wieku §rednim, co dodatko-
wo zwieksza koszty spofeczne i ekonomiczne opie-
ki nad chorymi. Peka $rednio co dziesiaty tetniak,
a wigkszo§¢ tych malformacji pozostaje bezobja-
wowa do kornca zycia. W obecnej chwili nie dys-
ponujemy jednak, zadnymi metodami precyzyjnego
przewidywania loséw tetniakéw juz stwierdzonych.

O molekularnych mechanizmach powstawania,
wzrostu i pgkania tetniakéw wewnatrzczaszkowych
wiadomo zaskakujaco mato. Niewiele jest opubli-
kowanych wynikéw badan przeprowadzonych na
materiale pochodzenia ludzkiego. Nie ma Zzadnych
znanych biomarkeréw pozwalajacych na identyfi-
kacje 0s6b z tetnialkiem wewnatrzczaszkowym. Nie
ma takze zadnych biomarkeréw pozwalajacych na
okreslenie, ktora, sposréd oséb posiadajacych tet-
niaka, jest szczegélnie zagrozona peknigciem tej
malformacji. Dotychczas okre§lone czynniki ryzyka
wzrostu, czy pekniecia tetniaka (m.in.: wiek, nadci-
$nienie tetnicze, palenie papieroséw, naduzywanie
alkoholu) sg w istocie czynnikami ryzyka wspoélny-
mi dla r6znych schorzen uktadu naczyniowego. Nie-
wiele jest znanych czynnikéw ryzyka bardziej spe-
cyficznych dla tetniakéw wewnatrzczaszkowych. Sa
to m.in.: ple¢ zenska (ryzyko wzgledne pekniecia,
RR=2,1), wiek (>60 r.z., RR=1,7), wielkos¢ tetnia-
ka (>1 cm, RR=5,5), lokalizacja w tylnym kregu
unaczynienia mézgu (RR=4,1) [1]. Obecnie stwier-
dzenie obecnosci tetniaka wewnatrzczaszkowego

jest mozliwe albo w momencie jego peknigcia powo-
dujacego krwotok podpajeczynéwkowy, albo przy-
padkowo podczas badania radiologicznego, albo
w badaniu post mortem. Bardzo rzadko te¢tniaki
niepekniete daja objawy kliniczne. Samo wykrycie
tetniaka, ktory jest klinicznie niemy; stawia lekarza
przed bardzo trudnymi pytaniami: Czy leczyc? Je-
zeli tak, to kiedy? Jaka metoda? Statystycznie, peka
10% tetniakéw, ale obecny stan wiedzy nie pozwala
w konkretnym przypadku przewidzie¢ czy i kiedy
to nastapi. Dostgpne metody leczenia operacyjne-
go i wewngtrznaczyniowego sg obarczone ryzykiem
powiklan, ze zgonem wigcznie. Nic wigc dziwnego,
ze pomijajac przypadki rodzinnych tetniakéw, wy-
konywanie badan naczynioobrazujacych (angiogra-
fia rezonansu magnetycznego, tomografii kompute-
rowej, angiografia Ilasyczna) jako przesiewowych
na obecnos¢ tetniaka wewnatrzczaszkowego nie
jest obecnie akceptowalne. Tak wigc, znalezienie
biomarkera(6w) obecnosci i pgkania tetniakéw mia-
loby olbrzymie znaczenie praktyczne i dla lekarzy,
i dla chorych.

BIOMARKERY TETNIAKOW
WEWNATRZCZASZKOWYCH — STAN OBECNY

Nie ma zadnych uznanych biomarkeréw, a w szcze-
golnosci nie ma zadnych biomarkeréw dostgepnych
dzigki badaniu ptynéw ustrojowych, w tym krwi,
ktére bytyby pomocne w rozpoznaniu obecnosci
tetniaka wewnatrzczaszkowego, pozwalatyby pro-
gnozowac jego dalsze losy, czy mialy rokownicze
znaczenie dla chorych z peknigtym te¢tniakiem,
czyli z krwotokiem podpajeczynéwkowym. W po-
jedynczych doniesieniach dotyczacych tetniakéow
niepeknietych sygnalizowano m.in. wyzszy iloraz
stezen dwoch enzymoéw proteolitycznych elastaza:
ol-antychymotrypsyna (SERPINA3) w surowicy
chorych z tetniakami peknigtymi (n=41) i niepek-
nietymi (n=19) w poréwnaniu z grupa kontrolna
(n=27) [4], czy wyzsze stgzenie Lp(a) u 0s6b z nie-
peknietym tetniakiem o rodzinnym wystepowaniu
[5]. Natomiast w pracach poswigconych tetniakom
peknietym dominuja dwa kierunku badan: pierw-
szy — pos$wigcony markerom uszkodzenia moézgu
oraz drugi — koncentrujacy si¢ na odpowiedzi zapal-
nej i roli ukladu immunologicznego. W pierwszym
przypadku, wiele wynikow przemawia za przydat-
noscia pomiaru stezenia biatka S100B we krwi,
ktérego wzrost zwigzany z uszkodzeniem bariery
krew—moézg i uszkodzeniem tkanki nerwowej jest
czynnikiem niekorzystnym rokowniczo [6-8]. Ro6w-
niez niekorzystne prognostycznie znaczenie wydaje
sie mie¢ wzrost stezenia we krwi ufosforylowanej
postaci aksonalnej wickszej podjednostki neurofi-
lamentu NF-H (pNF-H, ang. phosphorylated axo-
nal form of the major neurofilament subunit) [9].
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Jesli chodzi o odpowiedZ zapalna, to wiadomo, ze
towarzyszy ona krwotokowi podpajeczynéwkowe-
mu, natomiast zadna z czasteczek bioracych udziat
w zapaleniu, nie zyskala znaczenia jako czynnik
o pewnym znaczeniu rokowniczym [10-12]. Nie-
jednoznaczne s3 na przyklad dane dotyczace cza-
stek adhezyjnych ICAM-1 (ang. intercellular adhe-
sion molecule-1) i VCAM-1 (ang. vascular adhesion
molecule-1), czy selektyn E, P, L jako potencjalnych
markeréw prognostycznych [13-17]. Co do od-
powiedzi immunologicznej, to opublikowane po-
jedyncze prace wskazuja, ze w wyniku krwotoku
podpajeczynéwkowego dochodzi do immunodepre-
sji. Stwierdzono m.in. spadek liczby limfocytow T
i zmniejszenie ich proliferacji w odpowiedzi na kon-
kawaling A, kolagen IV, fibronektyne¢ oraz zmniej-
szenie produkgji interferonu y w odpowiedzi na
konkawaline A [18,19].

Poréwnujac te dane z inng patologia dotyczaca du-
Zego naczynia tetniczego, a polegajaca réwniez na
naruszeniu cigglosci §ciany naczyniowej — rozwar-
stwieniem aorty, wiedza na temat potencjalnych
biomarkeréw tetniakéw wewnatrzczaszkowych jest
uboga. Dla rozwarstwienia aorty zostaly juz bo-
wiem zidentyfikowane pewne biomarkery pomoc-
ne w postawieniu rozpoznania i oceny rokowania.
I tak, jako markery przydatne w diagnostyce propo-
nuje si¢ pomiar stezen we krwi: biatka C-reaktyw-
nego (CRP), niektérych metaloproteinaz (MMPs),
rozpuszczalnych fragmentéw elastyny (sELAF), D-
-dimeréw, lancuchéw ciezkich miozyny migsni gtad-
kich, wielkiej endoteliny-1 (Big ET-1), N-koico-
wego propeptydu natriuretycznego (NT-proBNP),
kalponiny. Z kolei za przydatne w celach progno-
stycznych uwaza si¢ pomiar stezenia we krwi: CRP,
NT-proBNP, D-dimeréw, Big ET-1 [20].

W POSZUKIWANIU BIOMARKEROW — ANALIZA
EKSPRESJI GENOW W KOMORKACH KRWI
OBWODOWE]

Wyniki dotychczas opublikowanych badain w in-
nych schorzeniach ukladu naczyniowego czy ulda-
du nerwowego wskazuja, ze analiza ekspresji genow
w komoérkach krwi obwodowej pozwala na okresle-
nie specyficznego, dla danego schorzenia, profilu
ekspresji genéw. Bardzo uzyteczmym narzedziem
badawczym okazaly si¢ tu mikromacierze DNA,
ktére umozliwiaja jednoczasowsa analize dziesigtek
tysigcy transkryptéw. Tego rodzaju badania zostaty
przeprowadzone w m.in.: kardiomiopatii rozstrze-
niowej [21], chorobie niedokrwiennej serca [22,23],
stwardnieniu rozsianym [24], chorobie Hunting-
tona [25]. W przypadku udaru niedokrwienne-
go mozgu badanie ekspresji genéw w komorkach
krwi obwodowej ujawnilo istnienie r6znic nie tylko

u chorych z udarem w poréwnaniu z osobami zdro-
wymi [26], ale takze odmienne profile transkrypcji
w przypadku réznych etiologii udaru: miazdzyco-
wo-zalkrzepowa vs. sercowo-zatorowa [27], udar la-
kunarny vs. nie-lakunarny [28].

Jesli chodzi o analiz¢ globalnych profili ekspresji
genéw w komoérkach krwi obwodowej w tetniakach
w ogole, to opublikowano dotad wyniki tylko jedne-
go badania dotyczacego tetniakow aorty piersiowej
[29] i jednego dotyczacego tetniakéw aorty brzusz-
nej [30]. W pierwszej pracy zidentyfikowano 41 ge-
néw (w przypadku 17 genéw poziom ekspresji byl
wyzszy u chorych z tetniakiem), w oparciu o ktére
stworzono model pozwalajacy na przewidywanie
obecnosci tetniaka aorty piersiowej u konkretnej
osoby. Dla analiz profilu ekspresji za pomocg mi-
kromacierzy dokladnos¢, czulos¢ i specyficznosé
tego modelu wynosity odpowiednio: 78%, 72%
i 90%, a dla analiz za pomocg ilo§ciowego RT-PCR
analogiczne wartosci wyniosly: 80%, 71% i 100%.
Jesli chodzi o klasyfikacje funkcjonalng wybranego
zestawu genow, to odmienng ekspresje stwierdzono
dla genéw zwiazanych z przekaZnictwem (interleu-
kin, czynnika wzrostu fibroblastéw [FGF], endote-
liny), aktywacja limfocytéow T, apoptoza. W drugiej
ze wspomnianych prac, r6znice ekspresji w stosun-
ku do grupy kontrolnej stwierdzono dla 91 genéw,
z ktérych 76 mialo wyzszy poziom transkrypcji
u chorych z tgtniakami. Poréwnujac geny sygnatu-
rowe dla tetniakow aorty piersiowej i te o odmien-
nej ekspresji u chorych z tgtniakami aorty brzusznej
nie stwierdza si¢ zadnych genéw wspoélnych dla obu
tych lokalizacji tetniakéw. Jednak w obu badaniach,
prowadzonych na réznych populacjach, uzywano
ré6znych mikromacierzy (Applied Biosystems i Ope-
ron Technologies) i nieco odmiennych metod ana-
lizy statystycznej, co w konsekwencji utrudnia bez-
posrednie poréwnanie uzyskanych wynikow.

Co do badan dotyczacych transkryptomiki komé-
rek krwi obwodowej w kontelscie wewnatrzczasz-
kowych malformacji naczyniowych, to jedyne, jak
dotad, opublikowane badanie dotyczy mézgowych
malformacji tetniczo-zylnych [31]. W badaniu tym
analizowano globalne profile ekspresji genéw w ko-
morkach krwi u n=20 chorych z malformacjami
niepeknietymi, n=20 chorych z malformacjami
peknietymi oraz n=20 oséb stanowiagcych grupe
kontrolng. Przy czym kategoryzacja na malforma-
cje pekniete i niepeknigte byla oparta o obecnos¢
albo brak cech $wiezego krwawienia w badaniu
neuroobrazujacym (TK, MRI) w trakcie wlacza-
nia pacjenta do badania. Nie wiadomo natomiast,
by brano pod uwage dane z przeszlosci dotyczace
ewentualnego krwawienia. Oznacza to, ze czgs¢
0s6b  sposréd chorych zakwalifikowanych jako
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Tabela 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu — ekspresja genéw w komérkach krwi obwodowej u 0sob z tetniakami.

Liczebnos¢ grup

I:tc::(z)a]ii (mikromacierze Ekspresja genéw - podsumowanie Ref.
patolog + tylko qPCR)
Tetniaki aorty Z tetniakiem n=58 41 genéw o odmiennej ekspresji w poréwnaniu z grupg kontrolng 29
piersiowej Kontrolna n=36 (17 gendw o wyzszej ekspresji); wg analizy funkcjonalnej geny zwigza-
ne z przekaznictwem komdrkowym (interleukiny, bFGE, endotelina);
aktywacja limfocytéw T; apoptoza
Tetniaki aorty Ztetniakiemn=10+36 91 genéw o odmiennej ekspresji w poréwnaniu z grupa kontrolng 30
brzusznej Kontrolna n=10+ 36 (76 genéw o wyzszej ekspresji)
Tetniaki Brak opublikowanych danych
wewngtrzczaszkowe

Ref. oznacza pozycje w pi$miennictwie.

posiadajacy malformacje niepgknigte mogta kie-
dy$ doswiadczy¢ juz krwotoku z malformacji. Przy
aktualnym poziomie wiedzy na temat patobiologii
malformacji i odpowiedzi systemowej na krwotok
z peknigtej malformacji, nie mozna jednoznacznie
oceni¢ wpltywu ewentualnego krwawienia w prze-
szlosci na profile ekspresji genéw w komorkach
krwi. Poréwnujac malformacje pe¢knigte z niepek-
ni¢tymi, stwierdzono réznice w poziomie ekspresji
1490 gendw, a po uwzglednieniu innych zmiennych
(wiek, ple¢, czynnik etniczny) — 493 genéw. Dalsza
analiza funkcjonalna ujawnita, ze wyzsza ekspresja
w krwawiacych czynnie malformacjach dotyczyla
gendéw zwigzanych z cytotoksycznoscia komorek
NK (natural killer), przekaznictwem w limfocytach
T, czy obrébka i prezentacja antygendw oraz niekto-
rymi szlakami metabolicznymi. Z kolei poréwnujac
osoby z malformacjami niepgknigtymi z grupa kon-
trolna, réznica ekspresji dotyczyta 29 genéw;, a po
uwzglednieniu w analizie innych zmiennych — dla
zadnego genu nie stwierdzono znamiennych réznic.

W Tabeli 1 zamieszczono podsumowanie stanu
wiedzy na temat transkryptomiki z komoérek krwi
obwodowej w tetniakach tetnic w chwili rozpoczy-
nania projektu badawczego finansowanego przez
Naukowa Fundacje Polpharmy. Jak wida¢, byly
wtedy opublikowane tylko 2 prace, w dodatku do-
tyczace tetniakéw aorty. Nie bylo zadnych danych
o malformacjach naczyn mézgowych.

MIKROMACIERZE, KREW 1 ZNACZENIE
PRAKTYCZNE

Na ile uzyteczne w praktyce klinicznej mogg by¢
informacje uzyskane w badaniach z zastosowa-
niem mikromacierzy, ktérych analizowane sg glo-
balne profile ekspresji genéow w komoérkach krwi
obwodowej? Na pewno atrakcyjna, z praktycznego
puniktu widzenia, jest proba zidentyfikowania bio-
markera(6w) stanéw patologicznych we krwi ob-
wodowej — pobranie krwi zylnej dla wykonywania

badan diagnostycznych jest rutyna. Krew, w tym jej

elementy morfotyczne, kraza po calym organizmie.
Wiadomo, ze komérki krwi posiadaja zdolnos¢
reagowania na rézne bodzce srodowiskowe, fizjo-
logiczne, czy patologiczne. Wspomniane powyzej
badania s3 tego jednoznacznym potwierdzeniem.
Jednak, ze wzgledow chocby ekonomicznych, nie-
realne jest wykonywanie profilowania za pomoca
mikromacierzy u kazdego pacjenta. Technike t¢ na-
lezy traktowaé jako rodzaj badania przesiewowego,
ktére pozwoli¢ moze na identyfikacje odmiennosci
profili transkryptomicznych w poszczegélnych ba-
danych kohortach, na przyklad osoby z tetniakiem
vs. osoby bez tetniaka. Ale w oparciu o analizy pro-
fili globalnych mozna wybra¢ zestaw kilkunastu/kil-
kudziesieciu genéw, w przypadku ktérych réznice
w poziomie transkrypcji pozwalaja na réznicowanie
badanych grup. Sa juz nawet pierwsze zestawy dia-
gnostyczne, zatwierdzone przez amerykanska agen-
cje FDA (Food and Drug Administration), oparte
wlasnie o badanie poziomu ekspresji genéw w pet-
nej krwi: AlloMap przeznaczony do monitorowania
chorych po przeszczepie serca i ocenie ryzyka od-
rzutu (zamiast inwazyjnej biopsji endomiokardium)
[32], Corus® CAD przeznaczony do oceny ryzyka
choroby niedokrwiennej serca (ryzyka niedroznosci
naczyn wiencowych) [33-34]. Z kolei w 10 krajach
europejskich zostaly dopuszczone do obrotu inne
2 testy: BCtect — dla wczesnego wykrywania raka
piersi i ADtect — dla wykrywania wczesnej postaci
choroby Alzheimera. Wszystkie te testy byly oczy-
wiscie walidowane w badaniach wieloo$rodkowych
[35-37].

GLOBALNE PROFILE EKSPRESJI GENOW
W KOMORKACH KRWI A TETNIAKI
WEWNATRZCZASZKOWE

Biorac pod uwage, ze krazace leukocyty sa istotnym
elementem odpowiedzi immunologicznej/zapalnej,
a miejscowa reakcja zapalna jest jednym z uzna-
nych elementéw patofizjologii tetniakéw wewnatrz-
czaszkowych [38], w $wietle przedstawionych po-
wyzej wynikow badan dotyczacych innych schorzen
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ukiadu krazenia i uktadu nerwowego, mozna przy-
puszczaé, ze analiza globalnych profili ekspresji
gendw w lkrwinkach biatych z krwi obwodowej
przy pomocy mikromacierzy, pozwoli na okreslenie
zmian w transkrypcji specyficznych dla tetniakéw
wewnatrzczaszkowych.

Wyniki badan witasnych, prowadzonych w 3cistej
wspotpracy pomiedzy Klinika Neurologii U] CM,
Klinika Neurochirurgii i Neurotraumatologii U]
CM oraz Zakladem Neurofarmakologii Molekular-
nej IF PAN, a dotyczacych analizy globalnych pro-
fili ekspresji genéw w komorkach krwi obwodowej
u 0s6b z tetniakami wewnatrzczaszkowymi z wyko-
rzystaniem techniki mikromacierzy, potwierdzaja te
wstepng teze.

Badanie przeprowadzono na dwéch niezaleznych

kohortach pacjentéow:

* I (mikromacierze i ilosciowe RT-PCR) — obejmu-
jaca n=43 oséb z wewnatrzczaszkowymi tetnia-
kami peknigtymi (RA), n=23 oséb z tetniaka-
mi niepeknigtymi (UA) oraz n=18 o0séb grupy
kontrolnej;

* II (iloSciowe RT-PCR) - obejmujaca n=15 os6b
z RA, n=12 o0s6b z UA oraz n=14 oséb grupy
kontrolnej.

Wszyscy uczestnicy badania byli pacjentami ho-
spitalizowanymi w Klinice Neurologii lub Neuro-
chirurgii i Neurotraumatologii U] CM w Krako-
wie. Rozpoznanie tetniaka peknigtego oparte byto
o rozpoznanie krwotoku podpajeczynéwkowego
(na podstawie tomografii komputerowej glowy i/lub
badania plynu mézgowo-rdzeniowego) oraz stwier-
dzenia obecnosci tetniaka wewnatrzczaszkowego
w badaniu naczynioobrazujacycm (angio-TK, an-
gio-MR, cyfrowa angiografia subtrakcyjna). Kwali-
fikacja do grupy UA - na podstawie stwierdzenia
obecnosci tetniaka w badaniach j/w i negatywnym
wywiadzie i wynikach badan w kierunku krwotoku
podpajeczynéwkowego. Grupa kontrolna rekruto-
wala si¢ sposrod chorych hospitalizowanych z in-
nych przyczyn niz udar mézgu, bez stwierdzonego
tetniaka wewnatrzczaszkowego — giéwnie byli to
pacjenci z bélem gtowy. Wszyscy badani wyrazili pi-
semng zgode na udzial w badaniu. Projekt uzyskat
zgode komisji bioetycznej.

Ekspresja genéw byla mierzona w komorkach krwi
obwodowej. W I kohorcie uczestnikéw badania wy-
konane zostaly analizy przy pomocy mikromacierzy
oraz — dla wybranej grupy genéw za pomoca iloscio-
wej realcji RI-PCR w czasie rzeczywistym. W II ko-
horcie pomiary ekspresji zostaly wylonane za po-
mocy tylko ilosciowej reakcji RT-PCR (walidacja).

Dane uzyskane w trakcie realizacji projektu mozna

podsumowa¢ nastepujaco:

1. Peknigcie tetniaka zmienia globalne profile ekspre-
sji genéw w komoérkach krwi obwodowej w relacji
do o0s6b grupy kontrolnej. Wzorzec tych zmian
ma pewne charakterystyczne cechy. W przypad-
ku tetniakéw peknigtych (RA) stwierdzono istot-
ny wzrost abundancji pozioméw transkryptow
charakterystycznych dla monocytéw i neutrofi-
li, przy jednoczesnym spadku pozioméw trans-
kryptéw charakterystycznych dla limfocytow
T. Zmiany te byly relatywnie stabilne w czasie,
utrzymujac si¢ przynajmniej przez kilka dni po
peknigciu tetniaka. Szczegdblnie wyrazng roéznice
kierunkéw zmian ekspresji pomigdzy ekspresija
genéw charakterystycznych dla monocytéw/neu-
trofili a limfocytéw obserwowano w przypadku
chorych o niekorzystnym rokowaniu. Wyniki te
potwierdzaja wspomniane wczesniej obserwa-
cje innych badaczy o mozliwej immunodepresji
w ostrej fazie krwotoku podpajeczynéwkowego.

2. W przypadku niep¢knigtych tetniakow we-
wnatrzczaszkowych, nalezy przyjac, ze jest to
grupa heterogenna pod wzgledem wzorca ekspre-
sji genéw w komoérkach krwi obwodowej. Jednak
mozna wyodrebni¢ wsréd nich dwie podgru-
py: jedna o profilu ekspresji zblizonym do 0s6b
z peknigtymi tetniakami i druga — podobna do
grupy kontrolnej, bez tetniakéw. Na tym etapie
badan mozna jedynie przypuszczaé, ze w grupie
z niepgknigtymi tetniakami wewnatrzczaszkowy-
mi, te osoby, ktérych profil ekspresji genéw jest
podobny do profilu 0s6b z peknigtymi tetniaka-
mi naleza do grupy o wyzszym/wysokim ryzyku
pekniecia tetniaka. Szczegdélng wartos¢ dyskrymi-
nacyjna ma tu analiza pozioméw ekspresji genow
charakterystycznych dla monocytéw i limfocy-
tow. Wyzszy poziom transkrypcji tych pierw-
szych, przy réownoleglym spadku poziomu trans-
krypcji tych drugich cechowat osoby z grupy UA
o profilu ekspresji podobnym do grupy RA i by¢
moze wlasnie zagrozonych peknieciem tetnia-
ka. Przyjmujac taka interpretacj¢ mozna z kolei
przypuszczaé, ze bral istotnych r6znic w profilu
ekspresji genéw w poréwnaniu z grupa kontrolna
moze wskazywac na ,tagodny” charakter malfor-
macji i nizsze ryzyko krwotoku podpajeczynow-
kowego. Oczywiscie na tym etapie badan rozwa-
zania te maja charakter spekulacji. Weryfikacja
tej hipotezy wymaga prospektywnego badania
obserwacyjnego grupy oséb z obecnym nie-
peknietym  tetniakiem wewnatrzczaszkowym.
Badanie takie powinno obejmowac, précz analizy
transkryptomicznej, zaawansowane metody neu-
roobrazowania i angioobrazowania, analize histo-
chemiczng i immunohistochemiczng (w przypad-
ku operacyjnego zaopatrzenia tetniaka), a przede
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Tabela 2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy - ekspresja genow w komérkach krwi obwodowej u oséb

z tetniakami wewnatrzczaszkowymi.

Liczebno$¢ grup

Rodzaj patologii (mikromacierze Ekspresja genéw - podsumowanie
+ tylko qPCR)
Tetniaki pekniete n=43 + 15 Wyzsza ekspresja genow charakterystycznych dla monocytéw i neutrofili, nizsza
vs. grupa kontrolna n=18 + 14 ekspresja gen6w charakterystycznych dla limfocytéw T
Wskaznik LM (lymphocyte to monocyte index) wyliczony w oparciu o poziom
ekspresji 14 gendw charakterystycznych dla monocytéw i limfocytéw T istotnie nizszy
u 0s6b z peknietymi tetniakami; istotnie nizszy u chorych, ktérzy zmarli
Tetniaki niepekniete ~ n=43 + 15 Heterogennos¢ profili ekspresji genéw u 0séb z tetniakami niepgknietymi — 2 zasadni-
vs. tetniaki pekniete n=23+12 cze wzorce: (1) podobny do tetniakéw peknietych i (2) podobny do grupy kontrolnej
vs. grupa kontrolna n=18 + 14 Wskaznik LM pozwalajacy na rozréznienie tych dwoch wzorcow ekspresji

Hipoteza, ze osoby z tetniakiem niepgknietym o profilu ekspresji podobnym do pek-
nietych malformacji moga mie¢ wyzsze ryzyko pekniecia tetniaka

wszystlkim dlugoterminowsa obserwacje dla okre-
Slenia losow pacjenta [manuskrypty zawierajace
wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu sa
w przygotowaniu]. Podsumowanie uzyskanych
wynikéw przedstawiono w Tabeli 2.

WNIOSKI

Reasumujgc, nalezy stwierdzi¢, ze analiza ekspresji
genéw w komoérkach krwi obwodowej moze do-
starczy¢ cennych informacji o patomechanizmach
schorzenn ukladu krazenia i ukladu nerwowego.
Wykorzystanie do badafi techniki mikromacierzy,
traktowanej jako metody przesiewowej, jest przy-
datne w poszukiwaniu biomarkeréw tych schorzen
uzytecznych w diagnostyce lub okredlaniu rokowa-
nia. O praktycznym znaczeniu tego rodzaju badan
$wiadczy dopuszczenie do obrotu komercyjnych ze-
stawéw do analizy ekspresji genéw we krwi pomoc-
nych w: i) ocenie ryzyka odrzutu przeszczepu serca;
ii) ocenie ryzyka choroby wieficowej; iii) wczesne-
go Wykrycia raka piersi; iv) wczesnego rozpoznania
choroby Alzheimera.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu 3/30/
VII/2009 finansowanego przez Naukowa Fundacije
Polpharmy jednoznacznie wskazuja, ze obecnos¢
i stan (peknigte vs. niepeknigte vs. zagrozone pek-
nieciem) tetniaka wewnatrzczaszkowego wplywa na

Pismiennictwo:

globalne profile ekspresji genow w komérkach krwi
obwodowej. Stwierdzone odmiennosci w tych pro-
filach ekspresji, ktére uktadaja si¢ w pewne charak-
terystyczne wzorce, pozwalaja zaklada¢, Ze realne
jest opracowanie biomarkera(éw), czy tez testow
przydatnych dla identyfikacji oséb z tetniakiem
wewnatrzczaszkowym zagrozonych peknigciem tej
malformacji. Natomiast w przypadku chorych z tet-
niakiem peknigtym realne wydaje si¢ opracowanie
testu/biomarkera(6w) o wartosci rokowniczej dla tej
grupy chorych, pozwalajacych na identyfikacje os6b
wymagajacych szczegélnego nadzoru. Co szczeg6l-
nie warte podkreslenia, test(y)/biomarker(y) bytyby
mozliwe do wykonania w oparciu o fatwo dostgpny
material biologiczny — krew zylna.

OsoBy BIORACE UDZIAL W REALIZAC]I PROJEKTU
BADAWCZEGO

Dr hab. med. Agnieszka Stowik, dr n. med. Tomasz
Dziedzic, prof. dr hab. med. Andrzej Szczudlik
z Katedry Neurologii U] CM, Krakéw; dr n. med.
Tadeusz Krzyszkowski, dr hab. med. Marek Moska-
ta z Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii U]
CM, Krakéw; dr Michat Korostyniski, mgr Marcin
Piechota, dr Stawomir Gotda, mgr Jarostaw Dzbek,
prof. dr hab. Ryszard Przewlocki z Zaltadu Neu-
rofarmakologii Molekularnej, Instytut Farmalkologii
PAN, Krakow.
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Aktywnoé¢ biologiczna rekombinowanych bialek, pochodnych
stafylokinazy o wlasciwos$ciach trombolityczno-przeciwzakrzepowych,
wykazujacych zwiekszone powinowactwo do wiéknika
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with higher fibrin affinity — a staphylokinase variant
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2006 roku przyznata zespotowi pracujgcemu pod
kierunkiem prof. Janusza Szemraja grant na realizacj¢ projektu badawczego pt:
Aktywnos¢ biologiczna rekombinowanych bialek o wiasciwosciach trombolityczno-
-przeciwzakrzepowych.

Streszczenie

Choroby o etiologii zakrzepowo-zatorowej (zawal serca, niedokrwienny udar
mozgu, zylna choroba zakrzepowo zatorowa i zwigzany z nig zator tetnicy pluc-
nej) sa najczestsza przyczyna zgonéw i inwalidztwa ludzi w najbardziej twor-
czym okresie ich zycia. Uzasadniona jest wielokierunkowos¢ badan majacych
na celu tworzenie bardziej skutecznych i bezpiecznych lekéw trombolitycznych.
Unikalne cechy rekombinowanej stafylokinazy (rSAK) staly si¢ powodem, dla
ktorego rSAK postrzegana jest jako obiecujacy lek trombolityczny. Celem pracy
byto otrzymanie rekombinowanej stafylokinazy oraz jej pochodnych wykazuja-
cych zwigkszone powinowactwo do wiéknika. W ramach realizacji grantu otrzy-
mano nowe rekombinowane biatko SAK-RGD-K2-Hirul, zbadano jego wiasci-
wodci biologiczne in vitro oraz in vivo na modelu zakrzepicy zylnej i tetniczej
szczura. Otrzymane bialka moga potencjalnie zosta¢ zastosowane w leczeniu
migénia sercowego oraz innych choréb o etiologii zakrzepowo-zatorowe;.

Stowa kluczowe: stafylokinaza ¢ zawat serca * tromboliza * model zwierzecy
zakrzepicy zylnej i tetniczej * bialka hybrydowe

Summary

Cardiovascular diseases, such as acute myocardial infraction, stroke and veno-
us thromboembolism, are the major causes of death or disability in the adult
population. The intermediate underlying etiology of these conditions is often
a thrombolytic obstruction of critically situated blood vessels, causing a loss of
blood flow to vital organs. Acute thromboembolic disease may be treated by ad-
ministration of thrombolytic agents. To improve the fibrin — specific properties
of plasminogen activation by staphylokinase we attempted to construct a new
recombinant variant of this protein. In this work we focused on the properties of
recombinant staphylokinase (rSAK) and its derivatives with higher fibrin affini-
ty. We constructed and examined biological activity of the recombinant protein
SAK-RGD-K2-Hirul in vitro and in vivo in an electrically induced carotid artery
thrombosis model and stasis-induced venous model in rats. SAK-RGD-K2-Hirul
protein could be used in treatment of acute myocardial infraction and other
thromboembolic diseases.

Key words: staphylokinase * myocardial infraction ¢ thrombolysis * arterial
thrombosis and stasis induced venous model in rats * hybrid proteins
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WSsTEP

Réwnowaga pomiedzy procesami krzepnigcia i fi-
brynolizy jest niezbedna do zachowania homeosta-
zy, czyli mechanizmu zapewniajacego integralnosc¢
zamknietego ulkdadu krazenia po przerwaniu ciggto-
$ci fozyska naczyniowego. Niezbedne jest do tego
oddzialywanie plytek krwi z elementami $ciany na-
czyn krwiono$nych oraz obecnos¢ réznych substan-
cji rozpuszczonych we krwi. Jest to skomplikowa-
ny proces regulowany na wielu poziomach poprzez
sprzezenia ujemne i dodatnie. W pewnych warun-
kach moze doj$¢ do zachwiania réwnowagi migdzy
tymi procesami. Lokalna aktywacja ukladu krzep-
nigcia w miejscu uszkodzenia $ciany naczynia o pod-
lozu zazwyczaj miazdzycowym prowadzi¢ moze do
zakrzepic, ktore stanowig zagrozenie dla zdrowia
i zycia [1]. Choroby o etiologii zakrzepowo-zatoro-
wej (zawal serca, niedokrwienny udar mézgu, zylna
choroba zakrzepowo-zatorowa i zwigzany z nia za-
tor tetnicy plucnej) sa najczestszg przyczyng zgo-
néw i inwalidztwa ludzi w najbardziej twérczym
okresie ich zycia. Uzasadnia to wielokierunkowos¢
badain majacych na celu tworzenie bardziej sku-
tecznych i bezpiecznych lekéw trombolitycznych.
W sytuacji, gdy niemozliwe jest wdrozenie PTCA
(podskérna  wewnatrznaczyniowa angioplastyka
wieficowa) [2], znaczenia nabiera farmakologicz-
ne leczenie trombolityczne. Celem trombolizy jest
szybkie przywrécenie przeplywu objetosciowego
krwi w naczyniu przez aktywacje uktadu fibryno-
litycznego oraz zapobieganie wczesnej i op6Znionej
reokluzji. Niezaleznie od podawanego leku trombo-
litycznego, prawidiowy przeptyw wienicowy (TIMI
3) w ciagu pierwszych godzin leczenia utrzymuje si¢
tylko u 50-70% pacjentéw i u 51-58% pacjentéw
5-7 dni od rozpoczegcia leczenia [3]. Poza niezada-
walajacym efektem trombolitycznym stosowanych
lekéw niepelny sukces farmakologicznej trombolizy
zwiazany jest z uruchomieniem szeregu reakcji pro-
zakrzepowych w trakcie lizy zakrzepu. Wspoélczesna
terapia trombolityczna STEMI polega na faczonym
stosowaniu lelkéw trombolitycznych (strepptokina-
za — SK, alteplaza-rt — PA, reteplaza — rPA, tenek-
teplaza — TNK-tPA), przeciwptytkowych (kwas ace-
tylosalicylowy, klopidrogrel) i antytrombinowych
(heparyna niefrakcjonowana, heparyny drobno-
czasteczkowe, bilwalirudyna) [2]. Ten schemat po-
stepowania, poprzez wplyw na rézne mechanizmy
krzepniecia i fibrynolizy, prowadzi do zwigkszenia
ryzyka lkawawien, w tym zagrazajacych zyciu pa-
cjenta krwawien §rédczaszkowych [4]. Ogranicze-
nia terapii trombolitycznej uzasadniaja koniecznos¢
badai majacych na celu synteze bardziej skutecz-
nych i bezpiecznych lekéw trombolitycznych. Uni-
kalne cechy rekombinowanej stafylokinazy (rSAK)
staly sie¢ powodem, dla ktérego r-SAK postrzegana

jest jako obiecujacy lek trombolityczny. Mechanizm
aktywacji plazminogenu przez r-SAK jest odmien-
ny od mechanizmu dzialania rt-PA, ktéry bedac
enzymem proteolitycznym rozczepia czasteczki
plazminogenu do plazminy. Stafylokinaza nie jest
enzymem, tworzy z osoczowym plazminogenem
nieaktywny kompleks r-SAK-plazminogen, a aktyw-
ny kompleks z plazming r-SAK-plazmina. Kompleks
rSAK-plazmina aktywuje plazminogen zaréwno
zwigzany z rSAICjak i wolny. Sama rekombinowana
stafylokinaza nie taczy si¢ bezposrednio z fibryna
i nie jest inaktywowana przez o.2-AP oraz PAI. Nie-
zwigzany z fibryng kompleks rSAIK-plazmina jest
szybko degradowany przez a2-AP. Rekombinowana
stafylokinaza uwolniona z kompleksu rSAK-plazmi-
na zachowuje swoja aktywno$¢ i moze powtdrnie
taczy¢ si¢ z plazming. W 1993 1. podjeto pierwsze
proby wykorzystania rfSAK (1 mg podany w 2-mi-
nutowym bolusie, a nastgpnie 9 mg w 30 minuto-
wym wlewie) u pacjentéw ze STEMI [5]. Collen
i wsp. potwierdzili angiograficznie reperfuzj¢ w 40
m9n od rozpoczecia infuzji u 4 z 5 leczonych cho-
rych. Ocena angiograficzna po 20-28 godz. wyka-
zala reoluzje tylko u jednego pacjenta. Réwnolegle
prowadzono badania nad wyznaczeniem optymal-
nej dawki rSAK podanej tylko w bolusie. Chorzy
ze STEMI otrzymywali rSAK w dawce 20 mg w 5
minutowym bolusie. Brak zadawalajacych wynikow
stal sie powodem rozpoczecia kolejnego badania
w ktérym rSAK podawano w podwéjnym bolusie
w dawce 2x15 mg. Przeprowadzone badania wy-
kazaly duza skutecznos$¢ trombolityczng stafyloki-
nazy podanej w bolusie. Kolejne serie badan miaty
na celu wydluzenie okresu péttrwania rekombino-
wanej stafylokinazy, redukcje jej immunogennosci,
eliminacj¢ efektu prokoagulacyjnego, zmniejszenie
ryzyka krwawien (Tabele 1 i 2).

Celem podjetych badan byta préba otrzymania re-
kombinowanych biatek o wiasciwosciach trombo-
lityczno-przeciwzakrzepowych 1aczacych w sobie
zalety naturalnie wystepujacych bialek: stafyloki-
nazy i hirudyny oraz takich ich pochodnych, ktére
wykazuja zwigkszone powinowactwo do wiéknika
poprzez dolaczenie domeny K2 tkankowego akty-
watora plazminogenu (t-PA) oraz sekwencji RGD
w celu zmniejszenia agregacji ptytek. Tego rodzaju
biatko unieruchomione na powierzchni zakrzepu za
posrednictwem domeny K2 i sekwencji RGD po-
przez cze$¢ zawierajaca stafylokinaze petnitoby role
aktywatora plazminogenu i uruchamiatoby proces
rozpuszczania zakrzepu, natomiast domena hiru-
dynowa stuzytaby do blokowania uwalnianej z de-
gradowanego wloknika aktywnej trombiny. Biatko
takie teoretycznie mogloby by¢ wykorzystane jako
lek trombolityczny, ktéry jednocze$nie zapobie-
galtby reokluzji udroznionego naczynia i aktywacji
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Tabela 1. Rekombinowane pochodne stafylokinazy wzbogacone w domeny typu kringle (K), domeny przeciwplytkowe i/lub
przeciwzakrzepowe badane in vivo przedstawiono w tabeli.

Pochodne stafylokinazy

Nazwa pochodnej

Efekt modyfikacji

Pi$miennictwo

SakSTAR.M38

SakSTAR.M89

Zmniejszenie immunogennoéci oraz sity fibrynolitycznego dzialania
na skutek wprowadzenia mutacji punktowej

(6]

SakSTAR (K74)

Zmniejszenie immunogenno$ci, pelne zachowanie zdolnosci do ak-
tywacji plazminogenu po podstawieniu lizyny z pozycji 74 alaning

(7]

SY161-P5

Zwiekszenie okresu pottrwania do 15 min, a takze selektywnosci
dzialania w wyniku polaczenia z pochodng glikolu polietylenowego

(8]

HE-SAKK

Polgczenie stafylokinazy z inhibitorem trombiny - hirudyng dopro-
wadzilo do powstania czynnika o wlasciwo$ciach antykoagulacyj-
nych i fibrynolitycznych

H6-Sak-Dip-1 + 11

Stafylokinaza zwigzana z inhibitorem trombiny - dipetaling to czyn-
nik o wlasciwosciach trombolitycznych i fibrynolitycznych

(10]

DGRiRL1

Polgczenie stafylokinazy z sekwencjami RGD (arginina-glicyna-
-kwas asparaginowy) pozwolito na uzyskanie czynnika o wtasciwo-
$ciach antykoagulacyjnych

[11]

Sak/RGD/K2

Wprowadzenie sekwencji RGD i domeny kringle K2 tkankowego
aktywatora plazminogenu doprowadzito do powstania czynnika

o wlasciwoéciach antyagregacyjnych i zwiekszonym powinowactwie
do widknika

(12]

Sak/RGD/K2/Hir

Modyfikacja wczesniejszej pochodnej zawierajaca dodatkowo hiru-
dyne nadajacg jej dodatkowo wlasciwosci fibrynolityczne

(12]

Sak/RGD/K2/Hirul

Pochodna posiadajgca zamiast hirudyny jej syntetyczny analog - hi-
rulog. Taka modyfikacja zapewnila lepsze wlasciwosci przeciwtrom-
binowe i przeciwptytkowe jak réwniez ochrone przed reokluzja

(13]

SAKM3-L-K1

Wprowadzenie domeny kringle 1 plazminogenu oraz mutacji
punktowej doprowadzilo do powstania czynnika o wlasciwoséciach
bezposredniego wigzania ze skrzepem

(14]

SakHE

Pochodna stafylokinazy z dodatkowymi 36 aminokwasami po-
chodzgcymi z C-konca hirudyny, dwoma sekwencjami RGD i 16
punktowymi mutacjami, charakteryzuje sie zmniejszong immuno-
gennoécig, zwiekszona termostabilnoscig, wlasciwo$ciami przeciw-
agregacyjnymi i fibrynolitycznymi

(15]

SAK-ANXXI i SAK-ANXV

Potaczenie aneksyny Ii V z C-koricem stafylokinazy dato pochodne
o zdolnoéci do lizy bogato i ubogo-plytkowych skrzepow jak row-
niez o wlasciwosciach antykoagulacyjnych

(16]

DGR (K35R)

Wariant stafylokinazy, w ktérym lizyna w pozycji 35 podstawiona
jest argining o wyzszej odpornosci na wysokie temperatury

(17]

Y1-Sak

Wariant stafylokinazy wykazujacy wlasciwosci fibrynolityczne
i antyagregacyjne, i charakteryzujacy sie zmniejszona immunogen-
noscia

(18]

ukladu krzepnigcia. Otrzymane biatko dodatkowo
uprosciloby uciazliwg dla pacjenta procedure poda-
wania czynnika udrazniajacego naczynia polegajaca
na infuzji dozylnej dwéch réznych czynnikéw (np.
streptokinazy i heparyny) przez jednorazowy wlew
odpowiednio dobranej dawki biatka hybrydowego,
a z drugiej strony w znacznym stopniu obnizylfo-
by koszty leczenia. Uzyskane preparaty postuza
réwniez jalko narzedzia badawcze do podjecia pro-
by blizszego poznania roli trombiny uwalnianej ze
skrzepu podczas trombolizy w powiklaniach wyni-
kajacych z tego rodzaju terapii oraz sposéb przeciw-
dziatania tym powikfaniom.

METODYKA I WYNIKI

Konstrukcja, ekspresja rekombinowanych
biatek. SAK-RGD-K2, SAK-RGD-K2-Hir,
SAK-RGD-K2-Hirul

Przygotowanie kasety ekspresyjnej poprzedzita
modyfikacja genu stafylokinazy o diugosci 497
pz otrzymanego z uprzednio wyselekcjonowanego
szczepu Staphyloccocus aureus, charakteryzujacego
sie wysoka aktywnoscia fibrynolityczng. W celu ob-
nizenia jej immunogennosci na drodze mutagene-
zy punktowej wprowadzono w genie stafylokinazy
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Tabela 2. Rekombinowane pochodne stafylokinazy - badania na modelach zwierzecych.

Rekombinowana pochodna

Sl Domeny wlaczone do rSAK

Model

Efekt

PLATSAK [19] - RGD,

Model zakrzepicy zylnej i tetni- - wyzsza aktywnos¢ tromboli-

- fragment fibrynopeptydu A czej u pawiana tyczna vs. kontrola (ekstrakt
- hirudyna E. coli)
- podwyzszone ryzyko krwawien
- podwyzszone stezenie fibryno-
genu vs. kontrola
SAK-RGD-K2-Hir -RGD Model zakrzepicy tetniczej - wyzsza aktywnos¢ tromboli-
SAK-RGD-K2-Hirul -K2 u szczura tyczna SAK-RGD-K2-Hirul,
SAK-K2-Hir - hirudyna SAK-RGD-K2-Hir vs. rSAK,
SAK-RGD-K2 - hirulog Model zakrzepicy zylnej rt-PA
[20,21] u szczura - wyzsza aktywnos¢ tromboli-
tyczna SAK-RGD-K2-Hirul,
SAK-RGD-K2-Hir vs. rSAK,
rt-PA
- podwyzszone ryzyko krwawien
po podaniu w dawce 1.0 mg/kg
SER [22] - hirudyna Indukowane karagening - zwiekszenie aktywnoéci trom-
niedokrwienie mysiego ogona bolityczej vs. rSAK
Model zakrzepicy zylnej - zmniejszenie ryzyka krwawien
u szczura vs. 1ISAK
RGD-SAK [23] -RGD Model 1 zakrzepicy tetniczej - wieksza skuteczno$¢ tromboli-

u $winek miniaturowych

tyczng w uplynnianiu zakrzepu

w tetnicach wieicowych vs.
rSAK

- brak reokluzji po 30 dniach od
podania SAK-RGD, wspot-
czynnik reokluzji po podaniu
rSAK ok. 67%

sze$¢ mutacji punktowych: SAICK35A, E65Q,
K74R, D82A, K130T, KI35R. Muteing genu stafy-
lokinazy polaczono z domena K2 tkankowego akty-
watora plazminogenu o dtugosci 315 pz 20 amino-
kwasowym facznikiem zawierajacym dwie domeny
RGD. Do otrzymanego konstruktu SAK-RGD-K2
dotaczono kolejno cDNA dla hirudyny-217 pz.
SAI-RGD-K2-Hir, badz fragment hirudyny za-
wierajacy miejsce wigzania trombiny-60 pz SAK-
-RGD-K2-Hirul. Przygotowane konstrukty SAK-
-RGD-K2, SAK-RGD-K2-Hir, SAK-RGD-K2-Hirul
klonowano w drozdzowym systemie ekspresyjnym
pPICI9K Pichia pastoris.

Ocena wlasciwosci biologicznych in vitro
rekombinowanych bialel

Badano aktywno$¢ biologiczng kazdego ze skilado-
wych rekombinowanego biatka: stafylokinaze- po-
przez wyznaczanie wartosci K, Kcat, wlasciwosci
fibrynolitycznych, trombolitycznych. Rekombino-
wane biatka SAK-RGD-K2-Hirul, SAK-RGD-K2-
Hir posiadaja podobng aktywno$¢ amidolityczna,
polegajaca na przeksztatceniu plazminogenu do
plazminy, jak sama rekombinowana stafylokina-
za. Dolaczenie domeny K2 t-PA do stafylokinazy
W znacznym stopniu poprawito aktywno$¢ trom-
bolityczng i fibrynolityczng biatek SAK-RGD-K2-
-Hirul, SAK-RGD-K2-HIR, SAK-RGD-K2. Dawka

rekombinowanego biatka potrzebna do rozpusz-
czenia 50% uformowanego zakrzepu jest znacznie
mniejsza. Podobnie czas potrzebny do rozpuszcze-
nia 50% uformowanego skrzepu ulegl skréceniu.
Biatka SAK-RGD-K2-Hirul, SAK-RGD-K2-HIR,
SAK-RGD-K2 wykazujg zwi¢kszone powinowactwo
do wiéknika w poréwnaniu do r-SAK. Aktywnos¢
antytrombolityczng biatek polegajaca na wigzaniu
trombiny oznaczano testem amydolitycznym wy-
korzystujac substrat chromogenny dla trombiny S
2238 (Chromogenix). W obecnosci hirudyny czy
rekombinowanego biatka SAK-RGD-K2-Hir, SAK-
-RGD-K2-Hirul zawierajacego w swoim skltadzie
hirudyne lub jej alktywna czg¢s¢ dochodzito do wig-
zania trombiny, ktéra nie odcinala p-nitroaniling
od substratu chromogennego. Zdolno$¢ hamowania
aktywnosci katalitycznej trombiny przez bialka hi-
rudyna, SAK-RGD-K2-Hir, SAK-RGD-K2-Hirul za-
stosowanych w stezeniu 1,5x10* M pozostawala
na tym samym poziomie, co wskazywalo na podob-
na aktywnos$¢ antytrombolityczna. Sama rekombi-
nowana stafylokinaza takiej aktywnosci nie wyka-
zywala. Kinetyka hamowania aktywnosci trombiny
w tworzeniu skrzepu byla podobna dla obu te-
stowanych bialek w trzech badanych stezeniach.
Otrzymane dane wskazuja na zblizong aktywnos¢
antytrombolityczng hirudyny w biatku SAIKK-RGD-
K2-Hir, SAK-RGD-K2-Hirul w poréwnaniu z hiru-
dyna. Hirudyna obecna w rekombinowanym biatku
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SAK-RGD-K2-Hir jest aktywna biologicznie. Pod-
jeto probe oceny aktywnosci biologicznej kolejnego
sktadnika konstruktu domeny RGD. Antyplytkowe
wlasciwosci rekombinowanych biatek SAK-RGD-
K2-Hir, SAK-, SAK-RGD-K2-Hirul, K2-Hirul ozna-
czano metodg turbidometryczng. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze dolaczenie sekwencji RGD do
biatka SAK-K2-Hir, SAICRGD-K2-Hirul w istotny
spos6b zmniejsza agregacje¢ plytek indukowanych
trombing.

Badanie aktywnosci biologicznej
rekombinowanych biatek SAK-RGD-K2-Hir,
SAK-RGD-K2-Hirul in vivo

Oczyszczone rekombinowane biatka wykorzystano
do badania wlasciwosci biologicznych in vivo na
modelu zakrzepicy zylnej i tetniczej szczura. Bada-
nia in vivo zostaly wykonane we wspotpracy z Za-
ktadem Farmakodynamiki A.M. w Bialymstoku.

Zwierzeta

Badania przeprowadzono na szczurach, samcach
szczepu Wistar o masie 300-400 g. Zwierzeta
przebywaly w pomieszczeniu o stalej temperaturze
i wilgotnosci oraz stalym rytmie dobowym (12 go-
dzin dziefi/noc). Karmione byty standardows dieta,
mialy nieograniczony dostep do pozywienia i wody:
Dwanascie godzin przed indukcjg zakrzepicy szczu-
ry pozbawiano pokarmu, zapewniajac im jedynie
dostep do wody. Postgpowanie i opieke nad zwie-
rz¢tami prowadzono zgodnie z wytycznymi wy-
korzystania zwierzat w badaniach biomedycznych
[24]. Na badania uzyskano zgode¢ Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczenn na Zwierzetach
w Biatymstoku nr 56/2007.

Dawki rekombinowanych pochodnych SAK dobra-
no w oparciu o znane z literatury dawki r-SAK oraz
innych rekombinowanych biatek, majacych wtasci-
wosci trombolityczno-przeciwzakrzepowe, w sktad
ktoérych wchodzi SAK. W niniejszych badaniach
rekombinowane pochodne SAK oceniano w modelu
zakrzepicy tetniczej u szczura w dawkach 1,5 1 3,0
mg/kg. Biatka podawano do zyly udowej w poje-
dynczym, szybkim wstrzyknieciu (bolus). Grupa
kontrolna otrzymata dozylnie 0,9% NaCl w bolusie.

Do badan wybrano model zakrzepicy tetniczej
wg Guarini’ego [25] w modyfikacji wlasnej [26],
w ktorym wykonuje sie stymulacje tetnicy szyjnej
wspolnej lewej szczura pradem elektrycznym. For-
mowanie sie wewnatrznaczyniowej skrzepliny, jak
réwniez jej lize, obserwowano wykorzystujac aparat
do rejestracji przeptywu objetosciowego kawi w tet-
nicy. Po 5 minutach stabilizacji przeptywu wiaczono

prad staly o natezeniu 2 mA, a nastgpnie umiesz-
czono zacisk naczyniowy miedzy elektroda a son-
da. Po kolejnych 5 minutach wylgczano prad oraz
zdejmowano zacisk naczyniowy. Za trwalg okluzje
uznawano stan zerowego przeptywu objetosciowego
krwi, trwajacy minimum 5 minut. Stopieft okluzji
oceniano na podstawie spadku przepltywu objeto-
$ciowego lawi w poréwnaniu z przeptywem wyj-
$ciowym. U wszystkich szczuréw kaniulowano lewa
zyle udowa celem podawania relkombinowanych
biatek lub PBS. Po potwierdzeniu okluzji (prze-
ptyw=0,0 ml/min. przez minimum 5 min.) rozpo-
czynano podawanie biatek. Po uptywie 75 minut od
podania badanych substancji wycinano 20 milime-
trowy fragment tetnicy szyjnej wspélnej lewej oraz
pobierano krew zylng z prawej komory serca do
oznaczen parametréw hemostazy. Z pobranej tetni-
cy szyjnej wspdlnej lewej izolowano zakrzep, ktéry
wazono po 24 godzinach suszenia w temperaturze
pokojowe;.

Efekt trombolityczny rekombinowanych pochod-
nych SAK oceniano na podstawie pomiaru: szybko-
$ci konicowej przeptywu objetosciowego krwi w tet-
nicy szyjnej wspdlnej lewej szczura; stanu droznosci
tetnicy zdefiniowanego jako: przetrwala okluzja
(PO) — stan, w ktérym mimo podania rekombino-
wanych bialek nie zaobserwowano przywrdcenia
przeplywu (reperfuzji); przeptyw cykliczny (CR) -
stan, w ktérym po podaniu rekombinowanych bia-
tek zaobserwowano reperfuzj¢ z nastgpujaca po niej
wtorng okluzja (reokluzja); przetrwala drozno$é
(PP) — stan pelnej reperfuzji naczynia, ktéremu nie
towarzyszyly incydenty reokluzji; wspélczynnika
reperfuzji — stosunek ilosci szczuréw, u ktérych ob-
serwowano reperfuzje do wszystkich szczuréw da-
nej grupy; redukcji masy zakrzepu tetniczego.

W celu oceny wplywu rekombinowanych pochod-
nych SAK na uklad hemostazy dokonano pomiaru
czasu krwawienia (BT) oraz zebrano prébki osocza
celem wykonania dalszych pomiaréw.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zaobserwo-
wano istotny wzrost objetosciowego koncowego
przeptywu krwi w grupie zwierzat otrzymujacych
SAK-RGD-K2-Hir w wyzszej dawce tj. 3,0 mg/kg,
ponadto poprawe stanu droznosci tetnicy wyrazo-
nej jako CR — przeptyw cykliczny (cyclic reflow)
i PP — przetrwata droznos¢ (persistent patency) oraz
wspolczynnik reperfuzji obserwowano w grupach
otrzymujacych SAK-RGD-K2-Hir w dwoch daw-
kach (1,5 oraz 3,0 mg/kg) oraz SAK-RGD-K2-Hirul
w dawce 3,0 mg/kg. Masa zakrzepu ulegta istotne-
mu zmniejszeniu w grupach zwierzat otrzymuja-
cych SAK-RGD-K2-Hir i SAK-RGD-K2-Hirul jedy-
nie w wyzszej dawce — 3,0 mg/kg (w poréwnaniu
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do grupy VEH - kontrolnej). Poréwnujac wptyw
SAICRGD-K2-Hir i SAICRGD-K2-Hirul (w daw-
ce 3,0 mg/kg) vs. SAK (w dawce 3,0 mg/kg) wy-
kazano istotne zmniejszenie masy zakrzepu. Biatko
SAK-RGD-K2-Hir istotnie silniej redukowato mase
zakrzepu vs. SAICRGD-K2-Hirul w réwnowaznej
dawce. W grupach zwierzat otrzymujacych SAK-
RGD-I2-Hir (1,5 1 3,0 mg/kg) oraz SAK-RGD-K2-
-Hirul (1,5 i 3,0 mg/kg) zaobserwowano wydluze-
nie czasu krwawienia powyzej 5 minut.

WYNIKI BADAN A WSTEPNE WNIOSKI
WYCIAGNIETE NA ICH PODSTAWIE

Genetyczna modyfikacja czasteczki rSAK pozwoli-
la na uzyskanie pochodnych rSAK o zredukowanej

PiSmiennictwo:

immunogennos$ci i wydluzonym czasie dzialania.

Badania in vivo przeprowadzone na modelu zakrze-

picy zylnej i tetniczej wykazato statystycznie istot-

ne réznice w udroznieniu naczyn w poréwnaniu

z kontrolg (PBS) czy r-SAK

1. Badane biatka wykazuja zalezng od sktadu i daw-
ki skutecznos$¢ trombolityczna w modelu zakrze-
picy tetniczej u szczura.

2. Oba bialka dziatajg skuteczniej od r-SAK.

3. Bialko SAK-RGD-K2-Hir ma silniejsze dzialanie
trombolityczne vs. SAK-RGD-K2-Hirul w réw-
nowaznej dawce.

4. Bialka dzialaja silniej trombolitycznie w dawce
wyzszej — jednak wiaze si¢ to ze zwigkszeniem
sktonnosci do krwawien.
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Therapeutic potential of serotonin 5 —HT7 receptor.
New ligands and molecular modelling studies

Zaktad Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii PAN, Krakow

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2002 roku przyznala zespolowi pracujacemu pod
kierunkiem dr hab. Andrzeja J. Bojarskiego grant na realizacj¢ projektu badawczego pt.
Ligandy receptoréw serotoninowych 5-H'T', - potencjalne zastosowanie terapeutyczne
oraz nowe narzedzia farmakologiczne.

Streszczenie

Receptor serotoninowy typu 5-HT, sklonowany w 1993 roku, stanowi atrak-
cyjny cel badawczy zaréwno dla farmakologii jak i dla chemii lekéw. Ustalono,
ze zaburzenia jego funkcji maja wplyw na powstawanie choréb psychicznych
w tym stanéw lekowych, depresji i schizofrenii. Sadzi si¢ zatem, ze ligandy tego
receptora moga stanowi¢ nowe Zrédlo potencjalnych lekéw psychotropowych.
W odniesieniu do dziatania przeciwdepresyjnego, szczegélne zainteresowanie
wzbudzaja substancje wykazujace selektywne dzialanie blokujace ten podtyp
receptora.

Celem zrealizowanego projektu badawczego bylo poszukiwanie zwiazkéw cha-
rakteryzujacych si¢ wysokg aktywnoscig do receptora 5-HT, i sprawdzenie czy
beda one posiadaly wlasnosci przeciwdepresyjne w testach na zwierzgtach.

W ramach projektu przebadano pod katem powinowactwa do receptoréw sero-
toninowych typu 5-HT, ponad 150 réznych potaczein w tym 39 nieopisanych
wezedniej w literaturze zwigzkéw. Wsréd zsyntezowanych w Zaktadzie Chemii
Lekéw IF PAN nowych pochodnych, najaktywniejsze charakteryzowaly si¢ zna-
miennym powinowactwem do receptoréw 5-HT. jak i 5-HT,, oraz wykazaty
wlasciwosci przeciwlgkowe i przeciwdepresyjne w testach na zwierzgtach. Po-
nadto, opracowano model receptora 5-HT, in silico, ktéry zostal zastosowa-
ny do przeprowadzenia procesu automatycznego dokowania 30 antagonistow
receptora 5-HT.. Otrzymane kompleksy ligand-receptor postuzyty do stworze-
nia dwoch hipotez farmakoforowych: pierwsza, okresla cechy ligandéw zapew-
niajace powinowactwo do receptora S-HTT, a druga wskazuje kluczowe cechy
strukturalne zwigkszajace selektywno$¢ w stosunku do innych receptoréw mo-
noaminowych. Modele te stanowia cenne narz¢dzie badawcze wylkorzystywane
do projektowania nowych, selektywnych antagonistéw receptora 5-HT..

Stowa kluczowe: receptor 5-HT, ¢ ligandy receptora 5-HT, ¢ modelowanie
homologiczne * modele farmakoforowe

Summary

Cloned in 1993, serotonin 5-HT, receptor is an attractive target for both phar-
macology and medicinal chemistry research. It was found that its dysfunction
may be involved in etymology of several mental diseases including anxiety, de-
pression and schizophrenia. Therefore it is believed, that the 5-HT, receptor
ligands constitute a new source of potential psychotropic agents. With regard to
the antidepressant therapy, special attention is drawn to the substances which
can selectively block this receptor subtype.
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The main objective of the project was to search for compounds with high affi-
nity for the 5-HT, receptor, and check whether they will have antidepressant
properties in behavioural studies.

During the project realization, affinity of more than 150 different compounds
(from library of Department of Medicinal Chemistry Institute of Pharmacology
PAS) and 39 novel ligands, were examined at S-HT7 receptors.

Among newly synthesized original derivatives, the most active were characteri-
zed by a significant affinity for both 5-HT, and 5-HT,, receptors, and showed
anxiolytic and antidepressant properties in animal tests. In addition, an in sillico
model of 5-HT. receptor was developed, and used for the automatic docking of
30 antagonists.

Based on the obtained ligand-receptor complexes two pharmacophore hypothe-
ses were generated. The first, provided structural fragments important for high
ligand affinity for 5-HT, receptor, and the second, highlighted key features for
selectivity over other monoamine receptors. These models are valuable research
tools which can be used to design new, selective antagonists of 5-HT receptor.

Key words: 5-HT, receptor ¢ 5-HT, receptor ligands ¢ homology modelling *
pharmacophore models

WSsTEP

Uklad serotoninergiczny to jeden z najbardziej
zr6znicowanych systeméw neurotransmisyjnych
wystepujacych u kregowcéw [ 1], ktérego neuroprze-
kaznik 5-hydroksytryptamina (serotonina, 5-HT)
nalezy do najstarszych ewolucyjnie. Szacuje sig, ze
w organizmach eukariotycznych receptory serotoni-
nowe wyksztalcily si¢ okoto 700-800 milionéw lat
temu, réznicujac gléwne typy duzo wczesniej niz
w uldadach: cholinergicznym, adrenergicznym czy
dopaminergicznym [1].

Receptory serotoninowe znajduja si¢ zaréwno
w obrebie osrodkowego jak i obwodowego ukla-
du nerwowego, dzielg si¢ na 7 typéw giéwnych
(5-HT1-5-HT,) i 14 podtypéw oraz posiadajg wie-
le powigzan z innymi systemami neuroprzekazni-
kowymi [1]. Odzwierciedleniem tej réznorodnosci
jest ilos¢ petnionych przez serotonine funkgji fizjo-
logicznych i co si¢ z tym wiaze, jej udzial w powsta-
waniu wielu proceséw patologicznych. W osrodko-
wym ukladzie nerwowym serotonina reguluje wiele
funkgji fizjologicznych takich jak krazenie krwi,
praca serca, stany emocjonalne, sen, pamie¢, bol,
pobieranie pokarmu, zachowania seksualne. Jest
roéwniez zaangazowana w powstawanie procesow
patologicznych lezacych u podloza choréb psy-
chicznych m.in.: depresji, leku, schizofrenii, zabu-
rzen taknienia i snu [1].

Badania nad ukiadem serotoninergicznym trwaja
juz od przeszto 60 lat, w duzej mierze koncentrujac

si¢ na farmakologii i terapeutycznym znaczeniu
w obrebie osrodkowego ukiadu nerwowego [2].
Ich rezultatem, oprécz wiedzy dotyczacej mecha-
nizméw podstawowych jest wprowadzenie nowych
lekéw, sposréd ktérych wymienié nalezy gléwnie
zwiazki o dzialaniu przeciwdepresyjnym (inhibito-
ry wychwytu serotoniny — fluoxetyna, paroxetyna,
sertralina), przeciwlegkowym (buspiron, tandospi-
ron), przeciwmigrenowym (sumatryptan), a takze
przeciwpsychotycznym (tzw. atypowe antypsycho-
tyki: ziprasidon i risperidon) [3].

Ostatni z typéw w rodzinie receptoréw serotoni-
nowych — 5-HT, zostal odkryty przez kilka nieza-
leznych zespoléw naukowych, ktére niemal jedno-
cze$nie opisaly wyniki swoich badan w 1993 roku
[4-6]. Jego struktura pierwszorzedowa i profil far-
malkologiczny réznily si¢ od znanych juz recepto-
row serotoninowych, stad tez zaklasyfikowano go
jako kolejny, gléwny typ w tej rodzinie. Obecnos¢
receptora S-HT7 wykazano u czlowieka, $wini oraz
takich gryzoni jak szczur, mysz i §winka morska
[7]. Badania autoradiograficzne i analiza dystrybu-
cji mRNA ujawnity, ze w moézgu receptory 5-HT,
zlokalizowane sg gléwnie w obrebie wzgérza, pod-
wzgobrza, hipokampa oraz pnia mézgu, natomiast
na obwodzie najwyzsze ich stezenie znaleziono
w naczyniach krwionos$nych i niektérych organach
wewnetrznych [7,8]. Rozmieszczenie w strukturach
limbicznych mézgu oraz fakt, iz wiele znanych le-
koéw psychotropowych wykazywato wysokie powi-
nowactwo do miejsc receptorowych 5-HT7, suge-
rowaly mozliwe powiazanie dysfunlkcji receptora

62
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1, ziprasidon

K, (5-HT,,) = 1.9 - 76 nM
K, (5-HT,) = 4.9 nM
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2, risperidon

K, (5-HT,,) = 21 - 427 nM
K, (5-HT,)= 0.4 - 6.6 "M

e
C@?

3, pimozyd

K. (5-HT,,) = 88 - 650 nM
K, (5-HT,) = 0.5 nM

Rycina 1. Przykladowe zwigzki posiadajgce mieszany profil receptorowy 5-HT,,/5-HT '

z chorobami afeltywnymi [7,8]. Z kolei obecnos¢
receptorow 5-HT, w naczyniach glowy tgczono
z wplywem na stany migrenowe, a receptoréw znaj-
dujacych si¢ na obwodzie z ewentualnymi schorze-
niami odpowiednich narzagdéw gtéwnie jelit i pe-
cherza moczowego [8].

W toku prowadzonych badan udalo si¢ uzyskac¢
wyniki, ktére wyraznie $§wiadcza o zaangazowaniu
receptora 5-HT_ w regulacje cyklu dobowego, snu,
temperatury ciala, stanéw emocjonalnych (nastro-
ju), procesébw uczenia si¢ i zapami¢tywania oraz
funkcje endokrynne [7,8].

Szczegélnie interesujace rezultaty otrzymano przy
uzyciu zwierzat laboratoryjnych z wylaczonym
genem 5-HT, (ang. knockout) oraz selektywnych
antagonistow — zwigzkéw SB258719 i SB266970
[9,10]. Genetycznie zmodyfikowane myszy jak
i zwierzgta niezmienione, ktérym podano ww.
zwiazki, badane byly w testach behawioralnych
stosowanych do przewidywania aktywnosci prze-
ciwdepresyjnej tj. w tescie zawieszenia za ogon oraz
tescie wymuszonego plywania (Porsolta). Ekspery-
menty te, prowadzone w dwoch réznych osrodkach
naukowych, dostarczyty pierwszych, bezposrednich
dowod6w na jednoznaczne zaangazowanie recepto-
ra S-HT7 w depresji, a co za tym idzie, wskazaly
na konieczno$¢ poszukiwan i dalszych badan jego
antagonistow jako potencjalnych lekéw przeciwde-
presyjnych [9,10].

LIGANDY RECEPTORA S-HT7 — BADANIA
PROWADZONE W RAMACH PROJEKTU

Od poczatku lat 90. jednym z tematéw badan pro-
wadzonych w Zaldadzie Chemii Lekow Instytutu
Farmakologii PAN (ZChL IF-PAN), byto poszuki-
wanie zwigzkéw wykazujacych aktywnosé do recep-
toréw serotoninowych typu 5-HT,, m.in. w grupie
tzw. dlugotancuchowych arylopiperazyn. Kierujac
sie pojawiajacymi sie w literaturze wynikami opisu-
jacymi powinowactwo do receptora 5-HT, znanych

nieselektywnych ligandéw uktadu serotoninowego,
a wérod nich pochodnych z grupy diugotancucho-
wych arylopiperazyn i arylopiperydyn (takich jak:
ziprasidon (1), risperidon (2), czy pimozyd (3))
zdecydowano o wlaczeniu tego nowego celu biolo-
gicznego do realizowanej tematyki badawczej za-
kladu (Rycina 1) [11,12].

Pierwsze prace w tym kierunku prowadzono w ra-
mach projektu pt. ,Ligandy receptoréw serotoni-
nowych 5-HT, — potencjalne zastosowanie tera-
peutyczne oraz nowe narzedzia farmakologiczne”
przyznanego w 2002 roku przez Naukows Fundacje
Polpharmy (dawniej Fundacja Na Rzecz Rozwoju
Polskiej Farmacji i Medycyny). Gléwnym celem
projektu bylo poszukiwanie zwigzkéw wykazuja-
cych aktywno$¢ do receptoréw serotoninowych typu
5-HT, oraz sprawdzenie ich wtasnosci terapeutycz-
nych w zwierzecych modelach depresji i leku.

SYNTEZA I BADANIA BIOLOGICZNE

Eksperymenty rozpoczgto od przeprowadzenia
przesiewowych testéw powinowactwa do receptora
5-HT, wlasnej biblioteki zwigzkéw, sktadajacej sie
w znacznej mierze z pochodnych diugotancucho-
wych arylopiperazyn [13]. W ich wyniku ziden-
tyfikowano szereg pochodnych o-metoksyfenylo-
piperazyny (oMeO-FP), ktére oprécz wysokiego
powinowactwa do receptorow 5-HT,, wykazywaty
znaczacg aktywno$¢ wzgledem receptora 5-HT,
[13]. Wsréd tych potaczen szczegélnie interesujace
okazaly sie: pochodna o-metoksy-fenylopiperazyny
(MM77; Ki(S_Hm:‘)O nM) oraz 1,2,3,4-tetrahydro-
izochinoliny (MM199; KI(S_HW)=36 nM) (Rycina 2).
Ten ostatni zwigzek bedacy strukturalnym analo-
giem buspironu zostal wcze$niej opisany jako se-
lektywny czgSciowy agonista receptorow 5-HT,
o dzialaniu przeciwlekowym i przeciwdepresyjnym,
ktére wykazywal w testach na zwierzetach [14].

Dysponujac wynikami dla duzej grupy potaczen (wsu-
mie przebadano ponad 150 zwiazkéw z biblioteki
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K, (5-HT,) = 28 nM
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@NJ

K, (5-HT,) =70 nM
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Rycina 2. Przyklady zwigzkéw z biblioteki ZChL wykazujacych wysokie powinowactwo do receptora 5-HT..

ZChL), mozliwe bylo przeprowadzenie analizy struk-
tura — aktywnos¢ i na tej podstawie wyodrebnienie
w strukturach zwigzkow fragmentéw imidowych naj-
lepiej tolerowanych przez receptor 5-HT.. Zostaly
one uzyte do zaprojektowania nowych pochodnych,
w ktérych jako ugrupowania aminowe, zastepujace
farmakoforowa funkcje arylopiperazyny, wybrano
uklady: 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny  (THIQ),
1,2,3,4-tetrahydro-p-karboliny (THBK) i 1,2,3,4-te-
trahydropirazyno[1,2-aJindolu [15].

Sposréd zsyntetyzowanych zwiazkéw jako struktu-
ry oryginalne, najaktywniejsze do receptoréw 5-HT,
okazaly si¢: pochodna 1,2,3,4-tetrahydro-B-karboli-
ny - B991 (I(i(S_HT7)=70 nM) oraz jej N-acetyloami-
dowe pochodne: B1013 (Ki(s5.417,=80 nM), B1019
(K 5417 =91 nM) oraz B1032 (K, ;. =156 nM).
Dla tych zwiazkéw oprocz stalych wigzan do re-
ceptorow 5-HT |, wyznaczono takze powinowac-
two do receptoréw 5-HT,,. Pomimo, iz nie udato
sie otrzymac zwiazkow selektywnie oddziatujacych
z typem 5-HT, (wszystkie pochodne byty podwdj-
nymi ligandami 5-HT7/5-HTl A) wykazano, ze mo-
dyfikacja strukturalna polegajaca na wprowadzeniu
podstawnika N-metyloacetamidowego do ukltadu
1,2,3,4-tetrahydro-B-karboliny zwigksza selektyw-
nos¢ oddziatywania pomiedzy miejscami wigzacymi
5-HT, a 5-HT,, (Tabela 1) [15].

Rozszerzone badania farmakologiczne (pomiar aku-
mulacji cAMP) i elektrofizjologiczne (zewnatrzko-
morkowa rejestracja wyladowan miedzynapadowych
obszaru CA3 hipokampa) przeprowadzone dla wy-
mienionych zwigzkéw wykazaly, ze posiadaja one

cechy antagonistow zaréwno do receptoréw 5-HT,
jak i 5-HT ,. Potencjalne wtasnosci przeciwdepre-
syjne omawianych zwigzkéw byly badane w testach
zawieszenia za ogon u myszy oraz w tescie wymuszo-
nego plywania u szczuréw. Dzialanie przeciwdepre-
syjne zidentyfikowano dla zwigzku B1019 (w obu
testach) oraz dodatkowo dla wzorcowej dla pochod-
nej MM77 (w teScie wymuszonego plywania), na-
tomiast zwigzki: B1032, B991 oraz MM199 nie
dzialaly przeciwdepresyjnie w tescie u myszy. Dodat-
kowo zwiazek B991 zostal przebadany w tescie pod-
niesionego labiryntu krzyzowego na szczurach rasy
Wistar i w dawce 1,25 mg/kg™ wykazal wlasnosci
nasladujace dzialanie lekéw przeciwlgkowych [16].

W ramach realizowanego projektu badawczego za-
planowano takze syntez¢ pochodnych benzotria-
zolu i benzimidazolu, jako grupe potencjalnych
agonistow receptora 5-HT.. Niestety zaden sposrod
otrzymanych zwiazkéw nie wykazywal istotnej ak-
tywnosci w stosunku do receptoréw 5-HT, [15].

MODEL RECEPTORA S-HT7

Wsréd badan zaplanowanych w projekcie istotna
cze$¢ stanowily eksperymenty modelowania mole-
kularnego, ktérych celem bylo stworzenie modelu
receptora 5-HT, stuzacego do wspomagania projek-
towania nowych, selektywnych ligandéw o dziata-
niu antagonistycznym.

Model homologiczny receptora serotoninowego
typu 5-HT, zostat zbudowany na matrycy rodop-
syny wolowej (kod PDB struktury krystalicznej
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w ramach projektu (szare tlo).
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Tabela 1. Struktura i powinowactwo do receptoréw 5-HT |, i 5-HT, wybranych ligandéw z bazy ZChL oraz zsyntetyzowanych
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- 1F88), wykorzystujac nalozenie sekwencji oparte
na najbardziej zakonserwowanych aminolwasach
w rodzinie receptoréw sprzezonych z biatkiem G
(wg NIH GPCR database). Wstgpny etap modelo-
wania obejmowal wygenerowanie duzej liczby mo-
deli receptora (100) przy uzyciu programu Modeller,
dzigki czemu uzyskano dokladne prébkowanie prze-
strzeni konformacyjnej faiicuchéw bocznych biatka,
szczegblnie w obszarze miejsca wigzacego. Nastepnie
przeprowadzono ,negatywna selekcje” receptorow
przy uzyciu liganda o niskim powinowactwie i ogra-
niczonej swobodzie konformacyjnej (usztywniona
pochodna arylopiperazynowa). Eksperyment pole-
gal na przeprowadzeniu symulacji automatycznego
dokowania liganda do wszystkich modeli z uzyciem
programu FlexX, a do dalszych badan uzyto tylko
tych modeli, ktére nie zaakomodowaly testowego
liganda. Wyselekcjonowano 63 modele, do ktérych
automatycznie zadokowano 30 antagonistéw recep-
tora 5-HT, nalezacych do 6 r6znych klas. Otrzy-
mano ok. 180 000 komplekséw ligand-receptor,
ktére poddano procedurze consensus scoring. Dla
kazdego liganda wybrano kompleks oceniony pozy-
tywnie przez wszystkie 5 funkcji oceniajacych, oraz
posiadajacy najnizszg wartos¢ funkeji PME Mozna
wiec okresli¢ te procedure jako dokowanie w pelni
fleksyjne (uwzgledniajace swobode konformacyjna

tak liganda jak i receptora). Metodyka taka zosta-
fa zastosowana po raz pierwszy w modelowaniu re-
ceptora 5-HT .. Otrzymane kompleksy postuzyty do
opisu oddziatywan ligand-receptor dla kazdej z klas
antagonistow receptora 5-HT. oraz do generacji no-
wych hipotez farmakoforowych. Na podstawie na-
lozenia ligandéw, wygenerowanego automatycznie
poprzez dokowanie do modeli receptora, stworzono
dwie hipotezy farmalkoforowe: pierwsza, okreslajaca
cechy ligandéw zapewniajace powinowactwo do re-
ceptora 5-HT7, bez wzgledu na selektywnos¢ oraz
druga, wskazujaca na cechy mogace gwarantowac
selektywnos$¢ w stosunku do innych receptoréw dla
monoamin (S-HT1 o S-HT2 o Dy Ocl). Otrzymane
wyniki sugeruja role specyficznych interakcji ligan-
dow selektywnych z aminokwasami tworzacymi
kieszen receptora pomiedzy helisami 7 a 3. Dobre
dopasowanie liganda do tej kieszeni (zr6znicowanej
pomiedzy receptorami) oraz przewaga specyficznych
oddziatywan z aminokwasami tam zlokalizowanymi
nad oddzialywaniami z zakonserwowang sekwencyj-
nie kieszenig, pomi¢dzy helisami 4 a 6, wpltywa na
zwiekszong selektywnos¢ tych ligandéw (Rycina 3).

Wydaje sig, ze decydujaca dla selektywnosci jest moz-
liwo$¢ wystapienia réwnoczesnych oddziatywan po-
miedzy: ukladem aromatycznym liganda a Phe3.32
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Rycina 3. Przykladowy selektywny antagonista SB-656104 zadokowany w miejscu wigzacym receptora 5-HT, (widok z zewngtrz
komorki); z zaznaczonymi aminokwasami uczestniczacymi w specyficznych oddziatywaniach z ligandem. (A) transblonowe
fragmenty helikalne; (B) powierzchnia miejsca wiazacego z kieszeniami miedzy helisami 4-6 (kolor czerwony) i helisami
7-3 (kolor niebieski).

(m-m stacking) i Arg7.36 (ion-m) oraz akceptorem wia-
zania wodorowego (grupy karbonylowej) i Tyr7.43.
Optymalng geometri¢ tych fragmentéw czasteczki
zapewnia polaczenie ich poprzez atom w hybrydyza-
cji sp? (np. siarka w ukladzie arylosulfonamidowym).
Whyniki tej czgsci prac eksperymentalnych pozwolity
zatem na zdefiniowanie hipotez dotyczacych selek-
tywnosci oddziatywan ligandéw, ktore zostaly sfor-
mulowane po raz pierwszy w oparciu o analiz¢ bez-
posrednich oddziatywan ligand-receptor [17].

PODSUMOWANIE WYNIKOW I DALSZY ROZWOJ
BADAN

W rezultacie przeprowadzonych w ramach projek-
tu badan zsyntetyzowane zostaly zwiazki, wsréd
ktorych najaktywniejsze (charakteryzujace si¢ zna-
miennym powinowactwem do receptorow 5-HT,
jak i 5-HT ,) wykazaty wiasciwosci przeciwlekowe
lub przeciwdepresyjne w testach na zwierzetach.
Opracowano takze model receptora 5-HT. in sili-
co i zastosowano go do automatycznego dokowa-
nia 30 antagonistow receptora 5-HT.. Otrzymane
kompleksy ligand-receptor postuzyly do stworzenia
dwoch hipotez farmakoforowych: pierwsza, okresli-
ta cechy ligandéw zapewniajace powinowactwo do
receptora 5-HT7, a druga, wskazata kluczowe cechy
strukturalne zwigkszajace selektywno$¢ w stosunku
do innych receptoréw monoaminowych.

Wszystkie wyniki stworzyly podstawy do zaprojek-
towania nowych serii zwigzkow, bedacych tematem

kolejnych projektow badawczych: ,Poszukiwanie
nowych ligandéw receptora serotoninowego 5-HT,
o potencjalnym  dzialaniu  przeciwdepresyj-
nym” (MNiSW nr 2 POSF 019 30, 24/04/2006—
23/04/2009) oraz ,Modyfikacje struktury arylopi-
perazynowych i arylosulfonamidowych ligandéw
receptoréw serotoninowych 5-HT. w poszukiwaniu
czynnikéw determinujacych selektywno$¢ oddzia-
tywain wzgledem podtypu 5-HT ,” (MNiSW nr
N405 026 32/1743 22.03.2007-21.03.2008).

Receptor 5-HT_, w $wietle publikowanych wyni-
kow;, stanowi jeden z punktéw uchwytu lekéw cha-
rakteryzujacych si¢ dzialaniem psychotropowym.
Poszukiwanie jego ligandéw jest wciaz aktualnym
tematem badan realizowanych w wielu osrod-
kach uniwersyteckich na $wiecie oraz w firmach
farmaceutycznych [2,18]. W Polsce prace w tym
kierunku prowadzone sa w Zakladzie Chemii Le-
kow Instytutu Farmakologii PAN przy wspotpracy
z Zakladem Chemii Organicznej Politechniki Kra-
kowskiej i Zaldadem Chemii Lekéw Wydzialu Far-
maceutycznego Collegium Medicum U] [19-22].
Ligandy receptorow 5-HT. stanowig takze temat
badan rozwijanych od kilku lat wspélnie z naukow-
cami z Instytutu Chemii Organicznej i Analitycznej
Uniwersytetu w Orleanie [23-25], a obecnie kon-
tynuowanych w ramach polsko-francuskiego wspo6l-
nego projektu badawczego pt.: ,Projektowanie,
synteza i aktywnos¢ biologiczna pochodnych aza-
tetralin jako nowych ligandéw receptoréw 5-HT.”
w ramach umowy o wspéipracy naukowej miedzy
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Polska Akademig Nauk i Narodowym Osrodkiem  PODZIEKOWANIA
Badan Naukowych Francji.

Serdecznie dzigkuje wszystkim wspolrealizatorom
grantu z trzech Zalktadéw Instytutu Farmakologii
PAN: Chemii Lekéw, Neurobiologii i Fizjologii.

Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu

W rodzinie receptoréw serotoninowych wyréznia sie siedem typow gtéwnych — 5-HT -5-HT.. Ostat-
ni w tej klasyfikacji receptor 5-HT, zostat sklonowany w 1993 roku i stanowi bardzo atrakcyjny cel
badan ze wzgledu na fakt, ze zaburzenia jego funkcji maja wplyw na powstawanie choréb psychicz-
nych takich jak stany lekowe, depresja i schizofrenia.

Intensywne poszukiwania ligandow receptora 5-HT_ zostaly rozpoczete wkrétce po jego odkryciu,
przy czym szczeg6lny nacisk potozono na selektywny antagonizm jalko aktywno$¢ mogaca prowadzic
do ujawnienia wlasnosci przeciwdepresyjnych. W literaturze naukowej zaczely pojawiac sie pierwsze
doniesienia opisujace przykiady zwiazkéw o takim dziataniu, chociaz wigkszos¢ prac dotyczyta ligan-
dow nieselektywnych. Wsréd nich znalazly si¢ takze dlugotaiicuchowe pochodne arylopiperazyny,
ktére wsréd innych potaczen stanowily przedmiot badan Zaktadu Chemii Lekéw IF PAN w Krako-
wie. Dalo to podstawy do rozpoczecia badan w kierunku poszukiwania nowych ligandéw receptora
5-HT, i oceny ich potencjalnych wlasnosci przeciwdepresyjnych w testach na zwierzetach

Co przyniosla realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

Whyniki analizy SAR wlasnej biblioteki zwiazkéw (na podstawie badan przesiewowych powinowac-
twa do receptora 5-HT.) postuzyty do zaprojektowania nowych serii pochodnych. Wsréd zsyntezo-
wanych 39 zwiazkéw, najaktywniejsze charakteryzowaly si¢ znamiennym powinowactwem do recep-
toréw 5-HT. jak i 5-HT,, oraz wykazaly wtasciwosci przeciwlekowe i przeciwdepresyjne w testach
na zwierzgtach. Ponadto, w czgsci badan teoretycznych, opracowany zostat in silico model receptora
5-HT,, ktéry zastosowano do przeprowadzenia procesu automatycznego dokowania 30 antagoni-
stow. Otrzymane kompleksy ligand-receptor postuzyly do stworzenia dwéch hipotez farmalkoforo-
wych: pierwsza, okreslita cechy ligandéw zapewniajace powinowactwo do receptora 5-HT, a druga
wskazala kluczowe fragmenty strukturalne decydujace o zwickszeniu selektywnosci w stosunku do
innych receptoréw monoaminowych. Modele sa nadal wykorzystywane jako narzedzie badawcze do
projektowania nowych, selektywnych antagonistow receptora 5-HT..

Dalsze kierunki badan

Kierunek poszukiwania antagonistéw receptora 5-HT, byt nadal rozwijany w Zaktadzie Chemii Le-
kéw, m.in. w ramach polsko norweskiego projektu PNRF-103-Al-1/07 Creating an academia-based
platform to discover substances acting on serotonergic or glutamatergic systems as potential new
antidepressant or anxiolytic drugs finansowanego przez Krélestwo Norwegii w ramach Polsko-Nor-
weskiego Funduszu Badan Naukowych.

Obecnie prowadzone sa pierwsze prace nad allosterycznym mechanizmem modulacji receptora
5-HT..
7
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2009 roku przyznala zespolowi pracujacemu pod
kierunkiem prof. Marka Jagielskiego grant na realizacje projektu badawczego pt.
Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) jako nowa

metoda genotypowania szczepéw Corynebacterium diphtheriae.

Streszczenie

Toksynotworcze szczepy Corynebacterium diphtheriae sa czynnikiem etiolo-
gicznym blonicy, natomiast szczepy nietoksynotwoércze mogg wywotywac zaka-
zenia miejscowe i inwazyjne. Zakazenia tym drobnoustrojem, chociaz wystepuja
sporadycznie w krajach Europy Zachodniej, wcigz stanowia powazny problem
w wielu rejonach §wiata, w tym w sasiadujacych z Polska Rosji, Ukrainie i na
Bialorusi. Krazace w populacji szczepy C. diphtheriae podlegaja zmiennosci ge-
netycznej, a rozwijajace si¢ epidemie sg przypuszczalnie skutkiem pojawienia
si¢ nowych szczepéw o zwickszonej zjadliwosci badz tez zwigkszonej zdolnosci
kolonizacji i rozprzestrzeniania si¢. Wskazuje to na konieczno$¢ monitorowania
zmiennosci i réznorodnosci genetycznej szczepéw izolowanych zaréwno od no-
sicieli jak tez oséb chorych w réznych rejonach $wiata. W prezentowanej pracy
dokonano poréwnania czterech molekularnych metod typowania C. diphthe-
riae: ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR), PFGE
(Pulsed-Field Gel Elecrophoresis), MLST (Multilocus Sequence Typing) i MLVA
(Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis) z uwzglednieniem
kosztéw badania, wymaganej aparatury oraz zlozonosci procedury badania.

Stowa lduczowe: genotypowanie * ERIC-PCR ¢ PFGE ¢« MLST * MLVA e
Corynebacterium diphtheriae

Summary

Toxinogenic Corynebacterium diphtheriae is an etiologic agent of diphtheria,
whereas nontoxigenic strains can cause local and invasive infections. Although
C. diphtheriae infections are rare in Western Europe, they are still a serious pro-
blem in many regions, for example in Poland neighbouring countries — Russia,
Ukraine and Belarus. C. diphtheriae strains circulating in a population under-
go genetic changes. Emerging epidemics could be results of appearance of new
more virulent strains that possess higher invasiveness and spread properties. It
is therefore apparent that monitoring genetic changes and diversity of strains
isolated from patients and carriers in different regions of the world is necessary.
In the presented studies four molecular methods — ERIC-PCR (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus PCR), PFGE (Pulsed-Field Gel Elecrophore-
sis), MLST (Multilocus Sequence Typing) and MLVA (Multiple-Locus Variable-
-Number Tandem Repeat Analysis) — for C. diphtheriae typing were compared
in respect of costs, equipment required and complexity of the procedure.

Key words: genotyping ¢ ERIC-PCR ¢ PFGE ¢ MLST ¢ MLVA ¢ Corynebac-
terium diphtheriae
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WSsTEP

Corynebacterium diphtheriae jest czynnikiem etio-
logicznym bfonicy, powaznej choroby zakaznej,
ktérej objawy spowodowane sg dziataniem toksyny
bakteryjnej. Toksyna blonicza powoduje migdzy
innymi uszkodzenie wiékien mig$nia sercowego,
demielinizacj¢ komorek ukladu nerwowego oraz
zmiany martwicze [1]. Jednakze szczepy C. diph-
theriae nie wytwarzajace toksyny moga rowniez po-
wodowaé powazne, w tym zagrazajace zyciu infek-
cje, takie jak septyczne zapalenie stawéw, ropnie,
balteriemia czy zapalenie wsierdzia [2-4].

Pomimo powszechnych szczepien przeciwko bto-
nicy choroba ta wciaz wystepuje w wielu krajach,
stanowigc bardzo powazny problem zdrowotny
w wielu rejonach §wiata np. w Europie wschodniej,
potudniowo-wschodniej Azji, Afryce i Ameryce Po-
tudniowej. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
zwraca uwage na powazng sytuacje epidemiologicz-
na blonicy w krajach bylego Zwiazku Radzieckiego,
m.in. na sasiadujace z Polska Biatorus, Rosje i Ukra-
ing, gdzie rocznie odnotowywanych jest po kilkaset
przypadkow tej choroby. Zachorowania na blonice
wystepuja réwniez w krajach Europy Zachodniej
i sa zwykle skutkiem zawleczenia tej choroby [5,6].
Ostatnio odnotowane w Europie przypadki bfonicy
wystapily w Wielkiej Brytanii, Norwegii, we Fran-
cji, na Litwie, w Szwecji i na Lotwie [6]. Ponadto,
dane piSmiennictwa Swiatowego oraz obserwacje
poczynione w Polsce wyraznie wskazuja na wzrost
liczby zakazenn powodowanych przez nietoksyno-
tworcze szczepy C. diphtheriae, w tym powaznych
zakazen inwazyjnych [m.in. 7-13].

Wykazano, ze krazace w populacji szczepy C. di-
phtheriae podlegaja zmiennosci genetycznej, a roz-
wijajace si¢ epidemie moga by¢ skutkiem pojawie-
nia si¢ nowych szczep6éw o zwigkszonej zjadliwosci
badz tez zwigkszonej zdolnosci kolonizacji i roz-
przestrzeniania si¢ [14]. Stad konieczno$¢ moni-
torowania zmiennosci i r6znorodnosci genetycznej
szczep6w izolowanych zaréwno od nosicieli jak tez
0s6b chorych w réznych rejonach $wiata. Zastoso-
wanie odpowiednich metod genotypowania szcze-
p6éw pozwala monitorowaé rozprzestrzenianie si¢
klonéw epidemicznych i umozliwia rozréznianie
pomiedzy przypadkami zachorowan epidemiczny-
mi, endemicznymi oraz zawleczonymi. Moze réw-
niez poméc w zapobieganiu epidemii, szczegdlnie
w przypadku, gdy zastosowane metody genotypo-
wania pozwalaja na szybkie uzyskanie wiarygodne-

go wyniku.

W  prezentowanej pracy dokonano poréwnania
czterech metod genotypowania C. diphtheriae:

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus PCR), PFGE (Pulsed-Field Gel Elecro-
phoresis), MLST (Multilocus Sequence Typing)
i MLVA (Multiple-Locus Variable-Number Tandem
Repeat Analysis).

METODYKA BADAN

Szczepy bakteryjne

Uzyte do badan szczepy C. diphtheriae przed-
stawiono w Tabeli 1, wraz z informacja o bioty-
pie, roku izolacji, materiale klinicznym z jakiego
wyizolowano szczep oraz informacjg dotyczaca
toksynotworczosci.

Izolacja DNA

Z badanych szczep6w izolowano DNA stosujac ze-
staw DNeazy Tissue Kit (Qiagen) zgodnie z proce-
dura dla bakterii gramdodatnich zalaczona przez
producenta zestawu. Wyizolowane DNA uzyto
do genotypowania metodami ERIC-PCR, MLST
i MLVA.

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus PCR)

ERIC-PCR wykonano zgodnie z metodyka opisang
przez Steinbruechner i wsp. [15].

PFGE (Pulsed-Field Gel Elecrophoresis)

W celu przygotowania bloczkéw agarozowych ho-
dowle bakteryjne w bulionie BHI wirowano przez
7 min przy 8 000 X g, a osad zawieszano w 100 ul
TE (Tris-EDTA). Zawiesing mieszano z 1,2% aga-
rozg SeaKem Gold (BMA, USA) w stosunku 1:1
i formowano bloczki. Uzyskane bloczki agarozowe
zawierajace komorki bakteryjne inkubowano w 1
ml buforu lizujacego I (1M NaCl, 10 mM TrisHCI
pH 7,6, 0,5% dezoksycholan sodu, 0,25 M EDTA
pH 7.5, 0,5% sarkozyl, 0,5% Brij 58, 1 mg/ml li-
zozym) w temp. 37°C przez noc. Nastgpnie bufor
usuwano a bloczek przeptukiwano 1 ml TE. Do-
dawano 1 ml buforu II (0,25 M EDTA pH 9-9,5,
1% sarkozyl, 50 ug/ml proteinaza K) i inkubowa-
no w temp. 50°C przez noc. Po inkubacji bufor
usuwano a bloczki ptukano kilkakrotnie 1 ml TE
(z wytrzasaniem w temperaturze pokojowej). W ko-
lejnym etapie przeprowadzano trawienie DNA za-
wartego w bloczkach enzymem Sfil (Fermentas, Li-
twa) zgodnie z instrukcja producenta. Elektroforeze
pulsacyjna prowadzono w 1% zelu agarozowym
(pulsed field certified agarose, BioRad, USA) w bu-
forze 0,5 x TBE przy uzyciu zestawu CHEF-DR
II (BioRad, USA). Elektroforez¢ przeprowadzono
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Tabela 1. Szczepy C. diphtheriae uzyte w prezentowanych badaniach.

Oznaczenie szczepu Biotyp Wytwarzanie toksyny Material kliniczny Rok izolacji
23/E gravis - Wymaz z rany 2008
22/E gravis - Wymaz z gardla 2008
21/E gravis - Krew 2008
20/E gravis - Krew 2008
19/E gravis - Krew 2008
18/E gravis - Krew 2007
17/E gravis - Wymaz z rany 2007
16/E gravis - Wymaz z przetoki 2007
15/E gravis - Wymaz z rany 2007
14/E gravis - Krew 2007
13/E gravis - Krew 2006
12/E gravis - Krew 2004
11/D belfanti - Wymaz z nosa 2001
10/C belfanti - Wymaz z nosa 2000
9/B mitis + Wymaz z gardia Lata 90.
8/B intermedius + Wymaz z gardla Lata 90.
7/B mitis + Wymaz z gardta Lata 90.
6/B gravis - B.d. 1997
5/A gravis + B.d. Lata 60.
4/A intermedius + B.d. Lata 60.
3/A mitis + B.d. Lata 60.
2/A mitis + B.d. Lata 60.
1/A mitis + B.d. Lata 60.

B.d. - brak danych.

zgodnie z zaleceniami De Zoysa i wsp. [16]. DNA
w zelu wybarwiano bromkiem etydyny i ogladano
w Swietle UV.

MLST (Multilocus Sequence Typing)

Przeprowadzono analiz¢ siedmiu loci — atpA, dnak,
dnak, fusA, leuA, odhA i rpoB - zgodnie z metody-
ka opisana przez Bolt i wsp. [17].

MILVA (Multiple-Locus Variable-Number Tandem
Repeat Analysis)

Analize przeprowadzono w oparciu o 8 markeréw
-v3, v6, v7, v8, v9, v10, vl2 oraz vl3 — zgodnie

z metodyka opisang wcze$niej [18].

WYNIKI

Stosujac metode ERIC-PCR uzyskano 11 réznych
profili dla badanej grupy 23 szczepéw C. diph-
theriae (dendrogram - opublikowany wczesniej
[3]). Wielkos¢ widocznych w Zelu prazkéw DNA
wynosita od <250 pz do 3500 pz. Dla wszystkich

szczep6w izolowanych w latach 2004-2008 z wy-
jatkiem jednego szczepu oznaczonego jako 17/E
uzyskano identyczne profile ERIC-PCR (Tabela 1).
Réwniez identyczne profile uzyskano dla szczepow
nalezacych do biotypu mitis izolowanych w latach
60. ubieglego wieku (1/A, 2/A, 3/A). Dla trzech
(7/B, 8/B, 9/B) sposréd czterech szczepéw izolo-
wanych w latach 90. uzyskano profile rézniace sig
jedynie 1 lub 2 prazkami DNA. Dla pozostalych
szczepow (4/A, 5/A, 6/B, 10/C i 11/D) uzyskano
bardziej zr6znicowane profile.

W metodzie PFGE uzyskano 12 profili dla bada-
nej grupy szczepéw. Wszystkie szczepy izolowane
w latach 2004-2008 z wyjatkiem dwoch, nalezaty
do pulsotypu A. Pozostale dwa szczepy z tej gru-
py zaldasyfikowano do pulsotypéw Al i A2, ponie-
waz r6znily sie zaledwie jednym prazkiem DNA.
Szczepy 1/A i 3/A zaklasyfikowano do pulsotypu C
a szczep 2/A do pulsotypu Cl poniewaz profil tego
szczepu roznil sie jednym prazkiem DNA. Pozosta-
te dwa szczepy izolowane w latach 60. nalezaty do
pulsotypéw G i H. Szczepy izolowane w latach 90.
zallasyfikowano do pulsotypéow B i Bl (8/B, 9/B
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Tabela 2. Poréwnanie genotypéw badanych szczepéw C. diphtheriae uzyskanych czterema metodami typowania molekularnego.

Genotyp
Oznaczenie szczepu
ERIC-PCR PFGE MLST MLVA

23/E v A ST8 1
22/E v A ST8 1
21/E \% A ST8 1
20/E \4 A ST8 2
19/E v A ST8 1
18/E \4 A ST8 1
17/E VI Al ST8 2
16/E A% A ST8 1
15/E v A ST8 2
14/E v A ST8 1
13/E v A ST8 2
12/E v A2 ST8 1
11/D IX D ST65 3
10/C VIII E ST69 5
6/B VII F ST32 4
7/B I Bl ST44 6
8/B 11 B ST44 6
9/B II B ST44 6
5/A v G ST19 10
4/A XI H ST18 11
1/A X C ST25 12
2/A X C1 ST25 12
3/A X C ST25 12

i 7/B) oraz F (6/B). Szczepy 11/D i 10/C zaklasyfi-
kowano odpowiednio do pulsotypéw D i E.

Przeprowadzone genotypowanie metodg MLST wy-
kazalto 8 genotypéw wsréd badanej grupy szczepow.
Wszystkie szczepy izolowane w latach 2004-2008
nalezaly do typu ST8. Szczepy mitis izolowane
w latach 60. nalezaly do ST25, a pozostale dwa
szczepy z tego okresu — 4/A i 5/A — odpowiednio
do ST181ST19. Trzy (7/B, 8/B i 9/B) sposrdéd czte-
rech szczepéw izolowanych w latach 90. zaklasyfi-
kowano do ST44, a pozostaly szczep 6/B do ST32.
Szczepy 11/D i 10/C zaklasyfikowano odpowiednio
do ST65 i ST69.

Dla badanej grupy szczepéw metoda MLVA uzy-
skano 9 genotypow. W odréznieniu od wynikéw
uzyskanych pozostalymi metodami, w przypadku
MLVA szczepy izolowane w latach 2004-2008 zo-
staly rozdzielone na dwa genotypy oznaczone jako
1 i 2 1rdéznigce sie wielkoscia locus v9. Podobnie jal
w pozostatych metodach, trzy szczepy mitis izolowa-
ne w latach 60. zostaty zaklasyfikowane do jednego

genotypu oznaczonego liczba 12, a pozostate dwa
szczepy pochodzace z tego okresu — 4/A i 5A — od-
powiednio do genotypéw 11 i 10. Podobnie jak
w MLST, trzy szczepy z lat 90. - 7/B, 8/B i 9/B - za-
klasyfikowano do jednego genotypu 6, a szczep 6/B,
réwniez pochodzacy z tego okresu, do genotypu 4.
Szczepy 11/D i 10/C zakwalifikowano odpowiednio
do genotypu 3 i 5. Por6wnanie wynikéw genotypo-
wania badanej grupy 23 szczepéw C. diphtheriae
uzyskanych metodami ERIC-PCR, PFGE, MLST
i MLVA przedstawiono w Tabeli 2.

Dyskusja

Stosowanie odpowiednich metod typowania drob-
noustrojéw chorobotwérczych pomaga zrozumieé
mechanizmy ich rozprzestrzeniania si¢ i zmien-
nosci genetycznej. Pozwala to na identyfikowanie
ognisk zakazen oraz ustalenie ich Zrédta. Co wigcej,
niejednokrotnie pozwala zidentyfikowa¢ szczepy
o zwigkszonej zjadliwosci. Wybér metody typowa-
nia zalezy od informacji jakie chce sie uzyskac, ale
takze od wyposazenia i mozliwosci laboratorium.
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W przeprowadzonych badaniach dokonano poréow-
nania czterech metod genotypowania réznigcych sie
zaréwno pod wzgledem wymaganego wyposazenia
jak tez kosztéw i zlozonosci procedury badawcze;.
Podstawa w metodach ERIC-PCR, MLST i MLVA
jest technika PCR. Oligonukleotydy starterowe uzy-
te w metodzie ERIC-PCR umozliwiaja amplifikacje
krotkich sekwencji powtérzonych rozproszonych
w calym genomie [19]. Diugos¢ amplifikowanych
odcinkéw DNA odpowiada odlegtosciom, jakie wy-
stepuja pomiedzy powtarzajacymi si¢ elementami
ERIC w analizowanym genomie bakteryjnym i tym
samym odzwierciedlaja réznice w polozeniu tych
sekwencji [20]. Chociaz nazwa elementéw ERIC
kojarzy si¢ jednoznacznie z gramujemnymi bakte-
riami jelitowymi, sekwencje tego typu wystepuja
u r6znych bakterii, a nawet u bakteriofagéw i orga-
nizmoéw eukariotycznych [21]. ERIC-PCR jest szyb-
ka metoda genotypowania. Ma jednak ograniczong
powtarzalnos¢ i wymaga bardzo dokladnej walidacji
[3]. Co wiecej, w przypadku badania wigkszej liczby
szczepéw wykazujacych zréznicowanie konieczne
jest zastosowanie odpowiedniego oprogramowania
generujacego dendrogram uwidaczniajacy podo-
biefistwo genetyczne badanych szczepow.

W przeciwienistwie do ERIC-PCR, metode MLST
charakteryzuje bardzo duza powtarzalnoé¢, ponie-
waz metoda ta opiera si¢ na analizie zmian (muta-
cji punktowych) w sekwencji nukleotydowej genéw
metabolizmu podstawowego [22]. Jest jednak me-
toda kosztowna, ze wzgledu na koniecznosci wyko-
nania wielu reakcji sekwencjonowania oraz czaso-
chtonng i zdecydowanie bardziej pracochtonng niz
ERIC-PCR, ze wzgledu na konieczno$¢ dokladnej
analizy uzyskanych wynikéw.

Metoda MLVA opiera si¢ na zmianach zachodza-
cych w sekwencji powtérzen nukleotydowych, kt6-
re podlegaja duzej zmiennosci na skutek $lizgania
sie polimerazy lub rekombinacji, czego skutkiem sa
zmiany w diugosci fragmentéw DNA zawierajacych
powtérzenia [23,24]. Dobér odpowiednio dlugich
sekwencji powtérzonych umozliwia analiz¢ wyni-
kéw na podstawie rozdzialu elektroforetycznego
w zelu agarozowym amplifikatéw loci zawierajacych
tandemowe sekwencje powtérzone (VINTR — varia-
ble number tandem repeat) [18]. Metoda MLVA
jest szybka, powtarzalna i fatwa w interpretacji oraz
niedroga.

Metoda PFGE, pomimo ze jest uznawana za ,zfo-
ty standard” w genotypowaniu wielu drobnoustro-
jow, jest niezwykle praco- i czasochlonna. Polega
na analizie profili genomowego DNA badanych
szczepéw uzyskanych po trawieniu odpowiednio
dobranym enzymem restrykcyjnym i rozdziale

w zmieniajagcym si¢ polu elektrycznym [25]. Wy-
maga zastosowania specjalistycznego wyposazenia
do przeprowadzenia elektroforezy pulsacyjnej o Sci-
§le okreslonych parametrach.

W badanej grupie szczepéw najwiecej, bo az 12
genotypdw wyrdzniono stosujac metode PFGE.
Jednakze trzy genotypy (pulsotypy) — A, Al i A2
— ktoére wyrézniono wsréd szczepéw izolowanych
w latach 2004-2008, oraz po dwa genotypy — B
i Bl oraz Ci Cl —wyr6znione wérdd szczepow izo-
lowanych w latach 90. i 60. ubiegtego wieku, r6zni-
ly si¢ zaledwie jednym lub dwoma prazkami DNA.
Zgodnie z zaleceniami Tenovera i wsp. [25] szczepy
takie nalezy uzna¢ za blisko spokrewnione i w przy-
padku zachorowan epidemicznych za przypuszczal-
nie nalezace do tego samego ogniska.

Jedenascie genotypéw wyrézniono stosujac metode
ERIC-PCR, co wynika z zalecen van Belkum i wsp.
[26] dotyczacych interpretacji wynikéw genotypo-
wania uzyskanych metodami opartymi na analizie
profili DNA uzyskanych z zastosowaniem techniki
PCR. Autorzy ci zalecaja, aby izolaty r6znigce sig
jednym lub wigcej prazkami DNA uznawac za réz-

ne genotypy.

Whyniki uzyskane metodami MLST i MLVA w pelni
ze sobg korelowaly, z jednym wyjatkiem. Szczepy
izolowane w latach 2004-2008 nalezaly do jednego
genotypu MLST, ale do dwdéch genotypéw MLVA.

Wszystkie zastosowane w niniejszej pracy metody
genotypowania C. diphtheriae réznicowaty badang
grupe szczepéw na podobnym poziomie. Nie zaob-
serwowano réznic profili DNA pomiedzy szczepa-
mi nietoksynotworczymi izolowanymi z zakazei
inwazyjnych i nieinwazyjnych. Do jednego geno-
typu nalezaly zaréwno szczepy izolowane z krwi
jak tez z wymazéw z gardla i ran. Wysokie podo-
biefistwo genetyczne stwierdzono takze pomigdzy
szczepami toksynotwérczymi izolowanymi w okre-
§lonym okresie czasu. Natomiast wyrazne rézni-
ce w profilach DNA zaobserwowano pomiedzy
poszczegblnymi grupami szczepéw izolowanymi
w réznych okresach czasu np. w latach 60., w la-
tach 90. oraz w latach 2004-2008. Jednak prze-
waga metody MLST i MLVA jest mozliwo$¢ utwo-
rzenia ogélnodostepnej miedzynarodowej bazy
danych genotypéw C. diphtheriae wystepujacych
na réznych obszarach, co ulatwia ustalenie zZrédla
epidemii oraz pozwala na badanie rozprzestrzenia-
nia si¢ szczepéw oraz ich zmiennosci [17,18]. Taka
baza danych zostala juz utworzona dla genotypow
MLST C. diphtheriae (http://pubmlst.org/cdiphthe-
riae/). Mozliwo$¢ zastosowania metody MLVA do
genotypowania C. diphtheriae zastala opisana po
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raz pierwszy w 2011 roku i wymaga przebadania
wiekszej liczby szczepéw pochodzacych z ré6znych
rejonow Swiata.

WNIOSKI

Zaréwno ERIC-PCR, PFGE, MLST jak tez MLVA
mogg by¢ stosowane do genotypowania C. diph-
theriae, zaleznie od mozliwosci finansowych la-
boratorium oraz wyposazenia jakim dysponuje,

PiSmiennictwo:

szczeg6lnie w przypadku badan dotyczacych ognisk
zakazen. Jednak MLST daje mozliwo$¢ poréwna-
nia badanych szczepéw ze szczepami izolowanymi
w innych krajach na przestrzeni lat, o ktérych infor-
macja jest zdeponowana w ogoélnodostepnej bazie
danych. Metoda MLVA moze stanowi¢ tansza al-
ternatywe dla MLST po przebadaniu odpowiednio
zréznicowanej duzej grupy szczepow, co pozwoli
na utworzenie bazy danych genotypéw MLVA C.
diphtheriae.
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