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Naukowa Fundacja Polpharmy zostata zatozona w 2001 roku przez Zaktady Farmaceutyczne Polpharma SA. Misjg Fundadji jest
wspieranie rozwoju nauk farmaceutycznych i medycznych poprzez finansowanie badan naukowych w tych dziedzinach. Srodki na

dziatalnos¢ statutowa Fundacji pochodzg w catosci z budzetu Polpharmy.

Najwazniejszym programem realizowanym przez Fundacje jest
przeprowadzany corocznie Konkurs na finansowanie projektéw
badawczych w dziedzinie nauk farmaceutycznych i medycz-
nych. Dotychczas odbyto sie Xl edycji konkursu, na ktore
wptyneto ponad 500 projektéw prac badawczych. Granty
naukowe otrzymato 59 zespotow badawczych wywodzacych
sie zarowno z osrodkéw akademickich, jak i niezaleznych
instytucji naukowych. Wartos¢ wszystkich przyznanych grantéw
wyniosta blisko 16 mln PLN.

Fundacja realizuje réwniez inne programy:

Grant rekomendowany

W 2012 roku Fundacja podjeta decyzje o przyznawaniu grantu na
realizacje projektu badawczego wytonionego w konkursie
organizowanym przez naukowe towarzystwo medyczne. Celem
jest wsparcie badan prowadzonych przez mtodych badaczy,
cztonkéw towarzystw naukowych.

Projekt nagradzania najlepszych

Fundacja od dziewieciu lat jest fundatorem nagréd finansowych
dla laureatéw Ogdlnopolskiego Konkursu Prac Magisterskich
Wydziatéw Farmaceutycznych organizowanego od przeszto
40 lat przez Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne.

Program stypendialny

W 2006 roku Fundacja uruchomita program stypendialny adreso-
wany do uczestnikéw studiow doktoranckich uczelni medycznych.
Celem programu jest promowanie i nagradzanie najzdolniejszych
doktorantéw. Nagroda jest stypendium naukowe w wysokosci
10 tys. zt. Dotychczas Fundacja przyznata 27 stypendiow.

Projekt compliance

Fundacja od wielu lat podejmuje dziatania, ktérych celem jest
utrwalenie w S$rodowisku medycznym znaczenia dobrej
wspotpracy lekarza z pacjentem w leczeniu chordb i jej wptywu
na przestrzeganie zalecen terapeutycznych. W 2013 roku byta
wspotorganizatorem  kampanii  edukacyjnej ,,Partnerstwo
w Leczeniu. Lekarz - Pacjent - Rodzina” prowadzonej pod
hastem ,Lecze sie skutecznie - przestrzegam zalecen
lekarza.”

Fundacja byta wielokrotnie nagradzana i wyrdzniana przede
wszystkim za konsekwentne wspieranie rozwoju nauk medycz-
nych i farmaceutycznych, m.in., dwukrotnie przez kapitute
Konkursu ,,Sukces roku w ochronie zdrowia - Liderzy Medycyny”
oraz Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne i Samorzad
Aptekarski.

Wiecej o Naukowej Fundacji Polpharmy na stronie www.polpharma.pl/fundacja

Sekretariat Fundacji: ul. Bobrowiecka 6, 00-728 Warszawa, tel. 022 364 63 13
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Stowo wstepne

Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong
Przewodniczgcy Rady Naukowej
Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji,
Redaktor Naczelny

Szanowni Panstwo,

Kolejny, III numer Postepéw Polskiej Medycyny
i Farmacji prezentuje artykuly, zawierajace wyniki
badan zwiazanych z realizacja projektéw naukowych
finansowanych przez Naukowa Fundacje Polpharmy
w latach 2007-2010.

Pomimo, ze w zadnym z ogloszonych w tym czasie
konkurséw onkologia nie stanowita tematu edycji, to
jednak cztery nagrodzone projekty dotyczyly zagad-
nien zwigzanych z biologia nowotwordw. Zesp6t prof.
Jacka Szepietowskiego analizowal role metalotionein
— bialek powstajacych w wyniku ekspozycji na pro-
mieniowanie ultrafioletowe, w procesie powstawania
nowotwordw skory. Badacze wykazali, ze przeciwnie
do opinii niektérych ekspertéw, obecno$é¢ wymienio-
nych biatek moze wigzac sie z bardziej agresywnymi
postaciami raka, co nakazuje ostroznosc¢ przy dalszych
prébach terapeutycznego modulowania ekspresji tych
czasteczek w skérze cztowieka.

5-Fluorouracyl i kapecytabina — jego prolek po-
dawany doustnie, naleza do podstawowych pre-
paratéw w terapii nowotworéw przewodu
pokarmowego. Niedobér dehydrogenazy dihydro-
pirymidynowej — podstawowego enzymu metaboli-
zujacego lek — grozi wystapieniem ciezkich dziatan
niepozadanych. Prof. Barbara Dolegowska wyka-
zala, ze kosztowne badania genetyczne czy anali-
za aktywno$ci enzymu przy uzyciu HPLC moga by¢
zastgpione znacznie latwiejsza metoda pomiaru
aktywnosci enzymu w spektrofotometrii. Wyniki te
wskazuja, ze metody spektrofotometryczne mozna
stosowac jako badania przesiewowe poprzedzajace
chemioterapie 5-FU.

Z biologia nowotworéw wigze sie takze projekt doc.
Arkadiusza Piotrowskiego, ktérego zespét analizo-
wal indywidualny profil mutacji w komérkach raka
sutka poslugujac sie specjalnie do tego celu zapro-
jektowana mikromacierza DNA. Jak podkreslaja Au-
torzy pracy, ich dane przyblizaja szanse na w pelni
spersonalizowana terapie oparta na diagnostyce mo-
lekularnej i genetycznej w tak zréznicowanej choro-
bie jaka jest rak piersi.

Interleukina 15 powstaje w wielu komérkach, takze
poza ukladem odpornosciowym i wptywa nie tylko
na odpowiedz immunologiczna, ale takze na procesy
zwigzane z nowotworzeniem czy rozwojem patologii
naczyniowych. Zesp6t prof. Katarzyny Koziak zna-
lazl szereg zwiazkdw, ktére hamuja aktywnos¢ IL-15,
co moze mie¢ znaczenie w terapii schorzen o podto-
zu zapalnym, czy nowotwordw. Warto podkreslic, ze
wyniki prac finansowanych przez Fundacje Polphar-
my staly sie podstawa dla czterech zgloszen paten-
towych.

Kinazy biatkowe rodziny ERK reguluja liczne pro-
cesy komdrkowe; miedzy innymi uczestnicza w ak-
tywacji receptoréw dopaminowych czy glutaminia-
nergicznych, ktére wiaza sie z utrwalaniem $ladéw
pamieciowych powstalych podczas stosowania sub-
stancji uzalezniajacych. Prof. Malgorzata Filip po-
slugujac sie modelem szczurzym uzaleznienia od
kokainy analizowala role kinazy biatkowej ERK1/2
w mechanizmie rozwoju nalogu i jej potencjalne
znaczenie w terapii. Badania wykazaly, ze bloko-
wanie aktywnosci kinazy hamuje nawrét do nato-
gu, co stwarza mozliwo$¢ zastosowania inhibitoréw
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ERK1/2 w farmakoterapii uzaleznienia od tej sub-
stancji psychoaktywnej.

Kolejne dwa projekty, ktérych wyniki staly sie pod-
stawa do publikacji w biezacym numerze Postepow
zawieraja wyniki poszukiwan podloza genetycznego
czesto wystepujacych choréb. Prof. Rafal Pawliczak
poszukiwal gendéw, ktdre ulegaja ekspresji w komor-
kach krwi krazacej u pacjentéw z astma aspiryno-
wa. Dane Autoréw oparte na analizie mikromacierzy
RNA nie dostarczaja dowodéw na istnienie genéw,
ktore ulegaja systemowej aktywacji w tej chorobie.
Tym samym wyniki Autoréw wskazuja kierunek dal-
szych poszukiwan, ktéry powinien dotyczy¢ analizy
zmian na poziomie biatek czy zjawisk wystepujacych
lokalnie w drogach oddechowych.

Dr Grzegorz Placha i Prof. Ewa Orlowska-Bara-
nowska poszukuja czynnikéw genetycznych, ktére
wplywaja na mase lewej komory. Autorzy wykorzy-
stuja unikalna baze danych pacjentéw zgromadzo-
nych w Instytucie Kardiologii ze stenoza aortal-

na, poddanych operacji wymiany zastawki. Jest to
najczesciej wystepujaca nabyta wada serca i ryzy-
ko powiktan zalezy takze od stopnia towarzyszace-
go przerostu lewej komory. Dotychczasowe wyniki
wskazuja, ze na mase lewej komory moga wplywac
znane geny — jak chymaza, ale takze istnieja nieod-
kryte dotychczas loci, ktore wiazg sie z przerostem
lewej komory w odpowiedzi na obciazenie mecha-
niczne.

Na koniec — co nie znaczy najmniej istotne, wyniki
badan prof. Przemystawa Kardasa, dotyczace czyn-
nikéw wplywajacych na przestrzeganie zalecen tera-
peutycznych przez pacjentéw. Autorzy badali grupe
0s6b z hipercholesterolemia przyjmujacych statyny
w ramach konkursu dotyczacego ,,compliance”. Bez
watpienia, zespdl nalezy do najwiekszych ekspertéw
tego zagadnienia w Polsce, a jego kierownik stal na
czele duzego projektu ABC finansowanego z budze-
tu Unii Europejskie;j.

Zapraszam do lektury
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Role of metallothioneins in cutaneous carcinogenesis
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Naukowa Fundacja Polpharmy przyznata w 2009 roku zespotowi pracujacemu
pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Szepietowskiego grant na realizacje projektu
badawczego pt.: ,Rola metalotionein w skérnej karcynogenezie w oparciu o oce-
ne ekspresji metalotionein oraz antygenu Ki-67 w raku kolczystokomorkowym
i rogowaceniu stonecznym”

STRESZCZENIE

Metalotioneiny (MT) to niskoczasteczkowe biatka powszechnie wy-
stepujace w komorkach i tkankach, biorace udzial w utrzymaniu ho-
meostazy cynku i miedzi w organizmie, usuwajace metale cigzkie oraz
wolne rodniki tlenowe. MT dostarczaja jony cynku enzymom zaanga-
zowanym w procesy replikacji, transkrypcji i biosyntezy bialek, uczest-
nicza w proliferacji i r6znicowaniu komérek, reguluja proces apoptozy,
angiogenezy, modyfikuja stan zapalny. Wzmozona ekspresje MT wy-
kazano w tkankach wielu nowotworéw narzadéw wewnetrznych oraz
w czerniaku skéry. Udowodniono, ze nasilona ekspresja MT wystepu-
je w stabiej zréznicowanych postaciach nowotworéw i wigze sig z agre-
sywniejszym przebiegiem choroby. Nieliczne, opublikowane dotychczas
badania nie wyjasnily w pelni roli i ekspresji MT w nieczerniakowych
nowotworach skory.

Stowa kluczowe: metalotioneiny « rak kolczystokomérkowy skory
» rogowacenie sloneczne « skéra

SUMMARY

Metallothioneins (MT) are low molecular weight metal-binding pro-
teins widely expressed in cells and tissues, engaged in zinc and copper
homeostasis, participating in detoxification of heavy metal ions, pro-
tecting cells against reactive oxygen species. Metallothioneins supply
zinc ions to Zn-enzymes involved in replication, transcription and pro-
tein synthesis, take part in cell proliferation and differentiation, regulate
apoptosis and angiogenesis, modulate inflammation. MT-overexpres-
sion was revealed in variety of internal organ cancers and in malignant
melanoma. Higher MT-expression was found in less differentiated tu-
mor cells and correlated positively with more aggressive course of the
disease. There are just a few studies on the role and expression of MT in
non-melanoma skin cancers.

Key words: metallothioneins « squamous cell carcinoma « actinic
keratosis « skin
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WPROWADZENIE

Nieczerniakowe nowotwory skéry to najczestsze no-
wotwory ztosliwe u przedstawicieli rasy kaukaskiej.
Na $wiecie co roku notuje sie ponad 2,75 miliona no-
wych zachorowan [1-3]. Za staly wzrost liczby zachoro-
wan na raki skéry odpowiadaja min. zmiany stylu zycia
zwigzane z czestszymi podrézami do cieptych krajow
i przewleklym opalaniem, nieustanna popularno$¢ 16-
zek solaryjnych, wzrastajaca populacja ludzi starszych
oraz zmniejszenie grubosci ochronnej warstwy ozono-
wej w atmosferze. Powazny problem stanowia nowo-
twory skoéry u chorych po przeszczepach, pacjentéw
z pierwotnymi lub wtérnymi niedoborami odpornosci
np.: nosicieli wirusa HIV lub chorych leczonych stale
lekami immunosupresyjnymi, u ktérych $§miertelnos¢
spowodowana rakami kolczystokomoérkowymi skéry
(SCC, squamous cell carcinoma) jest wielokrotnie wyz-
sza w poréwnaniu do populacji ogélnej [4-8].

Podstawowym czynnikiem odpowiedzialnym za po-
wstanie zmian przednowotworowych, takich jak ro-
gowacenie stoneczne (AK) i nowotwordw skdry jest
dlugotrwata, nadmierna ekspozycja na dziatanie
promieniowania ultrafioletowego (UV) [9-10]. Pro-
mieniowanie UV uszkadza DNA komoérek, powodu-
je powstanie wolnych rodnikéw tlenowych niszcza-
cych struktury komoérkowe oraz obniza odpornosé
organizmu, co po latach prowadzi do przeksztalce-
nia prawidtowych keratynocytéw w komdrki rakowe
[11-13]. Jednym z mechanizméw obronnych urucha-
mianych w skdrze po opalaniu jest pobudzenie synte-
zy metalotionein [14-15].

METALOTIONEINY, A NOWOTWORY

Metalotioneiny (MT I-I1V) to niskoczgsteczkowe,
bogate w cysteine biatka, wystepujace powszechnie
w komorkach i tkankach. Wysoki poziom MT-1iII,
najczesciej wystepujacych izoform metalotione-
in, stwierdzono w watrobie, nerkach oraz w komér-
kach wielu nowotworéw narzadéw wewnetrznych
[16-18]. MT-III zostala zidentyfikowana w mézgu,
natomiast MT-IV w naskérku i nablonku wielowar-
stwowym plaskim gérnego odcinka przewodu po-
karmowego. W nablonku wielowarstwowym pla-
skim rogowaciejacym obecnos¢ MT-11 II wykazano
w warstwie podstawnej, natomiast MT-IV w war-
stwach przypodstawnych [19-20].

Gléwna funkcja metalotionein jest utrzymanie réwno-
wagi cynku i miedzi w organizmie. Metale te wchodza
w sklad enzyméw i biatek, miedzy innymi biatka p53,
uczestniczacych w usuwaniu uszkodzen DNA, replika-
¢ji, transkrypcji, proliferacji i ré6znicowaniu komorek.

Ich synteza zmienia si¢ w réznych fazach cyklu komér-
kowego, a najwyzszg ekspresje MT stwierdza si¢ w ja-
drze komérkowym w fazie S i G2 cyklu komérkowego
[21-23]. Metalotioneiny wiaza takze metale cigzkie min.
kadm, otéw; nikiel, rte¢, co zabezpiecza organizm przed
ich toksycznym dziataniem [24]. MT maja dodatkowo
zdolno$¢ hamowania apoptozy, pobudzania angioge-
nezy, zmniejszania stanu zapalnego oraz wyksztalca-
nia oporno$ci na radioterapie i chemioterapie w ko-
morkach nowotworowych [25-26]. Wszystkie te cechy
sprawily, ze metalotioneiny staly sie cennym obiektem
badan w kontekscie ich znaczenia dla przebiegu trans-
formacji nowotworowej komorek.

Wplyw na proliferacje i réznicowanie komorek polega
prawdopodobnie na dostarczaniu jonéw Zn do synte-
zy biatek i molekut regulatorowych zaangazowanych
w proces proliferacji zaréwno komoérek prawidlowych
jak i nowotworowych [22,27]. Jak dotad nie zostalo wy-
jasnione, czy wzrost ekspresji MT w tkance nowotwo-
rowej jest zjawiskiem pierwotnym czy wtérnym w sto-
sunku do wiekszego gromadzenia sie¢ Zn w komodrkach
guza. Podajac diete uboga w cynk zwierzetom doswiad-
czalnym, uzyskano zmniejszenie masy nowotworu oraz
spadek zawarto$ci MT w watrobie [17]. Jednak samo
ograniczenie ilo$ci Zn nie wystarcza do zmniejszenia
syntezy MT, ktéra moze by¢ pobudzana réwniez przez
inne czynniki [17]. Stwierdzono np.: Ze wraz ze wzro-
stem guza, ro$nie takze synteza M'T w watrobie nie ob-
jetej procesem chorobowym, a usuniecie chirurgiczne
nowotworu powoduje spadek stezenia MT w surowicy
i komoérkach watrobowych do warto$ci prawidtowych
[28]. Cynk w tkance nowotworowej gromadzi sie kosz-
tem Zn w tkankach gospodarza. Jednocze$nie zwiek-
sza sie jego resorpcja z przewodu pokarmowego i spada
stezenie Zn w surowicy [14,17].

Wzmozona ekspresje MT wykazano w tkankach wie-
lu nowotworéw narzadéw wewnetrznych takich jak:
nowotwory pluc, sutka, nerek, pecherza moczowego,
nosogardta, Slinianek, krtani, przetyku, szyjki i trzo-
nu macicy, jajnika, jadra, trzustki, natomiast spadek
aktywnoéci MT obserwowany byl w raku watroby,
zoladka, jelita grubego, tarczycy i w nowotworach
centralnego uktadu nerwowego [16,21,22,29].

Na ekspresje MT moga wplywaé: stopieni zr6znicowa-
nia histologicznego (G) oraz indeks proliferacyjny no-
wotworu (mitotic index - MI). Niektérzy badacze su-
geruja, ze komorki nowotworowe bardziej niedojrzate
i szybciej sie dzielace wykazuja wyzsza ekspresje MT,
a biatko to moze by¢ wykorzystane jako wazny czynnik
rokowniczy. Korelacje pomiedzy niekorzystnym prze-
biegiem choroby nowotworowej a nadekspresja MT
wykazano jak dotychczas w rakach: sutka [16,30], ptuc
[31], nerek i drég moczowych [32], pecherzyka zélcio-
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Ryc.1. Wptyw metalotionein na onkogeneze [22] — modyfikacja wtasna

wego [33], trzustki [34], jajnika [35], miesakach tkanek
miekkich [36], w ptaskonabtonkowych rakach jamy
ustnej, krtani i przetyku [37-39] oraz w czerniaku skory
[40-44]. Nie stwierdzono natomiast wplywu ekspresji
MT na przebieg raka zotadka [45], jelita grubego [46-
47], ostrej biataczki limfoblastycznej [48] oraz guzéw
mozgu [16]. Zaobserwowano nizsza aktywno$¢ MT
w bardziej zaawansowanych i rokujacych gorzej nowo-
tworach tarczycy, watroby i prostaty [22].

Dowiedziono takze, ze wysoki poziom metalotione-
in w tkankach nowotworowych jest jednym z czynni-
kéw odpowiedzialnych za wielolekowa oporno$¢ tka-
nek guza na cytostatyki (multiple drug resistence) oraz
na radioterapie [14] (Ryc.1). Mechanizm unieczynnie-
nia chemioterapeutykéw przez MT moze by¢ bezpo-
$redni (wiazanie leku przez MT z utworzeniem jego
nieaktywnej formy) lub posredni przez inaktywacje
wolnych rodnikéw tlenowych powstatych po zastoso-
waniu niektorych lekéw przeciwnowotworowych np.:
antracyklin [16]. Wsréd lekéw, ktérych efekt terapeu-
tyczny ulega obnizeniu przy wysokich poziomach MT,
wymienia sie: cisplatyne, adriamycyne, bleomycyne,
cyklofosfamid, chlorambucil, melfalan [14,49]. Réw-
niez inne substancje wykorzystywane w terapii nowo-
tworow (kortykosteroidy, INF) moga zwiekszad synte-
ze MT, a przez to powodowac opornos$¢ tkanek guza
na chemioterapie [49]. Brak skutecznosci radioterapii
wynika z wychwytywania przez MT wolnych rodni-
kéw tlenowych, powstalych w nastepstwie dziatania
promieni jonizujacych [14]. Wykazano takze, ze MT
moga hamowac apoptoze indukowang podaniem eto-
pozydu czy doksorubicyny [50-51].

Metalotioneiny hamuja apoptoze poprzez wplyw jo-
néw Zn na kaspaze 3 i endonukleaze zalezna od Ca/

Mg. Kaspaza 3 i endonukleaza sg waznymi biatka-
mi pobudzajacymi fragmentacje DNA, bedaca klu-
czowym zjawiskiem w procesie apoptozy [22]. MT
inaktywuja dodatkowo zalezne od jonéw cynku
biatko p53 (Ryc.1).W ten sposdb, niezaleznie od mu-
tacji genu p53, dochodzi do zmniejszenia aktywno-
$ci biatka p53, zahamowania apoptozy i w rezultacie
proliferacji komdrek z nieprawidtowym materialem
genetycznym.

Rosnacy nowotwoér wymaga obecnosci wiekszej licz-
by naczyn krwiono$nych, dzieki ktérym dostarczany
jest tlen i substancje odzywcze dla szybko dzielacych
sie komorek guza. Metalotioneiny stymuluja angio-
geneze poprzez pobudzenie syntezy VEGE, TGFE, FGF
[26,52-53] (Ryc.1).

Gniazda komoérek nowotworowych otaczaja zwykle
nacieki zapalne zlozone z limfocytéw, neutrofili, ma-
krofagéw, z ktérych uwalniane sa cytokiny o dziata-
niu proonkogennym: TNFaq, IL-1, IL-6 oraz wolne
rodniki tlenowe [22,54]. MT-1 i MT-II zmniejszaja
aktywacje i naptyw komoérek zapalnych oraz obniza-
ja poziom TNFaq, IL-1, IL-6 [22,26] (Ryc.1).

METALOTIONEINY W SKORZE ZDROWEJ

Wiadomo, ze synteza MT w skorze jest pobudzana
po ekspozycji na UV bezposrednio lub wtérnie po-
przez uwalnianie czynnikéw zapalnych i wolnych
rodnikéw tlenowych [46-47]. Ablett i wsp. [55] oce-
niali wplyw intensywnego opalania na ekspresje MT
w skdrze zdrowej. Stwierdzili znaczacy wzrost syn-
tezy MT w warstwie podstawnej naskdrka i w mniej-
szym stopniu w warstwie przypodstawnej u osob,
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Ryc.2. Ekspresja MT w skorze zdrowe;j - intensywne barwienie komdrek warstwy podstawnej naskarka (a) i macierzy wiosa (b).

ktére przebywaly na sloricu w ciagu 72 godzin przed
badaniem. Co ciekawe w grupie tej nadekspresje MT
wykazano zaréwno w skdrze bezposrednio ekspono-
wanej na ultrafiolet jak i w skdrze zastonietej. Auto-
rzy ttumaczyli fakt ten obecnoscia krazacych we krwi
cytokin, gtéwnie IL-6, ktére uwalniane z komorek
pod wplywem UV moga stymulowac synteze meta-
lotionein w obszarach skéry nie eksponowanych na
UV [55]. Podobne obserwacje opublikowal Nashi-
mura i wsp. [56]. Uczeni japoniscy zaobserwowali, ze
uszkodzone pod wptywem UV keratynocyty uwal-
niaja cytokiny, gtéwnie IL-6, a przy jej braku TNF-«,
ktore silnie pobudzaja synteze MT w fibroblastach
i keratynocytach odpowiednio w 24 i 72 godzin po
naswietlaniu [56]. Jednoczes$nie badacze ci wyklu-
czyli mozliwo$¢ wplywu jonéw Zn lub Cu na synte-
ze MT po ekspozycji na ultrafiolet. Widyarini i wsp.
[57] potwierdzili, ze w skérze zdrowej naswietlanej
promieniami UV, wzrasta znaczaco synteza MT, ale
tltumaczyli to odpowiedzia komoérek na zwiekszona
iloé¢ wolnych rodnikéw tlenowych. Udowodniono
takze, ze MT inaktywuja dzialajacy immunosupre-
syjnie kwas cis-urokinowy (cis-UCA) [58]. Potwier-
dzily to badania Hanady [59], ktéry stwierdzil wiek-
sza liczbe uszkodzonych przez UVB komdrek, tzw.
sunburn cells (SBC) w skérze myszy pozbawionych
genudla MT-1i MT-IL

Badacze z Australii wykazali, ze aplikacja na skore
izoflawonoidéw: equolu (4,7-dihydroxyizoflavane)
lub jego syntetycznej pochodnej NV-07a, moze po-
budzac synteze MT w skoérze naswietlanej przez pro-
mieniowanie imitujace promienie stoneczne (SSUV
- solar simulated UV radiation), co facznie zmniej-
sza reakcje zapalna wywotang ultrafioletem oraz ha-
muje supresje ukladu immunologicznego [57]. Jed-
nocze$nie samo podawanie equolu bez naswietlan

UV nie powoduje wzrostu syntezy MT w skorze [57].
Equol zmniejsza takze karcynogeneze indukowa-
na przez UV i DMBA (7,12-dimethylbenzantracen)
[60]. U myszy, ktérym aplikowano na skoére preparat
z tym izoflawonoidem, po 40 tygodniach jednocze-
snego na$wietlania UV i stosowania DMBA, liczba
zmian nowotworowych byla nawet do 58 % mniej-
sza, a powstate SCC mialy rozmiar o 71-82 % mniej-
szy w poréwnaniu z myszami, ktérych skéra nie byta
chroniona [60]. Korzystne dziatanie miejscowych
izoflawonidéw u ludzi potwierdzit natomiast Fried-
man i wsp. [61]. Wykazat on, Ze stosowanie NV-07a
hamuje efekt immunosupresyjny UV, co wynika ze
zwiekszenia aktywno$ci MT w skérze [61].

Wzmozona ekspresja MT w skérze hamuje takze
transformacje nowotworowa spowodowana czyn-
nikami chemicznymi. W badaniu na modelu zwie-
rzecym wykazano, ze MT jako antyoksydanty chro-
nia skére przed rozwojem rakéw indukowanych
miejscowo aplikowanymi zwigzkami chemicznymi
o znanym potencjale karcinogennym: DMBA lub
TPA (12-0-tetradekanol-forbol-13-acetatem) [62-
63]. Karasawa i wsp. [64] stwierdzili wzrost syntezy
MT w warstwie podstawnej naskoérka po zastosowa-
niu forbolu lub toksyny cholery. Wydaje sie wiec, ze
wzbudzenie syntezy MT w skérze zdrowej jest czyn-
nikiem korzystnym, hamujacym wczesny etap karcy-
nogenezy wywolanej zaréwno czynnikami chemicz-
nymi jak i promieniowaniem UV.

W skérze zdrowej ekspresje MT wykazuja komér-
ki warstwy podstawnej, komorki tworzace opuszke
i zewnetrzng pochewke mieszka wlosowego oraz ko-
morki gruczotéw tojowych i potowych, co potwier-
dzaja badania wlasne jak i doniesienia innych auto-
row [55,64-67]. W prawidlowym naskérku odsetek
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Ryc.3. Rogowacenie stoneczne - ekspresja MT

w warstwie podstawnej i kolczystej naskérka

(a), wysoko zréznicowany SCC (b) - barwienie
gtéwnie na obwodzie tkanki nowotworowej, nisko
zréznicowany SCC (c) - barwienie catej masy guza.
Powiekszenie x 100.

komérek MT-dodatnich nie przekracza 50% komé-
rek, a ekspresja metalotionein jest staba, mimo ze
poddano ocenie fragmenty skéry zdrowej z okolic
eksponowanych na promienie UV [67].

EKSPRESJA MT W ROGOWACENIU SLONECZNYM
| W RAKACH SKORY

W ogniskach rogowacenia slonecznego, bedace-
go stanem przednowotworowym dla SCC, komér-
ki MT-dodatnie stwierdza si¢ najczesciej w war-
stwie podstawnej i przypodstawnej zmienionego
naskorka (83% przypadkéw AK) [67]. Rozmiesz-
czenie MT w rakach pochodzenia ektodermalne-
go wykazuje pewne podobienstwa. W dobrze zréz-
nicowanych rakach ptaskonabtonkowych jezyka
wykazano najwieksza ekspresje MT na obrzezach
guza [68]. Badacze brazylijscy oceniajac raki kol-
czystokomorkowe skory stwierdzili obecno$é¢ ko-
morek MT-dodatnich rozproszonych w catej ma-
sie guza, jednak w SCC wysoko zréznicowanych,

podobnie jak we wcze$niejszej pracy, wybarwie-
niu ulegaly gtéwnie komérki na brzegach zmiany,
natomiast obszary w $§rodku gniazd nowotworo-
wych, gdzie keratynizacja byta wieksza, nie ulegaly
zabarwieniu w ogdle [65]. Wlasne obserwacje po-
twierdzaja powyzsze doniesienia. W SCC wysoko
zréznicowanych (Broders 1-2) ekspresja metalotio-
nein jest najbardziej nasilona na obrzezach gniazd
nowotworowych (61%), natomiast w rakach stabo
zréznicowanych i anaplastycznych (Broders 3-4)
komorki wykazujace obecno$é MT rozrzucone sa
w calej masie guza (67,5%) [67]. Lokalizacja komo-
rek o najwiekszej aktywno$ci MT na obwodzie mas
nowotworowych wynika prawdopodobnie z naj-
wyzszej aktywnosci proliferacyjnej tych czesci
guza. Mimo to, nie stwierdza sie istotnych staty-
stycznie réznic pomiedzy nasileniem ekspresji MT,
a rozmieszczeniem komoérek MT-dodatnich w ra-
kach kolczystokomérkowych skéry (p=0,99) [67].

W rakach glowy i szyi zaobserwowano ekspre-
sje MT w zdrowych komérkach otaczajacych no-
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wotwér [25]. W naskérku przylegajacym do raka
kolczystokomérkowego skory rowniez stwierdzo-
no zwiekszona barwliwo$¢ warstwy suprabazalnej
[65]. Wynika stad, ze komérki nowotworowe moga
pobudzaé synteze MT w otaczajacych tkankach.

W zmienionych nowotworowo keratynocytach
rola metalotionein nie jest do korica jasna. Rossen
i wsp. [69] badajac raki podstawnokomédrkowe sko-
ry stwierdzili nasilenie ekspresji MT w postaci na-
ciekajacej BCC oraz staba lub nieoznaczalna ekspre-
sje MT w postaci guzowatej, co przemawia¢ mialo za
powstaniem gorszej rokowniczo odmiany BCC przy
zwiekszonej aktywno$ci metalotionein. We wlasnej
pracy na podstawie badania histopatologicznego do-
konano podziatu 73 przypadkéw SCC na raki rogo-
waciejace (keratodes), nierogowaciejace (akeratodes)
oraz postaci mieszane SCC/BCC. Zauwazono, zZe
najwyzsze wartosci ekspresji M T wystepuja w rakach
nierogowaciejacych, nizsze w rakach rogowacieja-
cych a najnizsze w postaciach mieszanych, jednak
réznice te nie byly istotne statystycznie, co wskazuje,
ze aktywno$¢ MT nie zalezy od typu histologiczne-
go guza [67]. Jednocze$nie dokonujac nieco innego
podzialu SCC skéry z uwzglednieniem ich stopnia
zréznicowania histologicznego (G) wedlug Brodersa,
zauwazono wyrazng tendencje do wzrostu ekspresji
MT w rakach stabiej zréznicowanych, a réznice mie-
dzy SCC wysoko i stabo zréznicowanymi zblizaty sie
do granicy istotnosci statystycznej (p=0,06) [67]. By¢
moze analiza wiekszej grupy rakéw kolczystokomor-
kowych skéry databy jednoznaczny wynik, a MT mo-
glaby by¢ dobrym wskaznikiem ztosliwosci SCC. Do-
datkowo stwierdzono, ze zaréwno glebokos¢ nacieku
nowotworowego jak i wielko$¢ i gteboko$¢ stanu za-
palnego wokét SCC nie ma wplywu na ekspresje me-
talotionein [67].

Borges i wsp. [65] analizowali réznice w ekspre-
sji metalotionein w BCC, bedacym nowotworem
o mniejszej agresywnosci i tagodniejszym przebie-
gu klinicznym, w poréwnaniu z SCC. Do badan zo-
stalo wlaczonych 26 przypadkéw BCC i 20 przypad-
kéw SCC. W przypadku BCC stwierdzono srednio
18,5 % komorek MT-dodatnich, podczas gdy wartos¢
ta dla SCC wyniosta 69,1 % [65]. Badacze sugerowa-
li, ze wyzsza ekspresja MT towarzyszy rakom ské-
ry o agresywniejszym przebiegu. By przyblizy¢ role
metalotionein w zmienionych nowotworowo kera-
tynocytach autorka i wsp. [67] poréwnywali nasi-
lenie ekspresji MT w skorze zdrowej, w rogowace-
niu sfonecznym oraz w raku kolczystokomérkowym
i wykazali, Ze ekspresja MT jest znamiennie wyz-
sza ($rednio 2,89+1,84) w poréwnaniu z AK ($red-
nio 1,69+1,26) (p=0,006) i wyzsza w poréwnaniu ze
skora zdrowa ($rednio 2+0,79) (p=0,075) [67] (Ryc.4).
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Ryc.4. Nasilenie ekspresji MT (IRS) w SCC, w AK i skorze zdrowej [67].

Takze inne badania dowodza, ze aktywno$¢ MT ro-
$nie w przypadku nowotwordéw zlosliwych w po-
réwnaniu ze zmianami przednowotworowymi, na
podtozu ktérych rozwijaja sie poszczegdlne raki.
Wspomniana zalezno$¢ obserwowano w przypad-
ku rakéw krtani i jamy nosowo-gardtowej [70-71].
Wydaje sig, ze wieksza aktywno$¢ MT w nowotwo-
rze zfosliwym w poréwnaniu ze zmiana tagodna spo-
wodowana jest wiekszym zapotrzebowaniem na jony
Zn, dla ktérych MT jest magazynem oraz bardziej
nasilong proliferacja komérek nowotworowych [70].
Jednoczes$nie brak jest réznic w aktywno$ci MT po-
miedzy skéra zdrowg, a rogowaceniem stonecznym,
co zaprzecza tezie, ze MT promuja karcynogeneze
w zdrowych tkankach.

Podobnie jak w przypadku innych nowotworéw zto-
$liwych, tak i w raku kolczystokomérkowym ské-
ry poszukuje sie nowych markeréw, dzieki ktérym
mozna by wyodrebni¢ te przypadki nowotwordéw
zloéliwych skory, ktére cechuje wyzsza aktywnosé
proliferacyjna, wieksza zdolno$¢ do naciekania pod-
toza, szybkiego wzrostu i przerzutowania. W raku
kolczystokomérkowym zaréwno badania wlasne
jak i doniesienia badaczy koreanskich potwierdza-
ja, ze antygen Ki-67 koreluje pozytywnie ze stop-
niem zréznicowania histologicznego SCC [67,72].
Poniewaz w raku kolczystokomoérkowym i w rogo-
waceniu slonecznym ekspresja biatka Ki-67 korelu-
je dodatnio z ekspresja metalotionein (odpowiednio
p=0,017 i p=0,018), oba te biatka moga by¢ wskaz-
nikami proliferacji komérkowej w SCC i AK [67]
(Ryc.5)

Oznaczenie ekspresji MT oraz biatka Ki-67 w przy-
padku zmian, o ktérych nie mozna jednoznacznie
powiedzie¢ czy sa rogowaceniem stonecznym czy
inwazyjnym rakiem kolczystokomdrkowym skoéry,
daje mozliwo$¢ réznicowania obu tych stanéw. Eks-
presja Ki-67 jest wysoka zaréwno w AK jak i w SCC,
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Ryc.5. Dodatnia korelacja pomiedzy ekspresjg MT a antygenem Ki-67 w AK i SCC: staba ekspresja MT w AK (a) oraz staba ekspresja antygenu Ki-67

w AK (b), silna ekspresja MT w SCC (c), silna ekspresja Ki-67 w SCC (d).

natomiast ekspresja MT jest istotnie wyzsza w SCC
w poréwnaniu z rogowaceniem stonecznym [67].
By jednak precyzyjnie okresli¢ wartosc ekspresji MT,
od ktérej mozna juz méwi¢ o pewnym rozpoznaniu
SCC potrzeba badan na wigkszej grupie pacjentow.

Jak wspomniano we wstepie, metalotioneiny moga
hamowac proces apoptozy. Dzieje sig to przez inak-
tywacje zaleznego od jonéw Zn biatka p53, zwiek-
szenie syntezy biatka Bcl-2 oraz zahamowanie bia-
tek pobudzajacych fragmentacje DNA: kaspazy 3
i endonukleazy [22]. W SCC jezyka i w raku jamy
nosowo-gardlowej synteza MT koreluje ze spad-
kiem liczby komérek apoptotycznych [68,73].
W przypadku jednak nieczerniakowych nowotwo-
réow skory zwiazek miedzy MT, apoptoza, a wieksza
ztosliwos$cia rakow skoéry jest nie do korica pewny.
Stratigos i wsp. [74] nie stwierdzili réznic w ekspre-
sji p53 w BCC i SCC. Bakowska i wsp. [75] obserwo-
wali obecno$¢ antyapoptotycznego biatka Bcl-2 we
wszystkich, badanych przypadkach BCC, podczas

gdy jedynie polowa rakéw SCC wykazata ekspresje
Bcl-2, co sugerowaloby, ze apoptoza jest bardziej
hamowana w nowotworach skéry o mniejszej zto-
sliwosci. W badaniach innych autoréw, nie stwier-
dzono w ogdle ekspresji Bcl-2 w raku kolczystoko-
moérkowym [76-78].

Borges i wsp. [65] sugeruja, ze MT dezaktywuja bial-
ko p53 poprzez zmniejszenie poziomu Zn w ko-
morce, co ma sprzyjac transformacji nowotworowej
zdrowych komoérek we wczesnych etapach karcyno-
genezy. We wlasnym do$wiadczeniu nie stwierdzo-
no istotnych statystycznie réznic pomiedzy ekspre-
sja MT w skorze zdrowej i w ogniskach rogowacenia
stonecznego, dlatego wydaje sig, ze MT nie promu-
ja transformacji nowotworowej keratynocytéow we
wczesnym okresie fotokarcynogenezy. Mozliwe, ze
funkcja antyoksydacyjna MT i zdolno$¢ do inak-
tywacji czynnikéw immunosupresyjnych w skérze
przewaza nad jej potencjalem proliferacyjnym i anty-
apoptotycznym w skérze zdrowej, co jest zjawiskiem
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korzystnym. W raku kolczystokomérkowym skoéry
nadekspresja MT wiaze sie jednak z wieksza proli-
feracja nowotworowa i prawdopodobnie tez wieksza
agresywnoscia guza. Stwierdzenie to ma szczegdl-
ne znaczenie w §wietle pierwszych doniesien o izo-
flawonoidach: equolu i jego syntetycznej pochod-
nej, ktére aplikowane na zdrowa skére po ekspozycji
na sforice wzmagaja synteze metalotionein i chronia
przed powstaniem nowotworéw [57]. Wyproduko-
wanie preparatéw do stosowania po opalaniu, ktére
pobudzatyby synteze MT, mogloby zmniejszy¢ ryzy-
ko pojawienia sig rakow skdry w calej populacji. Wy-
daje sie jednak, ze uzycie takich substancji u chorych
ze zmianami przednowotworowymi lub rakami kol-

PISMIENNICTWO:

czystokomoérkowymi skory przyspieszaloby przebieg
nowotworu.

Podsumowujac, na podstawie wlasnych doswiadczen
oraz nielicznych danych dostepnych ze §wiatowego
pismiennictwa wydaje sie, ze zwigkszona aktywno$¢
MT w komérkach rakéw skdry jest czynnikiem nie-
korzystnym, wspierajacym rozwoj nowotworu.
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2008 roku przyznala zespotowi pracujace-
mu pod kierunkiem dr hab. Barbary Dolegowskiej grant na realizacje projektu
badawczego pt. Poréwnanie metod pomiaru aktywnosci dehydrogenazy dihy-
dropirymidynowej (DPD) w osoczu i limfocytach krwi obwodowej — wybdr opty-
malnej metody dla testow przesiewowych poprzedzajgcych leczenie pochodnymi
S-fluoropirymidynowymi.

STRESZCZENIE

5-Fluorouracyl (5-FU) i jego doustny prolek capecitabina, sa dwoma
najczesciej zalecanymi chemioterapeutykami, stosowanymi u pacjen-
téw z rakiem przewodu zotadkowo-jelitowego, sutka, glowy i szyi. Oko-
o 80% podanego 5-fluorouracylu jest katabolizowana przez dehydro-
genaze dihydropirymidynowa (DPD). U pacjentéw z niedoborem tego
enzymu istnieje ryzyko, ze po podaniu 5-FU dojdzie do rozwiniecia sie
ciezkiej, niekiedy nawet letalnej toksycznosci tego leku.

Znanych jest co najmniej 30 mutacji genu DPYD, ktére sa zwigzane
z niedoborem lub zmniejszona aktywnoscia DPD. W znacznym stop-
niu utrudnia to wprowadzenie prostego testu genetycznego jako bada-
nia przesiewowego u pacjentéw, u ktérych ma by¢ zastosowana chemio-
terapia pochodnymi 5-fluoropirymidynowymi.

Celem projektu finansowanego przez Naukowa Fundacje Polpharmy
bylo opracowanie badan obejmujacych wszystkich pacjentéw, u ktérych
planuje sie rozpoczecie terapii 5-fluorouracylem.

Opracowano dwie metody spektrofotometryczne oznaczania aktyw-
nosci DPD w PBMC, przeprowadzono ich walidacje i wstepnie oce-
niono trafno$¢ diagnostyczna. Jako metode odniesienia zastosowano
RP HPLC. Poréwnano metody spektrofotometryczne z metodami RP
HPLC, HPLC MS oznaczania aktywno$ci DPD w PBMC oraz z metoda
posrednia oznaczajac wskaznik dihydrouracyl/uracyl (DHU/U) w oso-
czach ochotnikéw technika RP HPLC. Oznaczenia wykonano u 200
zdrowych ochotnikéw w wieku od 22 do 63 lat.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono iz metody spektrofo-
tometryczne moga byc¢ stosowane jako badania przesiewowe poprze-
dzajace chemioterapie 5-FU. Przed powszechnym zastosowaniem tych
metod konieczne sa dalsze badania na duzej grupie os6b z uwzglednie-
niem pacjentéw, u ktérych stwierdzono zmniejszona aktywnos$é¢ DPD
potwierdzong badaniami genetycznymi.
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Stowa kluczowe: 5-fluorouracyl « uracyl « dihydrouracyl « dehydroge-
naza dihydropirymidynowa « komérki mononuklearne krwi obwodo-
wej « HPLC

SUMMARY

5-fluorouracil (5-FU) and its oral prodrug capecitabine, are two most
commonly used chemotherapeutics in the treatment of the head, neck,
breast and gastrointestinal tract’s malignancies. Around 80% of 5FU is
catabolized by dihydropirymidine dehydrogenase (DPD). Patients, in
whom a deficiency of this enzyme’s activity is observed, are at great risk
of severe, even lethal, 5-FU toxicity development.

According to the modern literature over 30 mutations of DPYD gene,
which are associated with DPD deficiency/insufficiency, are already di-
scovered. This fact seems to be an impediment to the introduction of an
easy genetic test as a screening tool for the detection of DPD deficien-
cy/insufficiency in patients qualified for 5-fluoropirymidine chemothe-
raphy.

The aim of the project supported by Polpharma Scientific Foundation
was to perform examinations that would include all cancer patients qu-
alified for the 5-fluorouracil chemotherapy.

The spectrophotometric methods were compared with RP HPLC,
HPLC MS methods for measurements of DPD activity in PBMCs, as
well as, with indirect analysis dihydrouracil/uracil (DHU/U) ratio using
RP HPLC technique in volunteers’ plasma. The determinations were
developed on analysis of 200 generally healthy volunteers aged 22-63.

Basing on our findings, we conclude that spectrophotometric methods
may be used as a screening protocol preceding 5-FU-based chemothe-
rapy. Nevertheless, before introduction into clinical reality, our results
should be confirmed in further larger studies, including patients with
lower DPD activity detected in genetic analysis.

Key words: 5-fluorouracil « uracil » dihydrouracil « dihydropirymidine
dehydrogenase « peripheral blood mononuclear cell « HPLC

WSTEP

5-Fluorouracyl (5FU) i jego doustny prolek capeci-
tabina, sa dwoma najcze$ciej zalecanymi chemio-
terapeutykami, stosowanymi u pacjentéw z rakiem
przewodu zotadkowo-jelitowego, sutka, glowy i szyi
[1,2-8]. Sila dzialania przeciwnowotworowego 5-FU
jest istotnie zwiazana z nasileniem przemian kata-
bolicznych, ktérym ulega okofo 80% podanej daw-
ki leku. Enzymem regulatorowym szlaku katabo-
licznego decydujacym o szybko$ci catego procesu,
jednoczesnie regulujacym ilo$¢ 5-FU dostepnego dla
przemian anabolicznych, jest dehydrogenaza dihy-
dropirymidynowa (DPD) [9].

Dotychczasowe wyniki badan do$wiadczalnych, do-
tyczacych poszukiwania przyczyny wystepowania
ciezkich, niekiedy nawet $miertelnych powiktan te-
rapii 5-fluorouracylem jako gtéwnego czynnika tok-
sycznosci leku, wskazuja na zmniejszona aktywno$¢
dehydrogenazy dihydropirymidynowej w organi-
zmach pacjentéw [1]. U chorych, u ktérych zano-
towano skrajnie wysokie stezenia 5-FU w surowicy
krwi, stwierdzono catkowity lub prawie calkowity
brak DPD. Towarzyszyto temu wystepowanie wie-
lu niepozadanych objawéw takich jak neutrope-
nia, trombocytopenia, leukopenia, supresja szpiku,
zapalenie btony $luzowej przewodu pokarmowe-
go, zaburzenia ruchowe, zmiany skdrne, biegunka,
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nudnosci, wymioty, zaburzenia sercowo-naczynio-
we, w kranncowych wypadkach prowadzace do zgo-
nu [2,10-20].

Poprzez wprowadzenie badan przesiewowych, maja-
cych na celu wykrycie 0séb z niedoborem biatka en-
zymatycznego oraz zmniejszona aktywnoscia DPD
mozliwe jest unikniecie powaznych efektéw ubocz-
nych podczas stosowania 5-FU. Obecnie znanych
jest kilka metod pomiaru aktywnos$ci DPD, jednak
zadna z nich, ze wzgledu na rézne ograniczenia nie
moze by¢ powszechnie stosowana.

Celem pracy bylo opracowanie metody spektrofo-
tometrycznej oznaczania aktywnosci dehydrogena-
zy dihydropirymidynowej — prostej i ogélnodostep-
nej, ktéra bedzie mogta by¢ wykorzystana jako test
przesiewowy w odniesieniu do wszystkich pacjen-
téw, u ktérych planowana jest terapia 5-fluoroura-
cylem, przeprowadzenie jej wstepnej walidacji oraz
poréwnanie z innymi metodami wykorzystywanymi
do oznaczania aktywnosci DPD.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
5-FLUOROURACYLU

5-Fluorouracyl (5-FU) nalezy do grupy antymeta-
bolitéw zasad pirymidynowych [1,21]. Mechanizm
jego dziatania polega na zaburzeniu biosyntezy
kwaséw nukleinowych oraz hamowaniu podzia-
tu komérek [1] a swoje szerokie zastosowanie za-
wdziecza obserwacji, ze cze$¢ nowotwordw do bio-
syntezy pirymidyn preferuje uracyl. Ze wzgledu na
zte wchlanianie z przewodu pokarmowego, gléw-
na droga podania 5-FU jest infuzja dozylna, w for-
mie krétkotrwatego wstrzykniecia lub ciaglego wle-
wu kroplowego [21]. Po podaniu droga dozylna lek
ulega szybkiej dystrybucji i eliminacji. Okres jego
pottrwania (t, ) wynosi 8-20 minut. Krétki t . 5-FU
spowodowany jest intensywnym metabolizmem
leku zachodzacym gltéwnie w watrobie.

Farmakokinetyka 5-FU jest nieliniowa, a indeks tera-
peutyczny bardzo waski, co znacznie utrudnia pro-
gnozowanie reakcji organizmu na podanie standar-
dowej dawki leku [1,21-23]. U réznych pacjentéw po
podaniu tej samej dawki leku mozna zaobserwowac
zaréwno odpowiedzZ pozytywna, catkowita opornosé
na leczenie jak i wystapienie wielu objawéw ubocz-
nych terapii, ktére moga prowadzi¢ nawet do $mier-
ci [23].

Playlearmsaeng i wsp. najkorzystniejsze efekty che-
mioterapii 5-FU obserwowali gdy AUC (pole po-
wierzchni pod krzywa zaleznosci stezenia od cza-

su) leku miescito sie w granicach 25-30 mg-h/l,
natomiast zwiekszenie AUC powyzej 30 mg-h/l byto
przyczyna bardzo duzego wzrostu jego toksycznosci.
Wsrdd pacjentéw, u ktérych po podaniu 5-FU wy-
stapily dziatania niepozadane, zaobserwowano niz-
szy klirens oraz wyzsze wartosci AUCiC__ (stezenie
maksymalne) w poréwnaniu z osobami, u ktérych
nie wystapily toksyczne efekty indukowane przez
5-FU [21].

U kobiet oraz u oséb starszych stwierdza sie
zmniejszony klirens 5-FU [21,22]. W zwiagzku z tym
w przypadku kobiet w wieku powyzej 70 lat zale-
ca sie rozpoczynanie terapii 5-FU od 80% standar-
dowo podawanej dawki oraz $ciste monitorowanie
zmian parametréw farmakokinetycznych decyduja-
cych o mozliwych modyfikacjach kolejnych dawek
leku [22].

METABOLIZM 5-FLUOROUACYLU

5-Fluorouracyl jest metabolizowany na dwdch szla-
kach: anabolicznym, na drodze ktérego powstaja
aktywne farmakologicznie metabolity, odpowiada-
jace za cytotoksyczne wlasciwosci 5-FU [1-3,9,11-
13,24-28] oraz katabolicznym, w wyniku, ktérego
tworza sie biologicznie nieaktywne metabolity wy-
dalane z moczem lub zélcia (Rycina 1) [21].

Dehydrogenaza dihydropirymidynowa (EC 1.3.1.2)
rozpoczynajaca kataboliczny proces degradacji za-
sad pirymidynowych - uracylu i tyminy, a takze
5-FU, [9,24-26,29-38] jest homodimerem o masie
czasteczkowej 222 kDa [5,39-41]. Kazda podjed-
nostka jest zbudowana z 1025 aminokwaséw i za-
wiera czasteczki dinukleotydu flawinoadeninowe-
go (FAD), mononukleotydu flawinowego (FMN)
oraz cztery ugrupowania zelazo-siarkowe (4Fe-4S)
[24,26].

DPD jest obecna w wielu narzadach i tkankach. Naj-
wieksze jej aktywnosci stwierdzono w watrobie oraz
komérkach mononuklearnych krwi obwodowej
(PBMC) [11,13,26,29,42]. Stezenie oraz aktywnos¢
DPD charakteryzuje duza zmienno$¢ osobnicza, co
istotnie wplywa na zréznicowane stezenia 5-FU we
krwi pacjentéw [1,9,43].

Wyniki badan prowadzonych wsréd pacjentéw
z chorobami nowotworowymi wskazuja na wy-
stepowanie korelacji pomiedzy aktywnosciag DPD
w PBMC i ogdlnym klirensem 5-FU [13]. Van Kuilen-
burg i wsp. stwierdzili, ze 39-61% przypadkéw duzej
toksycznoéci indukowanej chemioterapia 5-FU kore-
luje ze zmniejszong aktywnos$cia DPD w PBMC [44].
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Rycina 1. Metabolizm 5-fluorouracylu

U 3-5% populacji wystepuje czesciowy, natomiast
u 0,1% catkowity niedob6r DPD [21,31].

PODLOZE GENETYCZNE METABOLIZMU
5-FLUOROURACYLU

Zmniejszenie aktywnoéci DPD spowodowane jest
mutacjami w obrebie genu DPYD kodujacego enzym.
Gen ten zlokalizowany jest na chromosomie Ip22
i sktada sie z 23 egzondéw. Do chwili obecnej w obre-
bie genu DPYD zidentyfikowano ponad 30 mutacji
[21,25,46,47], przy czym ich liczba nadal wzrasta. Naj-
czestsza (52%), a zarazem najlepiej udokumentowana
jest mutacja G>A konica 5 intronu 14 (IVS14 + 1G>A)
[1,2,26,27,45,47-50]. Allel ten (znany jako DPYD*2A)
warunkuje powstawanie nieprawidfowego RNA oraz
biatka enzymatycznego, ktére ulega szybkiej degradacji.
Badania wykazaly, ze w przypadku gdy opisana mutacja
wystepuje u heterozygot, 50% zmniejszenie aktywnosci
DPD powoduje 50% redukcje klirensu 5-FU. Wplywa to
na wystapienie u pacjentéw wielu niepozadanych dzia-
tan leku. Natomiast wéréd homozygot, u ktérych wy-
stepuje calkowity brak DPD podanie 5-FU moze sta¢
sie przyczyna zejécia $miertelnego. Konsekwencje kli-
niczne innych zmian w obrebie genu DPYD nie zosta-
ly jeszcze tak dobrze poznane jak w przypadku muta-
¢jiIVS14 + 1G>A. Wiadomo natomiast, ze zwiazane sa
miedzy innymi z mutacjami zmiany sensu, nonsensow-
ng oraz delecjg (tabela 1) [21,25,51].

METODY OZNACZANIA AKTYWNOSCI
DEHYDROGENAZY DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ

Do chwili obecnej opisano wiele metod oznaczania
DPD. Sa to zaréwno badania genetyczne jak i doty-
czgce szlaku katabolicznego 5-FU. Sa to miedzy in-
nymi takie metody jak wykrywanie SNP (polimorfi-
zmu pojedynczego nukleotydu) w obrebie genu DPYD
[1,2,26,27,45,46,52-54], analiza poziomu ekspresji
mRNA DPYD [8,54-58], oznaczanie aktywnosci DPD
w komoérkach mononuklearnych krwi obwodowej
[6,13,21,26,44,54,59], pomiar stezenia uracylu w suro-
wicy krwi oraz w moczu [26,27,54,57,60], wyznacza-
nie warto$ci wspotczynnika DHU/U (dihydrouracyl/
uracyl) oraz DHTHY/THY (dihydrotymina/tymina)
w surowicy oraz w moczu [1,21,27,54,57,61], ocena
zawartosci (2-C")-uracylu w wydychanym powietrzu
[21,54,57], podanie dawki testowej 5-FU [21,54], a tak-
ze analiza stezenia 2-fluoro-B-alaniny [54,62].

Oznaczenia aktywnos$ci DPD u ludzi wykonuje si¢
najczesciej w komérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej (PBMC) — limfocytach i monocytach
[6,13,21,26,44,54,59]. Ploylearmsaeng i wsp. w swo-
ich badaniach wykorzystali analize z zastosowaniem
1C-fluorouracylu jako substratu w reakcji katali-
zowanej przez DPD w komérkach PBMC. Jej pro-
duktem jest *C-5-dihydrofluorouracyl oznaczany
metoda RP HPLC [21,54]. Srednia aktywno$¢é DPD
oznaczona ta metodq wynosita 222 (zakres 65-559)
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pmol/min/mg biatka. Pacjentéw, u ktérych poziom
enzymu byl mniejszy lub réwny 30% wartosci Sred-
niej (<150 pmol/min/mg biatka), uznano za osoby
z grupy wysokiego ryzyka niedoboru DPD [21,54].

Znana jest takze metoda, w ktdrej substratem dla DPD
w komoérkach PBMC jest 4-'*C-tymina, natomiast ak-
tywno$¢ enzymu okreslana jest na podstawie ilosci 4-'*C-
-dihydrotyminy oznaczonej z wykorzystaniem RP HPLC
[6,13,26,54]. Powyzsze metody posiadajg jednak istot-
ne ograniczenia, zwiazane z koniecznoscia stosowania
standardéw znakowanych izotopami [21,54]. Déporte-
-Féty i wsp. opracowali metode z 5-FU jako substratem,
polegajaca na oznaczaniu produktu reakeji katalizowanej
przez DPD - 5-FUH, technika RP HPLC [54,59]. Z kolei
van Kuilenburg i wsp. jako substrat wykorzystywali tymi-
ne. Analiza polegata na oznaczaniu produktu - dihydro-
tyminy przy uzyciu HPLC-MS/MS [44,54].

METODY SPEKTROFOTOMETRYCZNE
OZNACZANIA AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZY
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMORKACH
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ

Material badany stanowity komérki mononuklearne
krwi obwodowej (PBMC) oraz osocze uzyskane od
200 zdrowych ochotnikéw (102 kobiet i 98 mezczyzn)
w wieku od 22 do 63 lat ($rednio 34+13 lat). W celu
zminimalizowania wplywu zmiennosci dobowej ak-
tywnosci DPD pobranie wykonywano w godzinach
rannych — pomiedzy 8.00 i 11.00. Wszyscy ochotni-
cy objeci badaniami wyrazili pisemna zgode na udziat
w badaniu. Badania uzyskaly akceptacje Komisji Bio-
etycznej przy Pomorskim Uniwersytecie Medycznym.

Komérki mononuklearne izolowano z zastoso-
waniem gradientu Lymphoprep™ Tube (gestos¢
1,077+0,001 g/ml; osmolalno$¢ 280+15 mOsm). Li-
zaty PBMC otrzymywano za pomoca odczynnika li-
zujacego Complete Lysis-M, EDTA-free [63].

Opracowano dwie metody spektrofotometryczne
oznaczania aktywno$ci DPD w lizatach PBMC, ktére
nastepnie poddano walidacji i poréwnaniu z metoda
RP HPLC jako metoda odniesienia [51,63]. W pierwszej
z nich mierzono spadek absorbancji przy 340 nm zwig-
zany ze zmniejszeniem stezenia NADPH+H* uczest-
niczacego w reakcji redukcji tyminy do dihydrotyminy
[51,63]. Natomiast druga metoda polegata na pomia-
rze wzrostu absorbancji przy 260 nm zwigzanego ze
zwiekszeniem stezenia uracylu powstajacego w wyniku
reakcji utleniania dihydrouracylu, ktérej towarzyszyla
redukcja NADP*. Oznaczenia wykonano z zastosowa-
niem spektrofotometru UV-VIS Specord 250 (Analytic
Jena, Niemcy) [63].

OZNACZANIE AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZY
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMORKACH
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ
METODA RP HPLC

Substratem w reakcji katalizowanej przez dehydro-
genaze dihydropirymidynowa zawarta w lizatach
PBMC byt uracyl [63]. Analize¢ wykonano z zastoso-
waniem chromatografu Hewlett Packard 1100 Series
(Agilent Technologies, Warszawa, Polska).

Rozdzial w ukladzie z odwréconymi fazami (RP-
-HPLC) prowadzono na kolumnie SymmetryShield™
RP18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) (Waters, Warszawa,
Polska). Temperatura kolumny wynosila 25°C. Zasto-
sowano metode izokratyczng. Faze ruchoma stanowit
bufor KH,PO, (pH 3,0). Szybko$¢ przeptywu wynosi-
ta 0,8 mL/min. Prébki o objetosci 50 ml byly nastrzy-
kiwane co 30 minut. Dlugos¢ fali dla detekcji uracylu
oraz 5-fluorocytozyny (wzorzec wewnetrzny) wynosi-
ta 260 nm, a dla 5,6-dihydrouracylu 210 nm. Podstawa
dla obliczen zawartosci uracylu i 5,6-dihydrouracy-
lu byly pola powierzchni pikéw tych substancji w od-
niesieniu do pola piku standardu wewnetrznego. Do
identyfikacji pikéw i kalibracji stosowano mieszani-
ne wzorcoéw standardéw uracyly, 5,6-dihydrouracylu,
5-fluorocytozyny (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). Na
podstawie wyznaczonych zmian stezenia uracylu i/lub
5,6-dihydrouracylu w czasie obliczono aktywnos$¢ de-
hydrogenazy dihydropirymidynowej [63].

OZNACZANIE AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZY
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMORKACH
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ
METODA HPLC MS

Substratem w reakcji katalizowanej przez DPD zawar-
ta w lizatach PBMC byla tymina. Analize przeprowa-
dzono metoda HPLC MS z zastosowaniem analizatora
Flexar SQ300 (Perkin-Elmer, USA). Rozdzial w ukla-
dzie z odwréconymi fazami (RP-HPLC) przeprowa-
dzono na kolumnie SymmetryShield™ RP18 (250 mm
x 4,6 mm, 5 pum) (Waters). Cartridge 4 x 4 mm z takim
samym wypelnieniem postuzyt jako prekolumna. Tem-
peratura kolumny wynosita 20°C. Zastosowano metode
gradientowq z faza ruchoma zlozona z roztworu A (50
mmol/L. CH,COOH; pH 4,0) i B (100% metanol). Szyb-
kos¢ przeplywu wynosita 0,6 mL/min. Procentowa za-
warto$¢ roztworu A wynosita 75% fazy ruchomej w 0,0
minucie, liniowo malata do 50% w 5 minucie, a nastep-
nie rosta liniowo do 75% w okresie od 5,1 do 10 minu-
ty. Kwadrupolowy detektor masowy z jonizacja w polu
elektrycznym (ESI) postuzy! do uzyskania widma ma-
sowego w zakresie od m/z 100 do m/z 210. Uzyskane
dane byly opracowane z wykorzystaniem oprogramo-
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wania Chromera 3.2.1 (Perkin-Elmer, USA). Na pod-
stawie oznaczonych zmian stezenia 5,6-dihydrotyminy
w czasie obliczono aktywno$¢ dehydrogenazy dihydro-
pirymidynowej w lizatach PBMC.

METODA POSREDNIA OZNACZANIA AKTYWNOSCI
DEHYDROGENAZY DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ

- OZNACZANIE WSKAZNIKA DHU/U W 0SOCZU
METODA RP HPLC

Okreslono przydatnos¢ metod spektrofotometrycz-
nych jako metod przesiewowych pozwalajacych na
wykrycie zmniejszonej aktywno$ci DPD. W tym celu
zostaly one poddane analizie w celu oceny ich trafno-
$ci diagnostycznej. Obliczono czulo$¢ i swoisto$¢ dia-
gnostyczna testow oraz przeprowadzono analize krzy-
wych ROC [63].

WYNIKI I WNIOSKI

Osocza uzyskane od zdrowych ochotnikéw oczysz-
czano i zageszczano technika SPE z wykorzystaniem
kolumienek Atoll Xtrem Capacity (Interchim, Fran-
¢ja). Analize przeprowadzono metoda RP HPLC z za-
stosowaniem chromatografu Hewlett Packard 1100
Series (Agilent Technologies, Warszawa, Polska).

Rozdziat w uktadzie z odwréconymi fazami (RP-
-HPLC) prowadzono na kolumnie SymmetryShield™
RP18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) (Waters, Warszawa,
Polska). Temperatura kolumny wynosita 25°C. Zasto-
sowano metode izokratyczna. Faze ruchoma stanowit
bufor KH,PO, (pH 3,0). Szybko$¢ przeptywu wynosi-
ta 0,8 mL/min. Prébki o objetosci 50 ml byly nastrzy-
kiwane co 30 minut. Diugos¢ fali dla detekcji uracylu
oraz 5-fluorocytozyny (wzorzec wewnetrzny) wyno-
sita 260 nm, a dla 5,6-dihydrouracylu 210 nm. Pod-
stawa dla obliczen zawarto$ci uracylu i 5,6-dihydro-
uracylu byly pola powierzchni pikéw tych substancji
w odniesieniu do pola piku standardu wewnetrznego.
Do identyfikacji pikéw i kalibracji stosowano miesza-
nine wzorcéw standardéw uracyly, 5,6-dihydrouracy-
lu, 5-fluorocytozyny (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska).
Wyznaczono stosunek stezen 5,6-dihydrouracylu do
5,6-uracylu (wspolczynnik DHU/U).

WALIDACJA METOD
SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH OZNACZANIA
AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZY
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMORKACH
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ

Postepowanie walidacyjne polegalo na przepro-
wadzeniu charakterystyki metod spektrofotome-
trycznych i ich poréwnaniu z metoda odniesienia
(metoda RP-HPLC oznaczania aktywnos$ci DPD
w komoérkach mononuklearnych krwi obwodowej).
Wyznaczono wartosci takich parametréw jak: gra-
nice wykrywalnosci, granice oznaczalno$ci, czuto$é,
zakres liniowo$ci, dokladnos¢ (poprawno$é), precy-
zja w warunkach powtarzalnosci w serii i miedzy se-
riami. Podczas oznaczen wykorzystano oczyszczony
preparat enzymu uzyskany z komérek mononukle-
arnych krwi obwodowej zdrowych ochotnikéw [51].

Wiekszo$¢ przypadkéw wystapienia dziatan ubocz-
nych po podaniu 5-FU zwiazane jest z niedoborem
DPD [1-3,5,6,21]. Wykrycie zmniejszonej aktyw-
no$ci DPD u chorych z planowana chemioterapia
wskazywaloby zatem na konieczno$¢ zastosowania
zmniejszonych dawek leku, jego kontrolowanego
dawkowania lub terapii alternatywne;j.

Liczba znanych mutacji genu DPYD w znacznym stop-
niu utrudnia wprowadzenie prostego testu genetyczne-
go jako badania przesiewowego u pacjentéw, u ktérych
ma by¢ zastosowane leczenie pochodnymi 5-fluoro-
pirymidynowymi. Nalezy zatem rozwaza¢ mozliwos¢
wykorzystania w tym celu metod pozwalajacych na po-
$redni lub bezpo$redni pomiar aktywnos$ci DPD, za-
réwno w osoczu jak i w komoérkach jednojadrzastych.

Metoda referencyjna oznaczania aktywnosci DPD w ko-
morkach jednojadrzastych wyizolowanych z krwi obwo-
dowej jest HPLC/MS/MS [54,64,65]. Metoda ta wyma-
ga wyposazenia w kosztowny i trudno dostepny sprzet.

Metoda posrednia oznaczania aktywnosci DPD polega-
jaca na pomiarze stezenia uracylu i dihydrouracylu (RP
HPLC) w osoczu krwi lub moczu, a nastepnie oblicze-
niu wskaznika DHU/U ma te zalete, Ze do wykonania
badan potrzebna jest stosunkowo niewielka ilo$¢ tatwo
dostepnego materiatu badanego [66-69]. U 0sdb z nie-
doborem DPD metabolizm uracylu do dihydrouracy-
lu ulega zwolnieniu, a tym samym zmniejsza sie iloraz
stezen DHU/U. Jiang i wsp. stwierdzili liniowg korela-
cje pomiedzy aktywno$cia watrobowej DPD u szczu-
réw [66] i wskaznikiem DHU/U zmierzonym zaréwno
w moczu jak i w surowicy. Ponadto stwierdzono istotna
korelacje pomiedzy klirensem 5-FU i ilorazem DHU/U.
Wskazuje to na mozliwo$¢ wykorzystania tego wskaz-
nika podczas diagnozowania niedoboru DPD przed
podaniem 5-FU. Jednakze stwierdzono, ze po poda-
niu 5-FU wartos¢ ilorazu DHU/U ulega zmniejszeniu
wraz ze wzrostem stezenia 5-fluorouracyluy, aby nastep-
nie wréci¢ do wartosci wyjsciowej kiedy 5-FU jest juz
niewykrywalny [66]. Ploylearmsaeng i wsp. stwierdzili
réwniez, ze wzrost stezenia uracylu w ptynach ustro-
jowych wystepuje jedynie u os6b wykazujacych catko-
wity brak DPD, podczas gdy heterozygoty nadal wyka-
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Rycina 2. Poréwnanie metod spektrofotometrycznych i metody RP
HPLC oznaczania aktywnosci DPD w komdrkach mononuklearnych krwi
obwodowej zdrowych ochotnikéw (n=200)

Rycina 3. Poréwnanie metod spektrofotometrycznych i metody HPLC
MS oznaczania aktywnosci DPD w komérkach mononuklearnych krwi
obwodowej zdrowych ochotnikéw (n=200)
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Rycina 4. Poréwnanie metody spektrofotometrycznej | oznaczania
aktywnosci DPD w komérkach mononuklearnych krwi obwodowej i
wartosci wskaZnika DHU/U w osoczu krwi zdrowych ochotnikéw (n=200)

zuja prawidlowy poziom tych substancji. Co wiecej na
zmiany stezen uracylu i dihydrouracyly, a tym samym
na warto$¢ wskaznika DHU/U duzy wplyw ma takze
sposéb odzywiania sie. W celu jego zminimalizowa-
nia pacjent przed pobraniem krwi powinien by¢ co naj-
mniej przez 10 godzin na czczo [66,67].

Wydaje sie zatem, ze najprostsza, wzglednie tanig, a za-
razem najbardziej dostepna (ze wzgledu na aparature,
w ktora jest wyposazone kazde laboratorium), metoda
oznaczania aktywno$ci DPD bytaby analiza spektrofo-
tometryczna. Parametry walidacyjne wyznaczone dla
opracowanych metod spektrofotometrycznych oraz
metody odniesienia wskazuja na wieksza czuto$¢ i do-
kladnos¢ analityczng oraz lepsza powtarzalnosé w se-
rii metody RP HPLC. Powtarzalno$¢ pomiedzy seriami
oraz prostoliniowy zakres krzywej zaleznosci aktyw-
no$ci DPD od stezenia biatka w oczyszczonych prepa-
ratach enzymu sa poréwnywalne dla obydwu metod
spektrofotometrycznych oraz RP HPLC [63].

Aktywnosci DPD w komérkach mononuklearnych
krwi obwodowej zdrowych ochotnikéw oznaczane

Rycina 5. Poréwnanie metody spektrofotometrycznej Il oznaczania
aktywnosci DPD w komérkach mononuklearnych krwi obwodowej i
wartosci wskaznika DHU/U w osoczu krwi zdrowych ochotnikéw (n=200)

metodami spektrofotometrycznymi sa istotnie wieksze
w poréwnaniu z warto$ciami uzyskanymi metodami
RP HPLC oraz HPLC MS [63]. Jednakze wysokie war-
tosci wspdtczynnikow korelacji pomiedzy metodami
oraz analiza rozrzutu uzyskanych wynikéw (Rycina 2
i 3) wskazuja, ze metody spektrofotometryczne mogly-
by by¢ stosowane do oceny aktywnosci DPD, chociaz
wartos$ci graniczne pozwalajace na wykrycie zmniej-
szonej aktywno$ci DPD beda wyzsze w poréwnaniu
z metodami RP HPLC i HPLC MS.

Stwierdzono takze silng korelacje pomiedzy wartoscia-
mi aktywno$ci DPD w PBMC, ktére zostaly oznaczo-
ne metodami spektrofotometrycznymi i wskaznikami
DHU/U wyznaczonymi metoda po$rednia. Swiadcza
o tym zaréwno wykresy rozrzutu (Rycina 41 5) jak i ob-
liczone wspoélczynniki korelacji rang Spearmana po-
miedzy poréwnywanymi metodami.

Wstepnie oceniono przydatno$¢ opracowanych metod
spektrofotometrycznych jako metod przesiewowych.
Przy zalozonej wartosci granicznej dla metody RP
HPLC wynoszacej 0,155 nmoli/min/mg biatka [59,63]
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odpowiadajacej 98% czulosci i 97% swoistosci diagno-
stycznej tej metody podzielono badang grupe na oso-
by ze zmniejszong aktywnoscia DPD oraz grupe z pra-
widtowa aktywnoscia enzymu [59,63]. Wyniki analizy
trafnosci diagnostycznej wskazuja zaréwno na wysoka
czulo$¢ jak i swoisto$¢ diagnostyczna obydwu metod
spektrofotometrycznych. Metoda spektrofotometrycz-
na II, w ktérej podstawa analizy byt wzrost absorbancji
przy 260 nm zwiazany z utlenianiem 5,6-dihydrouracy-
lu do uracylu charakteryzuje sie wieksza czutoscia dia-
gnostyczng w poréwnaniu z metoda spektrofotome-
tryczna I, mogtaby by¢ zatem stosowana jako metoda
przesiewowa do wykrywania zmniejszonej aktywno-
$ci DPD u pacjentéw, u ktorych planowane jest lecze-
nie 5-FU [63]. Wynik testu przesiewowego wskazujacy
na zmniejszona aktywno$¢ DPD powinien by¢ potwier-
dzony metoda posrednia, RP HPLC, HPLC MS lub po-
przez wykonanie badan genetycznych.

Wprowadzenie metody spektrofotometrycznej do
rutynowej diagnostyki poprzedzajacej leczenie 5-FU
wymaga znacznego rozszerzenia liczebnosci grupy
badane;j.

STAN WIEDZY W CHWILI ROZPOCZECIA
PROJEKTU

Wiekszo$¢ przypadkéw wystapienia dziatan ubocz-
nych po podaniu 5-FU zwiazane jest z niedobo-
rem DPD. Wykrycie zmniejszonej aktywnosci DPD
u chorych z planowang chemioterapia wskazywatoby
zatem na konieczno$¢ zastosowania zmniejszonych
dawek leku, jego kontrolowanego dawkowania lub
terapii alternatywnej. Znanych jest co najmniej 30
mutacji genu DPYD, zwiazanych z niedoborem lub
zmniejszong aktywno$cia DPD. W znacznym stop-
niu utrudnia to wprowadzenie prostego testu gene-
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2009 roku przyznala zespotowi pracujacemu
pod kierunkiem dr hab. Arkadiusza Piotrowskiego grant na realizacje projektu
badawczego pt. Czas, mechanizm i czestos¢ powstawania subchromosomalnych
rearanzacji strukturalnych w rejonach flankujgcych sequencing gaps jako wskaz-
niki diagnostyczne i prognostyczne w sporadycznym raku piersi.

STRESZCZENIE

Chociaz sporadyczny rak piersi jest jednym z najpowszechniej wyste-
pujacych nowotwordw na $wiecie, to jego etiologia pozostaje w duzej
mierze niejasna. Ponadto, miejsce i czas powstawania przerzutéw, sta-
nowiacych gltéwna przyczyne $miertelnosci, sa przedmiotem ciagtej de-
baty i kontrowersji. W niniejszej pracy dokonano przegladu aktualnej
wiedzy dotyczacej genetyki raka piersi, ze szczegélnym uwzglednieniem
genomowych rearanzacji strukturalnych. Podkreslona zostata heteroge-
nicznosc¢ tego nowotworu i jej powiazanie z obrazem klinicznym, przede
wszystkim z perspektywy znaczenia danych molekularnych dla diagno-
styki i oceny rokowania. Przedstawiono réwniez najnowsze dane doty-
czace modeli inicjacji i progresji guzéw oraz przerzutowania. W pod-
sumowaniu zaprezentowano ogolny zarys wynikow badan wspieranych
przez Naukowa Fundacje Polpharmy, dotyczacych subchromosomo-
wych rearanzacji DNA w rejonach flankujacych luki w sekwencjono-
waniu w materiale od pacjentek ze sporadycznym rakiem piersi.

Stowa kluczowe: rak piersi « przerzuty « CNV « metylacja DNA
« array-CGH « luki w sekwencjonowaniu

SUMMARY

Although sporadic breast cancer is one of the most common neoplasms
worldwide, its etiology still remains largely unclear. Moreover, there is
ongoing debate and controversy concerning temporal and spatial origin
of metastases - the main cause of cancer related mortality. In this review
we present current knowledge on breast cancer genetics with specific
focus on genomic structural rearrangements. We highlight genetic het-
erogeneity of this cancer and its relevance to the clinical picture, spe-
cifically from the standpoint of diagnostic and prognostic significance
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of molecular data. We also discuss state-of-the-art models for tumor
initiation, progression and metastasis. Finally, we provide overview of
our findings from the study of subchromosomal DNA rearrangements
in the regions flanking sequencing gaps in tissues from sporadic breast

cancer patients.

Key words: breast cancer « metastasis « CNV « DNA methylation
« array-CGH « sequencing gaps

WSTEP

Rak piersi w populacji polskiej — czestos¢
zachorowan, profilaktyka, przezywalnos$é

W skali $swiatowej najczesciej wystepujacym no-
wotworem zlo§liwym wsréd kobiet jest rak gru-
czolu sutkowego [1,2]. Znaczny postep, zaréwno
w obszarze jego diagnostyki, jak i leczenia zaowo-
cowal poprawa ogdlnych rokowan i zmniejsze-
niem wskaznika $miertelnosci z powodu tego no-
wotworu [3-6]. W Polsce rak gruczolu sutkowego
byl najczestsza przyczyng zgondéw nowotworowych
od potowy lat siedemdziesiatych ubiegtego wieku.
W latach osiemdziesiatych wspétczynnik $mier-
telnosci unormowal sie, zatrzymujac sie na sta-
lym poziomie. Z poczatkiem lat dziewiecldziesia-
tych zaczeto obserwowac jego niewielka tendencje
spadkowg, przy stalym wzroscie zachorowalnosci,
co $wiadczy o rosnacej skutecznosci profilakty-
ki wtérnej [1]. Miedzy innymi dzieki programowi
badan profilaktycznych, wprowadzeniu nowych le-
kéw oraz lepszych i mniej inwazyjnych metod te-
rapii [3-5], w 2007 roku rak gruczotu sutkowego
spadl na druga pozycje wérdd przyczyn umieral-
noéci z powodu nowotworéw u Polek, ustepujac
miejsca rakowi pluca [1]. Wiele pacjentek udaje sie
wyleczy¢, badZz wydluzy¢ okres przezycia znacznie
powyzej oczekiwan. Jednak przypadki niepowo-
dzen terapii, nawrotéw choroby i zgonéw z powodu
raka piersi wystepuja nadal nazbyt czesto [3-5,7].
W Polsce, wedlug najnowszych danych Krajowe-
go Rejestru Nowotwordw, rak gruczolu sutkowego
wciaz pozostaje druga przyczyna $mierci pacjen-
tek onkologicznych, stanowiac 12,8% wszystkich
zgondéw z powodu nowotwordw. Zachorowalno$é
u kobiet wynosi 22,8% i nadal znacznie przekracza
procent zachorowan zaréwno na raka jelita grube-
go (10,0%), jak i na raka ptuca (8,5%). W 2009 roku
zdiagnozowano go u 15 700 Polek, zmarto ich za$ 5
242. Szacuje sig, ze do 2015 roku liczba zachorowan
w naszym kraju wzro$nie w przyblizeniu do 20 000
kobiet rocznie [1].

Podtoze genetyczne raka gruczotu sutkowego

Rak piersi jest chorobg uwarunkowana czynnikami
genetycznymi i w niektérych wypadkach mozliwe
jest powigzanie mutacji DNA z obrazem klinicznym
i histologicznym [2,8]. Dziedziczny rak gruczotu sut-
kowego stanowi jednak jedynie okolo 10% wszystkich
przypadkéw, a nowotwory piersi w wywiadzie ro-
dzinnym wykazuje tylko dodatkowe 15-20% chorych
[9]. Zdecydowana wiekszo$¢ nowotworéw gruczotu
piersiowego to tak zwane przypadki sporadyczne [2].
Oznacza to, ze dla przewazajacej wiekszosci pacjen-
tow nie udaje sie znalez¢ zwiazku miedzy rozwojem
raka piersi, a mutacja genetyczng, badz zwiekszona
zapadalnoscia na nowotwory w rodzinie.

Okoto 1% wszystkich przypadkéw nowotwordw
wykazuje zwiazek z syndromami dziedziczonymi
autosomalnie, dominujaco lub recesywnie, taki-
mi jak: zespét Cowden, zesp6t Li-Fraumeni, zesp6t
Peutz-Jeghersa, zesp6t Blooma, zesp6ot Wernera,
czy skora pergaminowa (lac. Xeroderma pigmento-
sum) [2]. 2-3% wszystkich chorych na raka gruczotu
sutkowego jest nosicielami autosomalnie dominu-
jacych mutacji gendéw supresorowych BRCAI (ang.
breast cancer susceptibility gene 1) i BRCA2 (ang.
breast cancer susceptibility gene 2). Mutacja jedne-
go z tych genéw stanowi przyczyne 30-40% przy-
padkéw nowotwordw o tak zwanym uwarunkowa-
niu rodzinnym [8], a ryzyko zachorowania na raka
piersi dla kobiet bedacych nosicielkami tych mu-
tacji siega 85% [10,11]. Mutacje w genach BRCA I
i BRCA2, a takze w genach PTEN oraz TP53 na-
leza do tak zwanej grupy zmian wysokiego ryzy-
ka. Dobrze zbadane i udokumentowane sa takze
zmiany umiarkowanego ryzyka w genach CHEK2,
ATM, BRIP1 i PALB2, a takze okoto 20 zmian w ge-
nach niskiego ryzyka [12]. Wszystkie one wykazu-
ja zwiazek ze zwiekszonym ryzykiem zachorowa-
nia na raka gruczolu sutkowego u kobiet. W ciggu
minionych dwdéch dekad obserwowano dynamicz-
ny wzrost liczby doniesien dotyczacych powiazan
wariantéw gendw z zagrozeniem rakiem piersi [12].
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Jednak ostatecznie wyselekcjonowanych zostato
niewiele nowych wariantéw genowych, ktére wyka-
zujg znaczace powigzanie z ryzykiem rozwoju raka
gruczotu sutkowego [12,13], cze$¢ z nich odkrytych
zostalo dzieki badaniom wykorzystujacym skano-
wanie calego genomu — GWAS (ang. genome-wide
association studies) [13-15].

Kliniczna i molekularna heterogenicznos¢
raka piersi

Rak gruczotu sutkowego to jednostka chorobowa
silnie zréznicowana pod wzgledem biologicznym
i klinicznym [2,5,16]. Nowotwor ten jest niejedno-
rodny takze, jesli chodzi o reakcje na zastosowane
leczenie, wzorce przerzutowania, czy rokowanie
[3,17]. Ta wieloptaszczyznowa heterogenicznos¢
jest niewatpliwie jedna z przyczyn, dla ktérych
wspétczynnik umieralnos$ci na raka piersi pozosta-
je wciaz na tak wysokim poziomie [3,18]. Rak gru-
czolu sutkowego powstaje z nabtonka tkanki gru-
czolowej przewodow mlecznych [2,18,19]. Wedtug
Swiatowej Organizacji Zdrowia wyréznia sie 17
histologicznych typéw tego nowotworu [20,21],
cho¢ zdecydowana wiekszo$¢ wszystkich inwa-
zyjnych przypadkéw jest diagnozowana jako rak
przewodowy (85-95%), badz tez zrazikowy (10%)
[2,8,19,22]. Do konca lat dziewieédziesiatych oce-
na guza, okreslenie rokowan i wybor terapii opie-
raty sie wylacznie na klasyfikacji histopatologicznej
[18,23], jednak zmiany identyczne pod wzgledem
patomorfologicznym wykazuja czesto odmienny
przebieg kliniczny [16,24,25]. Intensywny rozwdj
metod opartych na technikach biologii molekular-
nej przynidst przetom w poznawaniu nowotworéw
[25]. W 2000 roku, w trakcie badania ekspresji ge-
néw przy uzyciu mikromacierzy potwierdzono he-
terogeniczno$¢ raka gruczotu sutkowego na po-
ziomie molekularnym [16,23,26]. Wprowadzanie
metod molekularnych do oceny tkanek nowotwo-
rowych doprowadzilo do ustalenia klasyfikacji raka
gruczolu sutkowego, opartej na ekspresji genowe;j.
Obejmuje ona 5 grup: typ normalny, typ HER-2 do-
datni (zwany tez ERBB2-dodatnim), dwa typy raka
ER dodatniego: luminalny A i luminalny B oraz
typ podstawny, czy inaczej basalny (ang. basal-li-
ke) [16,23,25,27-30]. Badania wykazaly, ze grupy
te réznig sie miedzy soba pod wzgledem czesto-
$ci wystepowania [31,32], odpowiedzi na leczenie
[33-36] oraz przezywalnosci [26,27,37-39], a no-
wotwory typu ER ujemnego i ER dodatniego sa na
poziomie transkrypcji niemal catkowicie odmien-
ne [16]. Najliczniejsza i najbardziej zréznicowana
grupe stanowi rak z dodatnia ekspresja receptoréw
estrogenowych [28]. Zaréwno typ luminalny A, jak
i luminalny B wykazuja takze dodatnia ekspresje

markeréw komoérek gruczotowych tworzacych we-
wnetrzng warstwe prawidlowych przewodéw i zra-
zikéw piersi, jednak réznia sie miedzy soba ekspre-
sja miedzy innymi TOPO II, antygenu jadrowego
komorek proliferujacych, biatek cyklu komérko-
wego [29]. Typ luminalny B przewaznie jest stabiej
zréznicowany, ma wyzszy indeks mitotyczny i wia-
ze sie z gorszym rokowaniem niz typ A [40]. Rak
ER (+) w wiekszosci przypadkéw pozytywnie re-
aguje na terapie hormonalng [18]. Opracowane zo-
staly specjalne testy genowe, wspomagajace ocene
rokowan pacjentéw z nowotworem ER (+) podda-
nych takiemu leczeniu [21,28,40]. Rak basalny, zwa-
ny tez potréjnie ujemnym (ang. TNBC - triple-ne-
gative breast cancer) jest najslabiej zréznicowany.
Charakteryzuje sie brakiem ekspresji receptoréw
estrogenowych, progesteronowych oraz HER-2,
a takze wysoka ekspresja gendéw typowych dla war-
stwy podstawnej komérek nabtonka [29]. To typ
o agresywnym, niekorzystnym przebiegu, dla kt6-
rego jedynym leczeniem pozostaje tradycyjna che-
mioterapia [18,28,40]. Rak HER-2 (+) wykazuje na-
dekspresje HER-2 i wielu genéw amplikonu 17q11
oraz brak ekspresji receptoré6w hormonalnych
i markeréw komoérek podstawnych [29]. W jego
przebiegu skuteczna jest terapia celowana skierowa-
na przeciwko receptorowi HER-2 [18,28,40,42,43].
W ostatnich latach klasyfikacja molekularna rozsze-
rzona zostata o dodatkowa grupe zwana ,,claudin-
-low”, charakteryzujaca sie niskim poziomem eks-
presji genéw z rodziny klaudyn, ktére koduja biatka
wchodzace w sktad obwoddki zamykajacej — struktu-
ry uszczelniajacej nablonki [3,23,25,36,44,45]. Na-
dal jednak trudno przewidzie¢ progresje kliniczna
tego nowotworu [5]. Cho¢ poczyniono znaczny po-
step w leczeniu guzéw pierwotnych, to brakuje sku-
tecznej terapii skierowanej przeciwko gléwnej przy-
czynie $miertelnosci zwigzanej z rakiem piersi. Sa
nia przerzuty, ktére moga zosta¢ wykryte nawet po
wielu latach remisji [6,41,46]. Badania przeprowa-
dzone w ostatnich kilku latach pozwalaja wysunaé
hipoteze, ze potencjat do przerzutowania okreslo-
ny jest juz na etapie inicjacji nowotworzenia, o wie-
le wczeéniej niz pojawienie si¢ pierwszych objawow
[6,41,47]. W $wietle powyzszych faktéw konieczne
staje sie opracowanie metod wczesnej diagnosty-
ki oraz determinacji predyspozycji do zachorowan
i tworzenia przerzutow [47,48].

Dane molekularne w diagnozie i rokowaniu

Mozliwo$¢ okreslenia profilu molekularnego nowo-
tworéw dostarczylta dodatkowe informacje, uzupet-
niajace klasyfikacje histopatologiczna [3,49], a takze
przyczynita sie do odkrycia nowych markeréw pre-
dykcyjnych i prognostycznych, co umozliwito sta-
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wianie bardziej precyzyjnej diagnozy i trafniejszy
wybor terapii [6,40]. Uzyskanie pelnego obrazu dia-
gnostycznego jest szczegé6lnie wazne w odniesieniu
do sporadycznych przypadkéw raka gruczotu sutko-
wego o nieznanej etiologii.

Czynniki prognostyczne stuza do przewidywania
przebiegu choroby, predykcyjne natomiast umoz-
liwiaja selekcje pacjentéow z wysokim prawdopo-
dobienstwem pozytywnej reakcji na zastosowa-
na terapie. Ma to na celu zmniejszenie calkowitych
kosztéw leczenia, a takze uchronienie oséb nie od-
noszacych korzysci z jego stosowania przed powaz-
nymi dzialaniami niepozadanymi lekéw przeciwno-
wotworowych [21]. W praktyce najczesciej branymi
pod uwage czynnikami sa: wiek pacjentki, stan pa-
chowych wezléw chlonnych, obraz histologiczny,
wielko$¢ guza oraz stan ekspresji receptoréw hor-
monalnych ER i PR oraz receptora HER-2 [3,16,24].
Nie uwzgledniaja one w pelni biologicznej rézno-
rodnos$ci nowotworéw gruczolu sutkowego, doty-
czacej miedzy innymi zmian molekularnych, skladu
komoérkowego i wrazliwosci na terapie [3]. Nie po-
zwalaja zatem na wystarczajaco doktadna ocene pro-
gnostyczng indywidualnych pacjentéw, co rzutuje
na wybdr i skuteczno$¢ leczenia [5,6,16,24]. Ma to
szczegblne znaczenie w odniesieniu do przypadkéw
sporadycznych raka piersi.

W ostatnich latach, dzieki rozwojowi technik moleku-
larnych, opracowano nowe metody oceny rokowania,
takie jak badanie obecnosci CK5/6 (cytokeratyny 5/6),
EGER (receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu,
ang. Epidermal Growth Factor Receptor), Ki67 (mar-
kera proliferacji komérkowej), a takze ocene profilu
genetycznego guza przy uzyciu mikromacierzy [24].
Ostatnia z metod opiera si¢ na analizie ekspresji wy-
branych gendéw zwigzanych z rozwojem guzéw [50,
6]. Te charakterystyczne sygnatury genowe postuzyty
do opracowania testow genetycznych stosowanych do
rozpoznania pacjentek z wysokim ryzykiem nawro-
téw choroby, ktdre powinny otrzymac chemioterapie
uzupelniajaca. Komercyjnie dostepnych jest kilka réz-
nych testéw genowych, w tym: 21-genowy Oncotype
DX oraz 70-genowy MammaPrint. Dla tych dwéch
testow prowadzone sa obecnie randomizowane pro-
spektywne badania kliniczne majace oceni¢ ich uzy-
teczno$¢ w praktyce klinicznej [16,24,40].

TEORIE KARCYNOGENEZY W ODNIESIENIU DO
RAKA GRUCZOtU SUTKOWEGO

Wspoélczesna medycyna coraz wieksza wage przy-
wiazuje do zapobiegania i wczesnego wykrywania
choréb oraz rozwoju terapii personalizowanych.

Badania nad rakiem piersi nie odbiegaja od tej ten-
dencji — prowadzone sa liczne projekty majace na
celu wykrycie markeréw umozliwiajacych ocene
ryzyka zachorowania, wczesna diagnoze i progno-
zowanie przebiegu tego nowotworu. Aby tego do-
kona¢, niezbedne jest jednak poznanie modeli le-
zacych u podstaw proceséw kancerogenezy raka
piersi [41,47].

Powstanie komoérki nowotworowej, potencjat
metastatyczny i rokowanie

Najbardziej znana teoria ttumaczaca nowotworzenie
jest hipoteza Knudsona, zwana takze modelem ,,two-
-hits’; zaktadajaca, ze powstanie nowotworu jest efek-
tem nagromadzenia si¢ mutacji w genomie komorki
i do rozwoju raka niezbedne sa dwa uszkodzenia DNA
(ang. two hits) [51,52]. Przyczynita sie ona do odkry-
cia onkogenéw i gendw supresorowych [52], ttumaczy
tez przyspieszona karcynogeneze w rodzinnych przy-
padkach raka gruczotu sutkowego u nosicielek hete-
rozygotycznej mutacji w genie BRCAI. Jednak no-
wotwér piersi pod pewnymi wzgledami wymyka sie
zalozeniom tej teorii. BRCAI odgrywa wazna funkcje
w utrzymaniu integralnosci genomu i jego biallelicz-
na inaktywacja spowodowac¢ powinna apoptoze lub
uposledzenie proliferacji. Tymczasem tak zmutowa-
nym komérkom udaje sie przezy¢, prawdopodobnie
na skutek akumulacji kolejnych mutacji, na przyktad
w genie p53. Mechanizmem przypuszczalnie utatwia-
jacym nabycie dodatkowych mutacji jest utrata sta-
bilno$ci genomu, do spowodowania ktérej wystarcza
inaktywacja pojedynczego allelu BRCAI [10]. Utra-
ta heterozygotycznosci i deregulacja ekspresji genu
BRCA spotykana jest takze w sporadycznych przy-
padkach raka piersi [8,53,54].

Komérki nowotworowe powstaja na skutek mutacji
genetycznych i epigenetycznych. Wedtug ,,stocha-
stycznej” teorii karcynogenezy, proces ten zaczyna
sie od przypadkowej pojedynczej komérki ulegaja-
cej nastepnie procesowi klonalnej selekcji. Tymcza-
sem ,,hierarchiczny” model karcynogenezy oraz sto-
sunkowo nowa teoria ,,macierzystych komorek raka’;
zwana tez hipoteza CSC (ang. cancer stem cell hy-
pothesis) zakladaja, ze transformacji nowotworo-
wej ulega pewna grupa komdrek pnia i komérek pro-
genitorowych, wystepujaca w prawidlowej tkance
gruczolu sutkowego [29]. Komérki nowotworowe
musza naby¢ fenotyp nowotworowych komérek ma-
cierzystych na drodze przemiany epitelialno-mezen-
chymalnej (ang. epithelial-mesenchymal transition
or transformation, EMT). Dzieki zdolno$ci do réz-
nicowania oraz samodzielnego odnawiania sie, daja
one poczatek wszystkim rodzajom komérek produ-
kowanym przez guz pierwotny, co ttumaczy obser-
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wowana heterogeniczno$¢ nowotworéw [55].

Poszczegdlne przypadki raka gruczotu sutkowego
wykazuja ogromny stopien réznorodnosci, jednak
nawet w obrebie tego samego nowotworu od dawna
zauwaza sie obszary odmienne pod wzgledem mor-
fologicznym. Ostatnie lata przyniosly potwierdzenie
tej wewnatrznowotworowej heterogenicznosci na
poziomie molekularnym. Odkryto, ze poszczegdlne
populacje komérek, a nawet indywidualne komorki
tego samego nowotworu, réznia sie miedzy soba ilo-
$cia i rodzajem zmian genetycznych. Niektore typy
molekularne wydaja sie wykazywac¢ wieksza rézno-
rodno$¢ wewnatrznowotworowg, niz inne [21,56],
ale zaréwno przyczyny tej zmiennosci, jak i jej konse-
kwencje nadal nie sa do konica poznane [21]. Wydaje
sie jednak, ze zmienno$¢ ta moze mie¢ zwiazek z tak
waznymi zjawiskami jak agresywno$¢ guza [21,57],
czy odpowiedz na terapie [21,57-59]. Traktowanie
heterogenicznych zmian nowotworowych, jako wie-
lu odrebnych populacji komérek moze przyczynic sie
do poprawienia efektywnosci leczenia [57].

Rozwdj choroby nowotworowej w kierunku meta-
stazy to proces zlozony i wciaz nie w petni zbada-
ny [41,55]. Znane sa jednak podstawowe etapy ko-
nieczne do wytworzenia przerzutéw, czyli powstanie
zmiany pierwotnej, przenikanie komérek nowotwo-
rowych do naczyn krwiono$nych (intrawazacja), ich
transport i przetrwanie w pradzie krwi, migracja
z krazenia do tkanek (ekstrawazacja), a w koricu ko-
lonizacja tkanek i narzadéw odleglych [41,60]. Pro-
gresja nowotworu wymaga powstania specyficznych
zmian w genomie, zaczynajac od tych inicjujacych
rozwoj guza przez zapewnienie komérkom zdolnosci
nieograniczonej proliferacji, mozliwosci tolerowania
zaburzen podzialéw komérkowych i niestabilno$ci
genomu oraz utrzymanie fenotypu progenitorowego.
Transformacja onkogeniczna nie wystarcza jednak
do nabrania potencjatlu metastatycznego [41,47,61].
Komoérka musi naby¢ nowe zdolnosci, przyczyniaja-
ce sie ostatecznie do umozliwienia zalozenia wtér-
nych kolonii i zajecia innych tkanek. Cho¢ podsta-
wowe etapy prowadzace do powstania przerzutow
sa takie same dla wszystkich rodzajéw nowotworéw,
to metastaza do réznych organéw wiaze sie z ko-
nieczno$cia nabycia innych wlasciwosci, a w zwigz-
ku z tym, z powstawaniem odmiennych mutacjileza-
cych u ich podstaw [41]. Zidentyfikowano juz wiele
zmian, zar6wno genetycznych jak i epigenetycznych,
przyczyniajacych sie do progresji nowotworowej
[29,41] i wciaz odkrywane sa kolejne [62].

Komérki nowotworowe opuszczaja guz pierwotny
droga limfatyczna lub krwionos$na [46,63]. Wiele no-
wotwordw, w tym rak gruczotu sutkowego, pierwsze

ogniska przerzutowe tworzy najczesciej w regional-
nych weztach chlonnych, stad pojawienie sie kon-
cepcji wezta wartowniczego (ang. sentinel lymph
node, SLN), czyli pierwszego wezla limfatycznego na
drodze sptywu chlonki z ogniska nowotworowego,
w ktérym to wtérna zmiana nowotworowa powin-
na rozwinac sie najszybciej. Zdarza sie, ze przerzu-
ty w regionalnych weztach chlonnych sa pierwszym
zauwazalnym objawem raka piersi i ich diagnoza
poprzedza wykrycie guza pierwotnego [19]. Stan
pachowych weztéw chlonnych jest jednym z waz-
niejszych czynnikdéw pozwalajacych prognozowac
przebieg raka gruczotu sutkowego, majacym wskazy-
wad, czy prawdopodobne jest powstanie przerzutow
wisceralnych. Pacjenci bez przerzutéw w tych we-
ztach oceniani sg jako lepiej rokujacy, mimo to jed-
nak u znacznej czesci z nich rozwina sie guzy wtérne
[19,46,63] — gtéwna przyczyna wysokiej $miertelno-
$ci raka piersi. Czesto ma miejsce takze sytuacja od-
wrotna: u chorych z przerzutami do weztéw pacho-
wych nigdy nie stwierdza si¢ nawrotu nowotworu.
Ten brak jednoznacznej korelacji $wiadczy o ztozo-
nosci proceséw lezacych u podstaw karcynogenezy
[46]. U ponad 80% kobiet z inwazyjnym rakiem pier-
si bez zajetych wezléw chlonnych w ciggu dziesie-
ciu lat od diagnozy prawdopodobnie nie dojdzie do
pojawienia sie przerzutéw [19]. Tej grupie pacjentek
cytotoksyczna chemioterapia niesie jedynie niewiel-
ka poprawe rokowan, tymczasem sa one narazone
na towarzyszace jej powazne dzialania niepozadane
ze wzgledu na brak mozliwo$ci rozréznienia, ktérzy
chorzy odniosa z niego rzeczywista korzys¢ [6,19].

Metastaza — model progresji liniowej a model
progresji rownolegtej

Do niedawna, powszechnie akceptowana teoria ttu-
maczaca proces powstawania przerzutéw byt tak
zwany model progresji liniowej, wedlug ktérego me-
tastaza jest koncowym etapem karcynogenezy [55].
Hipoteza ta poczatkowo opierala sie na obserwacji
stopniowego postepowania zaburzen morfologicz-
nych zwigzanych z nowotworem [64], za$ pdZniej
powiazano z tym procesem odkryte w genomie raka
akumulacje zmian genetycznych i epigenetycznych
[47,65]. Zgodnie z tym modelem, niewielka gru-
pa komérek nowotworowych w guzie pierwotnym
przechodzi liczne selekcyjne cykle mutacji. Po tych
przemianach sa one w stanie dzieli¢ sie niezaleznie
i w szybkim tempie, dzieki czemu pierwotny guz roz-
rasta sie. W po6znej fazie rozwoju nowotworu cze$é
z wyselekcjonowanych klonéw komorek rakowych,
ktérym udalo sie uzyskac inwazyjny fenotyp, opusz-
cza zmiane pierwotng, by da¢ poczatek przerzutom
[47,65-67]. Proces adaptacji jest tutaj rozumiany jako
zakonczenie rozwoju i genetycznej ewolucji komor-
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ki [67]. Wedlug tej teorii, ostateczna disseminacja
w pelni zlosliwych klonéw komérek nowotworo-
wych zalezy od rozmiaru guza — dla przyktadu, klo-
nalna ekspansja komoérek z mutacja genu supresoro-
wego TP53 wystepuje najczesciej, gdy srednica guza
przekracza 2cm [47]. Powyzsza obserwacja, popar-
ta faktem, iz czestotliwo$¢ wystepowania przerzu-
tow takze wzrasta wraz z rozmiarem guza [47,68-70]
(co jest podstawa powszechnie stosowanego systemu
klasyfikacji nowotworéw TNM, ktérego nazwa po-
chodzi od pierwszych liter angielskich stéw: Tumor,
Nodus, Metastases), wydaje sie potwierdzac teze,
wedlug ktérej zdolno$¢ do przerzutowania moga po-
siada¢ komorki, ktére ulegly rozsiewowi w zaawan-
sowanej fazie progresji nowotworu pierwotnego
[47,68,69]. Zgodnie z teorig progresji liniowej, geno-
my komérek tworzacych przerzuty moga wykazywac
dodatkowe mutacje w stosunku do genoméw komé-
rek z guzéw pierwotnych, lecz ich ogdlny profil gene-
tyczny powinien by¢ zblizony [55,71].

Zaawansowane badania molekularne pozwolily na
weryfikacje zalozen hipotezy progresji liniowej i za-
sugerowaly poprawnos¢ innego modelu procesu me-
tastazy [6,65-68,72-74]. Teoria ta, nazwana hipoteza
progresji réwnoleglej, sformutowana zostala juz w la-
tach 50 ubieglego wieku. Zmierzono wtedy szybkos¢
wzrostu ludzkich nowotworéw i odkryto, ze wiele
przerzutéw bylo zbyt duzych, by ich rozwéj mégt zo-
sta¢ zapoczatkowany w zaawansowanej fazie rozwoju
guza pierwotnego [47,75]. Zalozono wiec, ze inicjacja
nowotworzenia moze by¢ rozpoczeta juz przed poja-
wieniem sie pierwszych objawéw i zdiagnozowaniem
choroby [47]. Model ten nie odrzuca podstawowego
mechanizmu progresji nowotwordw, czyli selekcji klo-
nalnej w guzach pierwotnych, czy akumulacji zmian
genetycznych i epigenetycznych. Zaklada jednak, ze
moment disseminacji komérek o potencjale metasta-
tycznym niekoniecznie przypada na pézna faze roz-
woju guza pierwotnego [6,47,65,72], a nawet moze by¢
wlasciwo$cia charakteryzujaca zmiane nowotworo-
w3 juz w momencie jej powstania [6,66]. Ponad dzie-
sie¢ lat temu pierwszy raz wykazana zostala niewielka
ilo$¢ cech wspoélnych, badz tez ich brak, miedzy geno-
typem komérek z guza pierwotnego, a komoérek z prze-
rzutéw raka piersi [76] i raka nerki [77], mogaca by¢
skutkiem wczesnego oddzielenia sie wciaz ewoluuja-
cych komérek od zmiany macierzystej [47,67]. Nowe
badania potwierdzily mozliwo$¢ ustrojowego rozsiewu
komorek nowotworowych juz w momencie powstania
poczatkowych zmian nablonkowych u kobiet z nowo-
tworem piersi [78]. Wedlug modelu progresji réwnole-
glej, komdrki we wstepnej fazie nowotworzenia, szyb-
ko oddzielajace si¢ od zmiany macierzystej, podlegaja
somatycznej progresji w docelowej, odlegtej lokalizacji
[67]. Zmiany genetyczne i epigenetyczne w guzie pier-

wotnym i przerzutach sa odmienne, gdyz pojawiaja sie
paralelnie, niezaleznie od siebie. Rozsiane komérki no-
wotworowe — DTC (ang. disseminated tumour cells),
krazace po organizmie, podlegaja wplywowi mikro-
srodowiska, do ktérego trafiaja i mutuja w sposéb od-
rebny. Kolejne pokolenia DTC moga migrowac z guza
pierwotnego wielokrotnie w réznym czasie, a prze-
rzuty moga rozwijac sie réwnolegle [41,47]. Koncep-
cja wskazujaca na poprawnos$¢ modelu réwnoleglego
rozwoju guza pierwotnego i przerzutéw jest tak zwa-
na ,teoria ziarna i gleby” (ang. seed and soil), podkre-
$lajaca wplyw odlegtego mikro$rodowiska na tworze-
nie przerzutéw [79]. Rozsiane komdrki nowotworowe
wykryto gléwnie w szpiku kostnym [41,65,67], ale tak-
ze w wezlach limfatycznych i krwi obwodowej [41,67].
Na podstawie zaleznosci miedzy ich obecnoscia u pa-
cjentéw po resekcji guza pierwotnego, a pojawianiem
sie przerzutéw, DTC sa uwazane za prawdopodobna
przyczyne nawrotéw choroby nowotworowej [67,80].
Czasowy odstep miedzy infiltracja narzadéw, a ich ko-
lonizacja przez komérki nowotworowe, czyli okres la-
tencji — od wykrycia guza pierwotnego do zdiagnozo-
wania przerzutéw — moze by¢ odmienny dla réznych
rodzajéw nowotworu. Cho¢ zaréwno gruczolakora-
ki piersi, jak i ptuc przewaznie daja przerzuty do kosci,
pluc, watroby i mézgu, to znacznie réznia si¢ czasem,
po jakim pojawiaja sie zmiany wtérne [41,81]. Podczas
gdy w przebiegu raka ptuc zaawansowane przerzuty
stwierdza sie czesto juz w momencie diagnozy ogniska
pierwotnego [55], w raku piersi nawroty obserwowa-
ne sa nawet po wielu latach remisji [55,65]. W nowo-
tworach ztoéliwych, ktérych metastaza poprzedzona
jest dlugotrwatym okresem latencji, takich jak rak gru-
czolu sutkowego, nabywanie profilu inwazyjnego wy-
daje sie odbywac w czasie przebywania DTC w mikro-
$rodowisku danego organu odlegtego. Kazda z tkanek
wywiera inny wplyw na rozsiane komoérki nowotworo-
we, co moze skutkowaé powstawaniem komoérek o po-
tencjale przerzutowym specyficznym dla danego na-
rzadu. Mutacje genetyczne i epigenetyczne w populacji
rozsianych komérek nowotworowych, a takze zmiany
w mikrosrodowisku, moga ostatecznie skutkowac osia-
gnieciem pelnej zdolnos$ci tworzenia przerzutéw przez
cze$¢ DTC. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ fakt,
ze u pacjentéw z rakiem piersi, zmiany wtérne rozwi-
jaja sie najpierw w jednym organie, a dopiero pdzniej
w kolejnych [41]. W ostatnich latach przy uzyciu tech-
nik molekularnych o wysokiej rozdzielczosci wykaza-
no, iz genomy DTC wyizolowanych ze szpiku kostnego
pacjentow z rakiem piersi moga nie tylko rézni¢ sie od
genomu komérek pochodzacych z macierzystego guza
pierwotnego, ale nawet wykazywa¢ mniej aberracji od
niego [65,67,82]. Podobne wyniki otrzymano, gdy po-
réwnywano komorki pobrane ze zmiany pierwotnej do
komérek z przerzutéw, zaréwno regionalnych, jak i od-
leglych [46,74,76,83-85]. Ta genetyczna heterogenicz-
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no$¢ komorek raka piersi moze sugerowaé wspolist-
nienie guzdw pierwotnych i przerzutéw na wczesnym
etapie procesu nowotworzenia oraz ich niezalezny od
siebie rozwdj [46,65,67,82]. Analogiczne rezultaty do-
starczyly takze badania innych nowotworéw [67,86-
92]. Mozliwe jest tez istnienie odrebnych grup genéw
odpowiedzialnych za proces metastazy. Zmiany w ,,ge-
nach inicjacji” i ,,genach progres;ji” przerzutowania by-
lyby wspélne dla guza pierwotnego i zmian wtérnych,
natomiast ,geny zlosliwosci” zapewnialyby przewage
komoérkom nowotworowym dopiero w nowej lokali-
zacji, dlatego tez ich aberracje nie bylyby wykrywane
w guzach pierwotnych [55,66,93-95].

Fakt, ze coraz wiecej doniesien wskazuje na popraw-
no$¢ teorii rownoleglej progresji guzéw pierwotnych
i przerzutéw, niesie ze soba potrzebe zmiany obecne-
go podejscia klinicznego. Zakwestionowane zostaje
stosowanie guzéw pierwotnych w przewidywaniu od-
powiedzi na terapie raka uogélnionego [46,47,67] oraz
korzystanie z linii komérkowych otrzymanych z za-
awansowanych zmian nowotworowych, gdyz moze to
zaburzac selekcje adaptacyjna klonéw komoérek i wply-
ng¢ na mechanizmy odpowiadajgce za wczesne prze-
rzutowanie. Cho¢ model progresji liniowej proponuje
proste rozwiazanie problemu nowotworéw: nalezy za-
pobiec powstaniu przerzutdw poprzez usuniecie guza
we wczesnej fazie progresji, a nastepnie zniszczy¢ pozo-
state komérki nowotworowe — to jednak takie postepo-
wanie w praktyce nie daje zadawalajacych efektow [47].
Przyczyna moze by¢ brak cech wspdlnych miedzy ko-
moérkami guza pierwotnego, a rozsianymi komérkami
nowotworowymi i przerzutami. Model progresji réw-
nolegtlej, uwzgledniajacy heterogenicznos¢ DTC, daje
nadzieje na opracowanie nowych terapii opartych na
identyfikacji markeréw metastazy oraz zmian DNA
inicjujacych i predysponujacych do nowotworzenia,
umozliwiajacych wczesna diagnostyke raka uogélnio-
nego [47,67].

RAK PIERSI A ABERRACJE LICZBY KOPII DNA

Mozaikowato$¢ somatyczna w kontekscie CNV

Jednym z efektéw intensywnych badan molekular-
nych prowadzonych w minionych latach bylo od-
krycie, ze organizmy ludzkie réznia si¢ miedzy soba
pod wzgledem somatycznych rearanzacji struk-
turalnych, zwanych CNV (ang. Copy Number Va-
riants) [96-101]. CNV mozna zdefiniowa¢ jako
fragmenty DNA o dlugos$ci powyzej 1 kb, wystepu-
jace w genomie w réznej liczbie kopii. Moga wyste-
powac¢ w postaci delecji, duplikacji, insercji, badz
zmian zlozonych zwanych MSVs (ang. Multi-site
Variants) [98,102]. Polimorfizm liczby kopii DNA

zostal uznany za istotny genetyczny element zmien-
nos$ci miedzyosobniczej, a liczba doniesienr o po-
wiazaniach miedzy aberracjami liczby kopii DNA,
a schorzeniami — zaréwno rzadkimi o podtozu ge-
netycznym, jak i chorobami czesto wystepujacymi
— stale ro$nie [96,98,102].

Jednak mozaikowato$¢ somatyczna dotyczaca CNV,
wystepujaca w obrebie jednego organizmu byta do
niedawna nieznanym aspektem zmiennosci ludz-
kiego genomu. Dowiedziono, ze takie subchromo-
somalne rearanzacje strukturalne moga dotykac po-
jedynczych organéw oraz jednej lub kilku tkanek,
takze tych patologicznie niezmienionych, w obre-
bie tego samego organizmu. Podobne zmiany stwier-
dzono pomiedzy blizniakami jednojajowymi, ktére
W ujeciu genetycznym mozna uznaé za ekstremal-
ny przyktad mozaikowatosci somatycznej. Zmiany
te wystepuja w wielu komoérkach i obejmuja od kilku
tysiecy do kilku milionéw par zasad [103-105].

Obecnie uwaza sie, ze zaburzenia w nastepujacych
mechanizmach molekularnych prowadza do po-
wstawania wiekszosci rearanzacji strukturalnych
w genomie cztowieka: NAHR (ang. non-allelic ho-
mologous recombination), NHE] (ang. non-homo-
logous end-joining), FoSTeS (ang. Fork Stalling and
Template Switching) i MMBIR (ang. microhomolo-
gy-mediated break-induced replication) [106,107].
Kazdy z nich moze odpowiadaé¢ za powstawanie
zmian w czasie mitozy, jak i mejozy, jednak powia-
zanie z procesem nowotworzenia wykazuja przede
wszystkim rearanzacje powstajace w komérkach so-
matycznych [107,108]. Mechanizmy te pozostawia-
ja swoiste $lady na poziomie sekwencji nukleotydow
DNA, na podstawie ktérych mozliwe jest okreslenie
jakiego rodzaju proces komérkowy ulegt zaburzeniu
i lezy u podstaw powstania danej zmiany [106,107].
Wyniki najnowszych badan donosza takze o kolej-
nym, zaskakujacym mechanizmie powstawania re-
aranzacji strukturalnych. Okazuje sie, ze dziesiat-
ki, a nawet setki mutacji moga powsta¢ w genomie
w czasie jednego, czesto katastrofalnego w skutkach,
procesu komérkowego. Zjawisko to, nazwane chro-
mothripsis (gr. chromos - chromosom; thripsis - roz-
trzaska¢ na kawatki), zachodzi w 2-3% nowotwordéw
[109].

Luki w sekwencjonowaniu, a aberracje
subchromosomalne

Obecnos¢ somatycznych aberracji jest charakte-
rystyczna dla sporadycznego nowotworu gruczolu
sutkowego [110]. Badania cytogenetyczne i moleku-
larne wykazaly wystepowanie licznych subchromo-
somalnych rearanzacji strukturalnych w komérkach
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somatycznych raka piersi, a takze wylonily szereg re-
gionéw genomu ulegajacych aberracjom liczby kopii
DNA [5,30,111-118].

Nabyte zmiany liczby kopii DNA przyczyniaja sie
do inicjacji i progresji karcynogenezy [108,110],
maja potencjal prognostyczny [30,42,43] i wykazu-
ja powiazanie z typami molekularnymi raka piersi
[30,42,43,119-122]. Jednak tylko jedna zmiana soma-
tyczna — amplifikacja w obrebie genu HER-2, wyste-
pujaca w 10-15% guzéw — ma zastosowanie klinicz-
ne [111]. Wyodrebnienie grupy charakteryzujacej sie
amplifikacja HER-2, doprowadzilo do opracowania
nowej metody leczenia — terapii celowanej przeciw-
ko receptorowi HER-2 [18,28,112]. Ogdlnie, okolo
20% réznic w poziomie ekspresji genéw, wywolana
jest zmianami liczby kopii DNA w raku piersi. HER2
jest rzadkim przykladem onkogenu, ktérego nade-
kspresja jest bezposrednio zwigzana z amplifikacja
$cisle zdefiniowanego locus [111]. Niewatpliwy suk-
ces kliniczny oparty na odkryciu amplifikacji w ob-
rebie genu HER-2 przyczynil sie do rozwoju badan
nad innymi somatycznymi subchromosomalnymi re-
aranzacjami strukturalnymi wystepujacymi w geno-
mie kobiet z rakiem piersi [28,30,42,43].

Obiecujacym obszarem poszukiwan nowych aber-
racji strukturalnych o potencjale diagnostycznym sa
rejony flankujace tzw. luki w sekwencjonowaniu, po-
niewaz charakteryzuja sie ponadprzecietna podatno-
$cig na powstawanie rearanzacji strukturalnych DNA
[104,123]. Luki w sekwencjonowaniu (ang. sequen-
cing gaps) sa miejscami w genomie ludzkim, ktérych
scharakteryzowanie w trakcie realizacji Projektu Po-
znania Ludzkiego Genomu (ang. Human Genome
Project) okazalo sie problematyczne, ze wzgledu na
problemy z ich sekwencjonowaniem i klonowaniem.
Zawieraja one najczesciej liczne duplikacje segmen-
talne, palindromy, a czasem takze duze, ztozone re-
aranzacje strukturalne [124]. Rejony te dziela sie na
dwa podstawowe rodzaje: luki heterochromatynowe
i euchromatynowe [124]. W 2004 roku opublikowa-
no 99% sekwencji euchromatynowej ludzkiego ge-
nomu, zidentyfikowano tez lokalizacje 341 luk [125].
Liczna obecno$¢ polimorfizméw strukturalnych
i rearanzacji chromosomalnych na obrzezach luk
w sekwencjonowaniu, sugeruje, ze loci te wykazuja
zwiekszona podatno$¢ na powstawanie takich aber-
racji, co ma zwiazek miedzy innymi z utrata stabilno-
$ci genomu [124]. Efekty zaburzen dziatania mecha-
nizméw NAHR, NHE], FoSTes i MMBIR powinny
by¢ w pierwszej kolejnosci widoczne w czesciach
genomu o budowie najbardziej sprzyjajacej powsta-
waniu zmian [125]. Istnieje podejrzenie, ze obec-
nos¢ tych stosunkowo duzych zmian genetycznych
de novo, dotykajacych czesto takze wielu funkcjo-

nalnych genéw, nie pozostaje bez wplywu na feno-
typ nosicieli, szczegdlnie w kontekscie somatycznych
choréb o podlozu genetycznym, do ktérych nalezy
rak gruczotu sutkowego [126].

Biobankowanie

Préby odkrycia mechanizméw wptywajacych na zto-
zone procesy nowotworowe wymagaja projektowania
badan wykorzystujacych nowoczesne technologie mo-
lekularne, ale nawet w erze sekwencjonowania calego
genomu, trudno nie doceni¢ warto$ci dobrze scharak-
teryzowanych i opisanych prébek tkankowych. Niewta-
$ciwa ilo$¢ badz jakos¢ prébek, stanowia wieksza prze-
szkode w przeprowadzaniu badan niz skomplikowane
technologie molekularne [127]. Obecnie trwaja prace
nad wprowadzeniem we wszystkich biobankach jed-
nolitych standardéw pobierania, przechowywania oraz
transportowania prébek w celu ich szerokiego udostep-
niania [128]. W projekcie realizowanym przy wsparciu
Naukowej Fundacji Polpharmy powyzsze zadania zo-
staly powierzone Centralnemu Bankowi Tkanek i Ma-
terialu Genetycznego — CBTiMG — przy Gdanskim
Uniwersytecie Medycznym.

Wychodzac tym oczekiwaniom na przeciw CBTIMG
wlaczyl sie w pan-europejska sie¢ biobankéw (BBM-
RI — Biobanking and Biomolecular Resources Re-
search Infrastructure). Od tej pory sukcesywnie
wprowadza standardy, zwieksza swoje zasoby oraz
rozwija infrastrukture badawcza (Partners & Mem-
bers of BBMRI). Podstawa sukcesu CBTiMG jest sta-
ranny dobér grup pacjentéw, standaryzacja metod
pobierania, utrwalania i przechowywania prébek.
Udostepniany jest réwniez pelen opis kliniczny, jak
i dane z pelnego okresu obserwacji (ang. follow-up),
z zachowaniem procedur bioetycznych, takich jak
$wiadoma zgoda pacjentéw oraz anonimizacja da-
nych osobowych. Prébki pobierane sa bezposrednio
na sali operacyjnej i natychmiast po pobraniu i opi-
saniu mrozone w oparach cieklego azotu, nastepnie
transportowane do CBTiMG, gdzie przechowywa-
ne sa w zamrazarkach niskotemperaturowych. Dane
kliniczne pochodzg z wojewd6dzkich rejestréow cho-
réb nowotworowych, oddzialéw NFZ, szpitali, po-
radni i s3 powiazane z przechowywanymi prébkami.
Dodatkowym zZrédtem danych oprécz tkanki nowo-
tworowej jest takze tkanka zdrowa, krew i mocz -
pobierane od tego samego pacjenta. W celu bardzo
doktadnego opisania pobranych probek CBTiMG
tworzy ,backup” stanowiacy lustrzane odbicie
wszystkich przechowywanych tkanek. Pozwala to na
precyzyjne okreslenie badanego materiatu oraz pe-
ten opis patomorfologiczny (proporcje tkanek pra-
widlowych, nowotworowych, martwicy, wtéknienia
w danej prébce). ,Backup” tkankowy pod postacia
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zamrozonej probki i bloczka parafinowego stanowi
takze rezerwe na wypadek konieczno$ci powtdrzenia
lub poszerzenia zakresu badan.

Biobanki — jako jedna z dziesieciu idei zmieniaja-
cych $wiat — zostaly uznane za niezbedny element
w osiggnieciu postepu w dziedzinie biotechnologii,
ochronie zdrowia, badaniach naukowych oraz w dal-
szej eksploracji w obszarze nauk o zyciu [129,130].
Duze biobanki, czy tez sie¢ biobankdw, wyposazone
w roboty i automatyczne stacje przetwarzania pré-
bek w niedalekiej przysztosci beda réwniez cennym
zrédtem dla firm farmaceutycznych poszukujacych
nowoczesnych lekéw [131].

CEL, ORYGINALNE ASPEKTY
PRZEPROWADZONYCH BADAN, WNIOSKI

W zrealizowanym projekcie finansowanym przez
Naukowa Fundacje Polpharmy, postawiono hipote-
ze, ze somatyczne CNV w rejonach genomu flanku-
jacych luki w sekwencjonowaniu (ang. sequencing
gaps) stanowia pierwszy objaw niestabilnosci ge-
nomu i sprawdzono te hipoteze w kontekscie spo-
radycznego raka piersi. Wlasciwym celem projektu
bylo poszukiwanie odpowiedzi na pytanie: czy czas,
mechanizm i czesto$¢ powstawania somatycznych
subchromosomalnych rearanzacji strukturalnych
w rejonach flankujacych ,sequencing gaps” ma zna-

Tabela 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu

czenie diagnostyczne i prognostyczne w sporadycz-
nym raku piersi? Badanie objeto réwniez zmiany
epigenetyczne (w znaczeniu metylacji DNA) w tych
samych rejonach, w szczegdlnosci analize funkcjo-
nalng (inaktywacja ekspresji genéw) i strukturalna
(modyfikacja lokalnej architektury genomu sprzy-
jajaca powstawaniu rearanzacji strukturalnych). Po-
wyzsza hipoteze oraz cele sformulowano na podsta-
wie stanu wiedzy zestawionego w Tabeli 1.

Podczas realizacji projektu ukazato sie kilka raportéw
z szeroko zakrojonych prac dotyczacych proéb klinicz-
nych raka piersi zrealizowanych w znacznej mierze
przez duze konsorcja badawcze [28,84,117,132-136].
Tym niemniej, szczegélowy przeglad tych prac pozwala
na wyodrebnienie oryginalnych aspektéw badan wspie-
ranych przez Naukowa Fundacje Polpharmy.

W odniesieniu do planu badan wyrézniajacy jest zakres
materiatu badawczego oraz indywidualny projekt plat-
formy badawczej (mikromacierzy). Projekt uwzgledniat
badania guzéw pierwotnych, przerzutéw (gtéwnie do
wezl6w chlonnych), zdrowej tkanki gruczotowej pobra-
nej z odleglej lokalizacji w stosunku do umiejscowienia
guza oraz leukocytéw krwi obwodowej jako materia-
tu referencyjnego. Wiekszos$¢ badan uwzglednia guzy
pierwotne lub przerzuty [70,117,132,133,135-140]. Oba
rodzaje guzéw pochodzace od tych samych pacjen-
téw rzadko sa analizowane razem w jednym badaniu
[67], a ma to istotne znaczenie, ze wzgledu na ograni-

. . Pozycja
Obserwacja Stan wiedzy pismiennictwa
[104,124]
Rejony te wykazuja podwyzszong podatno$¢ na powstawanie rearanzacji strukturalnych. [123,141]
Rejony flankujace luki Luki charakteryzujg sie wysoka czestotliwoscia wystepowania rearanzacji strukturalnych. '
w sekwencjonowaniu Rejony flankujace to czesto sekwencje zbudowane z duplikacji segmentalnych. [123]
Luki w sekwencjonowaniu i rejony je flankujace moga zawierac geny.
[104,123]
Obserwuje sie zmiany w guzach pierwotnych i przerzutach. W czesci doniesier profil tych [75,83,85]
zmian jest zblizony, niektdre jednak informuja o odmiennych wzorach aberracji, a takze
0 mniejszej ilosci zmian w przerzutach niz w zmianach pierwotnych, z ktérych pochodza.
Czas wystepowania zmian Komorkl guzow ple.rwotnych pgbranych od pacjentdw z przerzutami do weztow 9hionnych
wykazuja wyzszg niestabilno$¢ genomowa, niz komorki pacjentéw bez przerzutéw.
Udowodniono mozliwos¢ ustrojowego rozsiewu komérek nowotworowych juz w momencie
powstania poczatkowych zmian nabtonkowych u kobiet z nowotworem piersi.
Brak jest danych w kontekscie rejondw flankujacych luki w sekwencjonowaniu. [78]
Znane sg ogdlne mechanizmy generowania zmian w rejonach ztozonych strukturalnie, m.in.
Mechanizm generowania NAHR (ang. non-allelic homologous recombination), NHEJ (ang. non-homologous end- [106,107]
zmian joining), FoSTeS (ang. Fork Stalling and Template Switching) i MMBIR (ang. Microhomology- !
Mediated Break-Induced Replication).
Nie przeprowadzono analizy zmian strukturalnych i epigenetycznych w zdrowej tkance
] gruczotowej w poréwnaniu do tkanki nowotworowej.
Zmiany w ,,Z'dI'OWGJ thance Istnieje doniesienie wskazujace na LOH (ang. loss of heterozigosity) w zdrowej tkance
gruczotowej - f
gruczotowej, brak wysokorozdzielczych danych. [142]

Brak jest danych w kontekscie rejonow flankujacych luki w sekwencjonowaniu.
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Tabela 2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

Kategoria obserwacji Wynik

Czas wystepowania zmian

Zmiany strukturalne i epigenetyczne wystepuja juz w zdrowej tkance gruczotowej. Niektdre proby wykazuja

zmiany strukturalne w rejonach uwaznych za sygnatury genomowe raka piersi. Wystepowanie zmian
w zdrowej tkance gruczotowej otwiera droge do opracowania rozwigzan diagnostycznych.

Mechanizm generowania zmian

Stwierdzono obecno$¢ powtérzen modutéw sekwencji w rejonach rearanzacji oraz charakterystycznych

motywow sugerujacych mozliwg funkcje regulatorowg sekwencii niekodujacych. Rejony objete przez
rearanzacje strukturalne powigzane sa réwniez z wystepowaniem metylacji DNA.

Czestos$¢ powstawania zmian

Srednia liczba rearanzacji strukturalnych w niezmienionej nowotworowo tkance gruczotowej od pacjentek

z rakiem piersi jest o ok. % wieksza niz w grupie tkanek kontrolnych. W tkankach od pacjentek obserwowane
zmiany s rozproszone w ponad dwukrotnie wiekszej liczbie badanych rejonéw w poréwnaniu do grupy

kontrolnej.

Geny

Mimo ze projekt dotyczyt w duzej mierze sekwencji niekodujacych, mozliwe byto wytypowanie genow

wystepujacych w rejonach rearanzacji strukturalnych i zmian epigenetycznych. Wiekszo$¢ z tych genéw byta
wczesniej raportowana w kontekscie zwigzku z nowotworzeniem, jednak zidentyfikowano takze grupe gendw,
ktore jak dotad nie byly przedmiotem szerszych badan w raku piersi.

Rozwigzania metodyczne

Regeneracja mikromacierzy oligonukleotydowych umozliwiajaca czterokrotne uzycie [143].

Genomic Variants Comparator - oprogramowanie do wykonywania zestawien i poréwnan danych
z mikromacierzy oraz sekwencjonowania nastepnej generacji [Madanecki i in., w przygotowaniu].

czone mozliwosci poréwnania wynikéw badan wyko-
nanych na prébach od réznych grup pacjentek i z wy-
korzystaniem odmiennych metod. Ponadto zdrowa
tkanka gruczolowa jest pomijana w badaniach, a jesli
zostanie uwzgledniona, to pochodzi z bezpo$rednie-
go sasiedztwa guza, dlatego nie jest materiatem opty-
malnym, z uwagi na procesy zapalne i ryzyko kontami-
nacji komérkami nowotworowymi [139]. Dodatkowo,
jednoczesna analiza somatycznych rearanzacji struk-
turalnych i metylacji DNA z wykorzystaniem wymie-
nionego, pelnego zakresu tkanek od pacjentek, nie zo-
stata jak dotad przeprowadzona. Do wykonania badan
wykorzystano dedykowana oligonukleotydowa mikro-
macierz DNA, zaprojektowana i wyprodukowana spe-
cjalnie dla potrzeb zrealizowanego projektu. Mikroma-
cierz, zlozona w sumie z ponad 580 tysiecy punktéw
pomiarowych, pozwolita na analize rejonéw flankuja-
cych wszystkie luki w sekwencjonowaniu w genomie
ludzkim (edycja sekwencji genomu ludzkiego hg19/
GRCh37) z wysoka rozdzielczo$cia (Srednia rozmiesz-
czenia przestrzennego sond: 51 bp). Rejony flankuja-
ce sequencing gaps ze wzgledu na zlozona strukture sa
podatne na rearanzacje strukturalne. Przyjeto wiec, ze
w trakcie nowotworzenia beda w pierwszej kolejnosci
ulega¢ zmianom strukturalnym i tym samym posiadac
znaczenie diagnostyczne.

Uzyskane wyniki pozwolily sformulowa¢ ogélne
whnioski, ktére przedstawiono w Tabeli 2. Szczegdto-
wa prezentacja wynikéw projektu jest tematem odreb-
nego raportu badawczego [Ronowicz i wsp., w przygo-
towaniu]. Wprawdzie przeprowadzone badania miaty
charakter zasadniczo podstawowy, to uzyskane wyni-

ki definitywnie zachecaja do realizacji projektow apli-
kacyjnych. Ewentualne wdrozenia wymagaja opraco-
wania dedykowanych narzedzi diagnostycznych (np.
specjalizowanej mikromacierzy), ktére musza podle-
gac walidacji w warunkach klinicznych i z wykorzysta-
niem znacznej liczby préb od pacjentek oraz z grup
kontrolnych. Ponadto, podczas realizacji projektu
wprowadzono dwa zasadnicze usprawnienia, ktére
maja charakter niezaleznych rozwigzan metodycz-
nych, czyli juz obecnie stanowia samodzielne rozwig-
zania o znaczeniu praktycznym (Tabela 2).

Podsumowujac, realizacja projektu wykazata, ze
czas, mechanizm i czesto$¢ powstawania soma-
tycznych subchromosomalnych rearanzacji struk-
turalnych w rejonach flankujacych luki w sekwen-
cjonowaniu moga mie¢ znaczenie diagnostyczne
i prognostyczne u pacjentek ze sporadycznym ra-
kiem gruczolu sutkowego. Przeprowadzone bada-
nia, dotyczace tkanek bardzo rzadko analizowanych
tacznie i kompleksowo, przyczyniaja sie do lepszego
poznania niezwykle zréznicowanej choroby, jaka jest
rak piersi i moga postuzy¢ do opracowania nowych
rozwigzan diagnostycznych. Obecny, gwaltowny
rozw6j metod i spadek kosztow wysoce wydajnego
sekwencjonowania réwnoleglego otwiera droge do
rozwojowej kontynuacji przedstawionego projektu.
Dzieki mozliwo$ci okreslenia indywidualnego profi-
lu mutacji dla kazdego guza, a nawet dla kazdej sub-
populacji komérek, nowe metody sekwencjonowania
przyblizaja spetnienie marzenia o w pelni spersonali-
zowanej diagnostyce w tak heterogenicznej chorobie
jaka jest rak piersi [21,58,144].
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2010 roku przyznata zespotowi pra-
cujacemu pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Koziak grant na realizacje
projektu badawczego pt. Identyfikacja zwigzku chemicznego hamujgcego
biologiczne efekty interleukiny 15 (IL-15) poprzez selektywne blokowanie
receptora IL-15Ra

STRESZCZENIE

Interleukina 15 (IL-15) jest cytoking o plejotropowym dziataniu od-
dzialujacg zar6wno na komérki uktadu immunologicznego, jak i sze-
reg innych typow komorek. IL-15 wiaze sie z receptorem zbudowa-
nym z trzech podjednostek: specyficznej dla IL-15 podjednostki a
(IL-15Ra); podjednostki B, ktéra wspétdzieli z IL-2 (IL-2/IL-15Rp)
oraz podjednostki y,, bioracej udziat w wiazaniu wiekszej grupy cy-
tokin. Zaburzenie mechanizméw regulujacych ekspresje IL-15 pro-
wadzace do jej nadprodukcji bezposrednio przyczynia sie do rozwoju
proceséw zapalnych, autoimmunologicznych, zakaznych i nowotwo-
rowych.

W artykule oméwiono dotychczas stosowane metody hamowania
aktywnosci biologicznej IL-15. Przedstawiono réwniez wyniki ba-
dan, ktére pozwolily zidentyfikowa¢ 13 zwiazkéw skutecznie hamu-
jacych odpowiedz komérkowa indukowang IL-15. Badane substancje
wyselekcjonowano na podstawie biomodelowania komputerowego.
W oparciu o tréjwymiarowa strukture modelu kompleksu IL-15-IL-
15Ra wyznaczono farmakofory miejsc wigzacych w receptorze oraz
ligandzie, po czym przeszukano baze skupiajaca znane i dostepne
handlowo zwiazki chemiczne pod katem najsilniejszego oddziatywa-
nia z wyznaczonymi fragmentami receptora lub liganda. Ocena ak-
tywnosci biologicznej wybranych zwiazkéw zostata zweryfikowana in
vitro w oparciu o odpowiedz jednojadrzastych komoérek krwi obwo-
dowej (PBMC). Zbadany zostal wplyw wyselekcjonowanych substan-
¢ji na indukowanag przez IL-15 synteze dwdch cytokin prozapalnych,
TNF-ailL-17 oraz na proliferacje komérek wywotang IL-15. Zwiaz-
ki te moga stanowi¢ podstawe do stworzenia skutecznego i niedro-
giego leku hamujacego choroby zapalne i autoimmunologiczne, ta-
kie jak RZS.

Stowa kluczowe: interleukina 15 « IL-15Ra » reumatoidalne zapalenie
stawdw o inhibitor
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SUMMARY

Interleukin 15 (IL-15) is a pleiotropic cytokine with a wide spectrum of
activity, including its influence on immune cells as well as many other
cell types. IL-15 binds to the receptor composed of three subunits: IL-
-15-specific o subunit (IL-15Ra), B subunit, which is shared with IL-2
(IL-2/IL-15Rp) and y_subunit which participates in binding a few more
cytokines. Impaired IL-15 expression leading to its overproduction di-
rectly contributes to the development of inflammatory and autoimmu-
ne processes, infectious diseases and cancer.

The article discusses the major advances in the research on the inhi-
bition of IL-15 biological activity. It also presents the results of the
study which led to the identification of 13 compounds effectively in-
hibiting the cellular responses induced by IL-15. The analyzed sub-
stances were selected on the basis of computer biomodelling analy-
sis. Basing on the three-dimensional structure model of the complex
IL-15-IL-15Ra, pharmacophores were determined in the receptor
and ligand binding sites. Then, a free database of commercially-ava-
ilable compounds for virtual screening was searched for the substan-
ces which strongly bind to designated ligand or receptor fragments.
Evaluation of the biological activity of selected compounds was veri-
fied in vitro basing on the response of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC). The effect of the selected substances on the IL-15-in-
duced synthesis of two proinflammatory cytokines, TNF-a and IL-
17, and IL-15-induced cell proliferation was examined. The selected
compounds may be used for further studies on an effective and in-
expensive drug inhibiting inflammatory and autoimmune diseases
such as rheumatoid arthritis.

Key words: interleukin 15 « IL-15Ra » rheumatoid arthritis « inhibitor

WSTEP

Interleukina 15 (IL-15) jest cytokina o plejotropo-
wym dziataniu oddziatujaca zaré6wno na komérki
uktadu immunologicznego, jak i szereg innych ty-
pow komorek. Ze wzgledu na silny wptyw na ko-
moérki uktadu odpornosciowego, m.in. na pro-
liferacje i réznicowanie limfocytéw T, biatko to
poczatkowo zostalo scharakteryzowane jako cyto-
kina nasladujaca funkcjami interleukine 2 (IL-2) [1].
Szybko jednak okazalo sie, ze wlasciwosci obu cyto-
kin istotnie sie r6znia. W odréznieniu od IL-2, ktéra
jest produkowana praktycznie wylacznie przez lim-
focyty T, IL-15 charakteryzuje szeroki zakres wyste-
powania. Transkrypt IL-15 powstaje w wielu tkan-
kach, miedzy innymi w mieéniach szkieletowych,
tozysku, nerkach, ptucach, sercu i watrobie. Mimo,
ze mRNA kodujace IL-15 wystepuje powszechnie,
do translacji i wydzielania biatka najczesciej docho-
dzi dopiero po ich aktywacji zachodzacej m.in. pod
wplywem cytokin prozapalnych [2-4]. Gléwnym
zrédlem IL-15 sg monocyty i fibroblasty [1,2].

IL-15 wykazuje szeroka aktywno$¢ w obrebie swo-
istej i nieswoistej odpowiedzi immunologicz-
nej. Podobnie jak IL-2, IL-15 stymuluje prolifera-
cje aktywowanych limfocytéw T CD4+* i CD8* oraz
komoérek NK, indukuje aktywacje limfocytéw T
cytotoksycznych, bierze udziat w dojrzewaniu ma-
krofagéw i komoérek dendrytycznych podczas in-
fekcji bakteryjnych [5]. W przeciwienstwie do IL-
2, IL-15 pelni réwniez wiele istotnych funkcji poza
ukladem immunologicznym. Miedzy innymi wply-
wa na réznicowanie mioblastéw i hamuje apopto-
ze miocytéw. Jest czynnikiem réznicowania oste-
oklastéw, co moze mie¢ znaczenie w procesie erozji
ko$ci w reumatoidalnym zapaleniu stawdw [6], jest
czynnikiem wzrostowym komoérek nabtonka jelito-
wego [7] i wykazuje dzialanie angiogenne oraz an-
tyapoptotyczne na komérki srédbtonka [8,9].

IL-15 oddzialuje z receptorem zbudowanym
z trzech podjednostek: specyficznej dla IL-15 pod-
jednostki a (IL-15Ra); podjednostki B, ktéra wspét-
dzieli z IL-2 (IL-2/IL-15R) oraz podjednostki v,
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bioracej udzial w wiazaniu wiekszej grupy cytokin,
m.in. IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 1 IL-21 [2]. Sygnal biolo-
giczny najczesciej jest przekazywany przez podjed-
nostki B i y. Wprawdzie istnieja doniesienia opisu-
jace przekazywanie sygnatu przez IL-15Ra, wydaje
sie jednak, ze gléwna funkcja tej podjednostki re-
ceptora jest silne i specyficzne wigzanie IL-15.

Szerokie spektrum aktywnosci IL-15 powoduje, ze
bardzo czesto umieszcza sie ja na szczycie kaskady
cytokin prozapalnych. Zaburzenie mechanizméw
regulujacych ekspresje IL-15 prowadzace do jej
nadprodukcji bezposrednio przyczynia sie do roz-
woju proces6w zapalnych, autoimmunologicznych,
zakaznych i nowotworowych. Zwiekszony poziom
IL-15 w surowicy krwi obserwuje sie w takich cho-
robach, jak luszczyca [10,11], sarkoidoza [12], to-
czen rumieniowaty ukladowy, nieswoiste zapale-
nie jelit, astma oskrzelowa, stwardnienie rozsiane
[2,13], czy reumatoidalne zapalenie stawdéw (RZS)
[14,15]. Zauwazono réwniez zwiazek pomiedzy
podwyzszonym stezeniem IL-15 a czestoscia od-
rzucania przeszczepow [16].

Eksperymentalne leczenie choréb zwiazanych
z nadmierng ekspresja IL-15 uzyskuje sie miedzy
innymi stosujac jej inhibitory. Wiekszo$¢ z nich
to zwiazki wielkoczasteczkowe, aczkolwiek ist-
nieja rowniez prostsze substancje organiczne ha-
mujace aktywno$¢ IL-15 [17,18]. Prace zmierzaja-
ce do opracowania skutecznych metod blokowania
aktywnosci biologicznej IL-15 do niedawna byly
prowadzone przy wykorzystaniu czastkowych in-
formacji na temat jej budowy, uzyskanych przede
wszystkim w wyniku mutagenezy. Nowe perspek-
tywy w poszukiwaniu inhibitora IL-15 pojawily sie
w 2007 roku, kiedy wyznaczono strukture krysta-
liczna kompleksu IL-15-IL-15R [19,20] oraz dwa
lata pdzniej, gdy okreslono najistotniejsze termo-
dynamicznie fragmenty biorace udzial w wiazaniu
IL-15 do podjednostki o jej receptora [21].

ZNANE METODY INHIBICJI IL-15

W wiekszosci badan prowadzonych na eksperymen-
talnych modelach choréb zwigzanych z nadmierna
ekspresja IL-15 hamowanie aktywno$ci biologicz-
nej IL-15 osiagane jest poprzez stosowanie zwigz-
kéw oddziatujacych bezposrednio z tg cytokina badz
jej receptorem (IL-15R). Do blokowania IL-15 wyko-
rzystuje sie przeciwciala monoklonalne rozpoznaja-
ce IL-15 lub rozpuszczalne formy rekombinowanej
podjednostki IL-15Ra. Z kolei do blokowania recep-
tora stosuje sie przeciwciala skierowane przeciwko
podjednostkom IL-15R lub zmodyfikowane formy

IL-15. Dotychczas opisane metody inhibicji IL-15
wykorzystujace oddzialywanie z nia badz jej recep-
torem zestawiono w Tabeli 1.

Zwigzki wigzace sie z IL-15

Posréd przeciwcial skierowanych przeciwko IL-
15 i hamujacych jej aktywno$¢ biologiczna wyréz-
ni¢ mozna przeciwciala blokujace wiazanie IL-15
z podjednostka IL-15Ra oraz przeciwciala unie-
mozliwiajace wigzanie cytokiny z pozostatymi pod-
jednostkami IL-15R. Do przeciwcial blokujacych
IL-15Ra nalezga B-E29 [22] oraz DISC0280 [23].
Przeciwcialo DISC0280 hamuje ponadto wigzanie
IL-15 z heterodimerem IL-2/IL-15R[3~YC‘ Jednak,
mimo wysokiej skutecznosci in vitro, w warun-
kach in vivo przeciwcialo to wykazuje wlasciwosci
hiperagonistyczne, wynikajace prawdopodobnie
z wydluzenia okresu péitrwania IL-15 po zwiaza-
niu z przeciwcialem, badz z ulatwiania trans-pre-
zentacji IL-15 komérkom NK [23].

Kolejne obiecujace przeciwciato, MAB247, hamu-
je przekazywanie sygnatu przez IL-15 uniemozli-
wiajac jej wiazanie z podjednostka y_[22]. Podobne
wlasciwosci wykazuje przeciwcialo HuMax-IL-15
(146B6, AMG714), ktére wiaze sie z IL-15 w miej-
scu wiazania z podjednostka y_ receptora [10].
Wysoka aktywno$¢ biologiczna tego przeciwciala
potwierdzono w badaniach in vitro i in vivo, prze-
prowadzono takze dobrze rokujace préby klinicz-
ne na chorych z RZS [24]. Powazne obawy badaczy
budzi jednak zjawisko tzw. odwrotnej sygnalizacji
(ang. reverse signalling) [25]. Istnieje uzasadnione
podejrzenie, ze przeciwcialo HuMax-IL-15 moze
wiazac sie do IL-15 zwiazanej z btona komoérko-
wa indukujac jednoczesnie odpowiedz komérkowa
i wlasnie to zjawisko jest przyczyna ograniczonej
skutecznosci terapeutycznej przeciwcial neutrali-
zujacych IL-15 [2].

Kolejnym sposobem inhibicji aktywno$ci IL-15 jest
zastosowanie rozpuszczalnych form podjednostki
IL-15Ra (sIL-15Ra) lub jej fragmentow [26]. Wy-
kazano, ze wprawdzie minimalny fragment tego
receptora niezbedny do wiazania IL-15 stanowi
65-aminokwasowa domena sushi [27], to w celu
uzyskania wlasciwosci antagonistycznych wzgle-
dem trimeru IL-15Rafy niezbedna jest obecnos¢
dodatkowego 13-aminokwasowego fragmentu
przylegajacego do C-konca tej domeny [28]. Roz-
puszczalne analogi podjednostki IL-15Ra nie moga
by¢ jednak uniwersalnie stosowane jako inhibito-
ry IL-15, wykazano bowiem, Ze pewne fragmenty
sIL-15Ra moga dziala¢ agonistycznie wobec he-
terodimeru Py [28-30] prawdopodobnie wydtuza-
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Tabela 1. Metody inhibicji IL-15 (na podstawie [22])

Cel Rodzaj Nazwa Krotki opis Literatura
B-E29 Wigzanie z IL-15, hamowanie wigzania z IL-15Ra [23]
Wiazanie z IL-15, hamowanie wigzania z IL-15Ra oraz
DISC0280 z heterodimerem IL-2/IL-15RBy, in vitro, natomiast efekt [24]
Przeciwciata hiperagonistyczny in vivo
monoklonalne
przeciwko IL-15 MAB247 Wigzanie z IL-15, hamowanie wigzania z IL-2/IL-15RB i/lub y, [23]
L1 I(-:lzhélg);-lu 5 Wiazanie z IL-15, hamowanie wiazania z y,, I/1l faza badari [10, 25]
AMG714) klinicznych
sIL-15Ra Pozakomaorkowy fragment IL-15Ra (193 aa, 26 kDa) [26, 27]
T Pozakomarkowy fragment IL-15Ra (182 aa) [28]
Fragmenty IL15Ra
T2 Domena sushi + linker IL-15Ra (85 aa) [28]
T3 Domena sushi IL-15Ra (65 aa) [28]
HuMikp1 Humanizowane przeciwciato przeciwko IL-2RB [29, 30]
Przeciwciata . Lo . . .
monoklonalne BF-IgG Dwufunkeyjne przeciwciato przeciw ppd_Jednostkom aip [30]
B receptora dla IL-2, o aktywnosci rowniez wobec IL-15R
przeciwko IL-15R
M161 Humanizowane przeciwciato przeciwko IL-15Ra [23]
Wiazanie z IL-15Ra, hamowanie dalszego wigzania z IL-2/IL-
IL-15R E64K 15RB iy, (23]
168D \{\gg;ain\l(e z IL-15Ra, hamowanie dalszego wigzania z IL-2/IL- 23]
Mutanty IL-15 c
Wigzanie z IL-15Ra, hamowanie aktywnosci biologicznej
N65K kompleksu IL-15 IL-15Ra (23]
CRB-15 Biatko fuzyjne mutant IL-15/Fcy2a [31,32]
IL-15- . . . .
Biatko fuzyjne ztozone z IL-15 i endotoksyny Pseudomonas
PEA293 . [33]
. (i) aeruginosa
Komérki
Immunotoksyny
zIL-15R
IL15M- iatko fuzvine zloz . i endotok
PEA293 Biatko fuzyjne z ozone z antagonisty IL-15 i endotoksyny [34]
(2) Pseudomonas aeruginosa

jac okres poltrwania IL-15 oraz umozliwiajac jej
trans-prezentacje komérkom zawierajacym hete-
rodimer By.

Zwigzki wigzace sie z IL-15R

Dziatanie IL-15R mozna selektywnie zahamowac¢
poprzez zablokowanie specyficznej dla IL-15 pod-
jednostki IL-15Ra. Blokada pozostalych dwdch fan-
cuchéw, IL-2/IL-15RB i y_, réwniez zmniejsza ak-
tywnos$¢ IL-15, jednak, poniewaz moga one by¢
aktywowane przez inne cytokiny, zablokowanie ich
hamuje takze szlaki sygnalowe niespecyficzne dla
IL-15. Do tego typu inhibitoréw nalezy humanizo-
wane przeciwcialo HuMiKp1 skierowane przeciwko
wspdlnej dla IL-2 i IL-15 receptorowej podjednostce
p. Oprécz hamowania aktywnosci IL-2 wykazuje ono
takze wlasciwo$ci antagonistyczne wobec IL-15 [31,

32]. Podobne wlasciwosci wykazuje dwufunkcyjne,
humanizowane przeciwcialo skierowane przeciwko
IL-2Raf, BE-IgG, ktére hamuje odpowiedz prolife-
racyjna limfocytéw T indukowana przez IL-15 [32].
Bardziej specyficzne wlasciwosci wzgledem IL-15
wykazuje natomiast przeciwcialo M161 skierowane
przeciwko IL-15Ra. Praktycznie catkowicie hamuje
ono wigzanie IL-15 do receptora [22].

Innym sposobem inhibicji IL-15R jest zastosowanie
polipeptydéw o budowie zblizonej do IL-15. Ziden-
tyfikowano kilka mutacji IL-15 wptywajacych na jej
oddzialywanie z receptorem oraz na przekazywanie
sygnatu. Sg one oznaczone symbolami E64K, N65K,
168D oznaczajacymi miejsce mutacji oraz informu-
jacymi o rodzaju zamiany aminokwasu z zastosowa-
niem skrotéw jednoliterowych [22]. Takie mutanty
IL-15 wiaza sie z IL-15Ra z wysokim powinowac-
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twem, blokujac w ten sposéb dostep natywnej IL-15
do receptora, a przy tym nie powoduja wyzwolenia
sygnatu [22,33].

Jedna z podstawowych trudnosci zwiazanych z pro-
jektowaniem zmodyfikowanych czasteczek IL-15
o wlasciwos$ciach antagonistycznych wzgledem IL-
-15R stanowi ich krétki okres péttrwania (t,,) in
vivo. Problem ten mozna omina¢ taczac odpowied-
nio zmodyfikowana IL-15 o wlasciwo$ciach antago-
nistycznych z taicuchem ciezkim przeciwciala IgG,
co wykorzystano przy projektowaniu biatka fuzyj-
nego CRB-15 [33]. Biatko to okazalo si¢ wykazywac
szerokie wlasciwosci antagonistyczne wzgledem ak-
tywnosci IL-15 [16,34-36]. Co wiecej, obecno$¢ tan-
cucha Fc nadaje czasteczce réwniez wlasciwosci cy-
totoksyczne w stosunku do komérek prezentujacych
na swojej powierzchni IL-15R. Dzieki temu elimi-
nowane s3 komérki uczestniczace w wigzaniu IL-15
i przekazywaniu sygnalu przez IL-15R [36]. Podobne
wlaséciwosci wykazuja biatka fuzyjne IL-15-PEA295
(IT1) i IL-15M-PEA295 (IT2) zlozone z IL-15, badz
jej mutanta o wlasciwo$ciach antagonistycznych
i fragmentu egzotoksyny PE produkowanej przez
paleczke ropy blekitnej Pseudomonas aeruginosa
[37,38]. Egzotoksyna PE jest proenzymem, ktéry do-
staje sie¢ do wnetrza komérki na drodze endocyto-
zy. Tam ulega aktywacji i poprzez inhibicje czynnika
elongacji 2 (EF2, ang. elongation factor) hamuje syn-
teze biatek prowadzac do $mierci komérki. Immu-
notoksyny te, dzieki wbudowanej IL-15, specyficznie
rozpoznaja komorki, na ktérych powierzchni znaj-
duje sie IL-15R, a nastepnie za pomoca egzotoksyny
PE prowadza do ich apoptozy [39].

Inne metody hamowania aktywnosci IL-15

Oprdcz lekéw biologicznych oddzialywujacych bezpo-
$rednio z elementami kompleksu IL-15-1L-15R, znane
sa rowniez czasteczki modyfikujace aktywnos$¢ IL-15
w inny sposéb. Przykladem takiego zwiazku jest dek-
sametazon. Jest to lek przeciwzapalny i immunosupre-
syjny z grupy syntetycznych glikokortykosteroidéw,
ktéry hamuje ekspresje podjednostki IL-15Ra w jedno-
jadrzastych komérkach krwi obwodowej (PBMC, ang.
peripheral blood mononuclear cells) [40]. Innym lekiem
o dzialaniu immunosupresyjnym i cytostatycznym jest
antagonista kwasu foliowego, metotreksat [41,42]. Ba-
dania dowiodly, ze znaczaco zmniejsza on wydzielanie
IL-15 z fibroblastéw izolowanych z blony maziowe;j sta-
wéw chorych z RZS [43].

Wszystkie stosowane dotychczas strategie hamowa-
nia IL-15, cho¢ wydaja sie skuteczne, do dzis wyko-
rzystywane sa tylko w warunkach doswiadczalnych.
Wprawdzie pojawienie si¢ na rynku lekéw biologicz-

nych stanowi duzy postep w leczeniu choréb zwia-
zanych z nadmiernag ekspresja IL-15, takich jak RZS,
jednak leki te sa skuteczne w ograniczaniu objawéw
i spowalnianiu choroby tylko u okoto 30% pacjentow.
Co wiecej, nie sa to leki celujace w IL-15, a hamujace
inne cytokiny prozapalne. Ograniczone efekty tera-
peutyczne oraz wysokie koszty produkcji lekéw bio-
logicznych sprawiaja, Ze wciaz istnieje zapotrzebo-
wanie na skuteczny lek nowej generacji.

Jedyne opisane dotychczas mate czasteczki chemicz-
ne o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu reuma-
toidalnego zapalenia stawdw, dzialajace prawdopo-
dobnie na zasadzie interferencji w oddziatywania
pomiedzy IL-15 a receptorem IL-15Ra, to pochodne
fenylopirazoloanilidéw. Nalezacy do tej grupy zwia-
zek Y-320 hamuje aktywacje limfocytéw T induko-
wana przez IL-15 oraz ogranicza wywotane kola-
genem zapalenie stawéw u myszy i malp z rodziny
makakowatych [44,45].

MODELOWANIE MOLEKULARNE
POTENCJALNYCH INHIBITOROW IL-15 I IL-15RA

Poznanie struktury IL-15 i jej receptora stworzy-
fo mozliwo$¢ wykorzystania innych, niz dotychczas
metod poszukiwania inhibitoréw IL-15. Model kom-
pleksu IL-15-IL-15Ra zostal opracowany z zastoso-
waniem spektrometrii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR, ang. nuclear magnetic resonan-
ce) [46] oraz badan krystalograficznych [19,20]. Do-
datkowo w 2009 roku scharakteryzowano parametry
termodynamiczne oddzialywan pomiedzy IL-15iIL-
15Ra [21]. W przeciwienstwie do wiekszosci kom-
pleks6w typu cytokina-receptor, w miejscu wigzania
IL-15 z IL-15Ra znajduje sie niewiele hydrofobowych
reszt aminokwasdw. Przewazaja natomiast silne od-
dzialywania elektrostatyczne pomiedzy zasadowymi
resztami aminokwaséw znajdujacymi sie¢ w centrum
aktywnym receptora, a kwasnymi resztami amino-
kwasow wystepujacymi na powierzchni IL-15.

Celem pierwszego etapu projektu finansowanego
przez Naukowa Fundacje Polpharmy bylo wyselek-
cjonowanie potencjalnych inhibitoréow IL-15 i IL-
15Ra przy pomocy modelowania komputerowe-
go. Na podstawie tréjwymiarowej struktury modelu
kompleksu IL-15-IL-15Ra opracowanej w oparciu
o strukture krystaliczna tego kompleksu (kod 2Z3Q
z bazy danych Protein Data Bank) wyznaczono far-
makofory miejsc wiazacych w receptorze oraz ligan-
dzie, czyli elementy ich budowy zawierajace frag-
menty biorace udzial w istotnych oddziatlywaniach
pomiedzy tymi biatkami. Poszukiwanie czasteczek
spelniajacych warunki narzucone przez farmakofo-
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Rycina 1. Model fragmentu receptora IL-15Ra oraz IL-15 i sposdb wigzania cefazoliny.
Model przedstawia fragment IL-15Ra (kolor zielony), IL-15 (kolor fioletowy) oraz cefazoline (kolor czerwony) w potencjalnym miejscu wigzania
z receptorem. Zwigzanie cefazoliny w tym miejscu powoduje zablokowanie miejsca wigzania IL-15 z IL-15Ra.

ry przeprowadzono wérdd okoto 20 milionéw zwiaz-
kéw matoczasteczkowych zebranych w bazie ZINC
[47], ktéra skupia dostepne handlowo i znane zwigz-
ki chemiczne. Pierwsza faza poszukiwan doprowa-
dzila do uzyskania dwéch zbioréw zawierajacych po
okoto 10 tysiecy potencjalnych inhibitoréw liganda
oraz receptora. Celem przeprowadzonych nastep-
nie obliczen bylo sprawdzenie w sposéb teoretycz-
ny, ktére z wybranych zwiazkéw najsilniej wiaza sie
z ligandem, bad? z receptorem. Dokowanie, czyli do-
pasowywanie wszystkich wyznaczonych uprzednio
zwiazkow, przeprowadzono w programie GLIDE.
Podczas dokowania miejsce wiazania na IL-15 badz
IL-15Ra pozostawalo sztywne, natomiast wiazaca sie
czasteczka posiadala mozliwo$¢ zmian konformacyj-
nych poprzez modyfikacje wiazan rotowalnych. Dla
najsilniej oddzialywujacych z badanymi biatkami 500
zwigzkéw z obydwu grup przeprowadzono dodatko-
we dokowania, w ktérych indukcyjne dopasowanie,
czyli mozliwo$¢ zmian konformacyjnych zwiekszaja-
cych powinowactwo czasteczek, byto dozwolone dla
obydwu oddzialujacych partneréw: matoczastecz-
kowego liganda i receptora biatkowego badZ mato-

czgsteczkowego liganda i IL-15. NaRycinie 1 przed-
stawiono model fragmentu receptora IL-15Ra oraz
IL-15 i spos6b wigzania cefazoliny, jednego z poten-
cjalnych inhibitoréw do receptora, ktérego aktyw-
no$¢ biologiczna potwierdzono w badaniach in vitro.

Stosujac wyzej opisane metody przesiewowe zi-
dentyfikowano grupe 25 zwiazkéw o silnym powi-
nowactwie do IL-15 i IL-15Ra i potencjalnych wta-
$ciwoéciach inhibitoréw IL-15 lub IL-15Ra. Ich
skuteczno$¢ w hamowaniu efektéw biologicznych
indukowanych przez IL-15 zostala zweryfikowana in
vitro w kolejnym etapie badan.

OCENA SKUTECZNOSCI WYBRANYCH ZWIAZKOW
W BLOKOWANIU EFEKTOW BIOLOGICZNYCH
INDUKOWANYCH PRZEZ IL-15

Celem przeprowadzonych badan biologicznych byto
wyselekcjonowanie zwigzkéw, ktére wykazuja ak-
tywno$¢ w hamowaniu efektéw biologicznych wywo-
tanych stymulacja IL-15. Jako model do analiz zasto-
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Tabela 2. Wzory i nazwy chemiczne badanych inhibitoréw IL-15i IL-15Ra

Wzor chemiczny, nazwa chemiczna (symbol)

Wzor chemiczny, nazwa chemiczna (symbol)

Cefazolina (cef)

OH o}

NH,
Kwas 2,9-diaminodekanodiowy (R1)

Weaus)

Kwas 2-[(4- karboksybenzylo)karbamoilo]
cykloheksanokarboksylowy (R6)

//N\N
\

o,

Kwas 4-({[1-(4-fluorofenylo)-1H-tetrazol-5- on] sulfanylo}etylo)
benzoesowy (R2)

Néw

Kwas 3 5-bis[(2-karboksyetylo)karbamoilo] benzoesowy (R7)

ﬁy@*

4-{[(2- metoksykarbonyloetylo )-karbamoilo]metylo} benzoesan metylu (R8)

o_
HO
O

OH
2,4-dihydroksy-3-metylo benzoesan metylu (R3)

R S G

NH, NH,
N,N- bls[(etyl-2-on)guanldyno]amlna (L1)

0 HO
Ho—4 ﬁ):o
NH
0
HNH
HO
o

Kwas 3-{[(E)-2-karboksyetenylo]amino}-5-{[(2E)-3-karboksyprop-2-

enoiloJamino} benzoesowy (R4)

\
N NN
N %NH2
N HoN
\ 2
NH,
H,N

N",N"-(2E, 4E)-2,4-bis(ylidenokarbohydrazonoamino)pentan (L2)

ey

Kwas 2-[(4-karboksybenzylo)karbamoilo] bicyklo[2.2.1]
heptanokarboksylowy (R5)

(@]
/\ NH
LI

B-L-Alanylo-L-histydyna (L3)

NH2
w7
H
N (@]
<\ \
N

Propionamid 3-amino-N-2-(1H-imidazol-4-ylo) etylu (L4)
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sowano komdrki PBMC izolowane z krwi zdrowych
dawcéw. Komérki PBMC pod wplywem stymula-
cji IL-15 syntetyzuja szereg cytokin prozapalnych,
w tym m.in. TNF-a i IL-17 [48]. Hipoteza badawcza
zakladata, ze zablokowanie IL-15 lub jej receptora
spowoduje zahamowanie wydzielania TNF-a i IL-17
przez komérki PBMC stymulowane IL-15. W prze-
prowadzonych do$wiadczeniach komérki PBMC
izolowano z krwi obwodowej zdrowych dawcéw me-
toda wirowania w gradiencie stezen z wykorzysta-
niem buforu Lymphoprep (Axis-Shield, Norwegia),
a nastepnie przenoszono na plytki 48-dotkowe w po-
zywce RPMI 1640 zawierajacej GlutaMax (Gibco,
Wielka Brytania) oraz 10% surowicy bydlecej (BIO-
MED, Polska), 10mM HEPES (Sigma-Aldrich, Niem-
cy) i antybiotyki (siarczan streptomycyny 1%, peni-
cylan G sodu, 0,63%, amfoterycyna B, 0,0025%, PAA,
Austria). W badaniach inhibitoréw receptora przed
dodaniem IL-15 (5 ng/ml) zastosowano 30 minuto-
wa preinkubacje komdrek z wybranymi zwiazkami.
Etap ten mial umozliwi¢ ich zwigzanie z IL-15Ra.
Z kolei potencjalne inhibitory liganda preinkubowa-
no przez 30 minut z IL-15, aby umozliwi¢ ich zwia-
zanie z cytoking, a nastepnie takq mieszanine doda-
wano do zawiesiny komérek. Hodowle prowadzono
w stezeniu 2 mln komérek/ml w 0,5 ml pozywki. Po-
zywke znad komorek zbierano po 48 godzinach ho-
dowli. Stezenie TNF-a i IL-17 w pozywce oznaczono
za pomoca testow immunoenzymatycznych ELISA
(TNF-a: Quantikine DTA00C, R&D Systems, USA,
IL-17: IL-17A High Sensitivity BMS2017HS, eBio-
sciense, USA).

Jednym z efektéw stymulacji PBMC przez IL-15 jest
ich zwigkszona proliferacja [2]. Wplyw wybranych
zwigzkow na zalezng od IL-15 proliferacje komo-
rek zbadano za pomoca testu oceniajacego ilos¢ bro-
modeoksyurydyny (BrdU) wbudowanej do jader ko-
morkowych (BrdU Cell Proliferation Assay, QIA5S,
Merck, Niemcy). Swiezo wyizolowane PBMC wy-
siewano na plytki 96-dotkowe w ilosci 20 tysiecy na
dotek, a nastepnie do hodowli dodawano badane
zwiazki i IL-15. Ilo§¢ wbudowanej BrdU mierzono
po 4-dniowej hodowli.

Wptyw badanych zwigzkéw na synteze TNF-a
w PBMC stymulowanych przez IL-15

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze pod
wplywem badanych zwiazkéw ekspresja TNF-a
w komoérkach PBMC stymulowanych IL-15 zmniej-
sza sie. Wyrazny, zalezny od stezenia efekt uzyskano
dla 13 substancji przedstawionych w tabeli 2. Zwigz-
ki oznaczono symbolem zawierajacym litere R lub L,
dla potencjalnych inhibitoréw odpowiednio recep-
tora lub liganda oraz kolejnym numerem porzad-
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Rycina 2. Wptyw cefazoliny na wywotang przez IL-15 synteze TNF-a
(a)11L-17 (b) przez PBMC oraz na indukowang przez IL-15 proliferacje
PBMC (c). Wszystkie wyniki przedstawiono jako relatywng zmiane

w odpowiedzi komdrkowej odniesiong do komérek stymulowanych
IL-15 (100%). Wykresy przedstawiajg warto$¢ Srednig wynikéw
uzyskanych dla trzech populacji komérek. Zaznaczono takze
standardowy btad pomiaru (SEM).
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kowym. Rycina 2a przedstawia wynik uzyskany dla
cefazoliny, ktéra jest antybiotykiem p-laktamowym
z grupy cefalosporyn I generacji.

Wptyw badanych zwigzkéw na indukowang przez
IL-15 synteze IL-17 przez PBMC

Przeprowadzone badania wykazaly, ze pod wpltywem
badanych zwiazkéw zmniejsza sie ekspresja IL-17
w komérkach PBMC stymulowanych IL-15. Wyraz-
ny efekt uzyskano dla tych samych substancji, ktére
dzialaly hamujaco na ekspresje TNF-a indukowana
IL-15. Réwniez w tym przypadku wszystkie analizo-
wane zwiazki wykazywaly efekt zalezny od stezenia.
Wplyw cefazoliny na wywolang przez IL-15 synteze
IL-17 przez PBMC przedstawiono na Rycinie 2b.

Wptyw badanych zwigzkéw na zalezng od IL-15
proliferacje PBMC

Analizujac wplyw badanych zwiazkéw na prolifera-
cje PBMC indukowana IL-15 ujawniono, ze wszystkie
substancje przedstawione w Tabeli 2 hamuja te odpo-
wiedz komoérkowa. Doswiadczenie prowadzono sto-
sujac zwiazki w stezeniach nie wykazujacych cytotok-

Ramka 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu

syczno$ci. Wplyw cefazoliny na proliferacje PBMC
pod wplywem IL-15 przedstawiono na Rycinie 2c.

PODSUMOWANIE

W trakcie realizacji projektu zastosowano biomode-
lowanie komputerowe do wyselekcjonowania grupy
zwigzkéw potencjalnie zdolnych do blokowania aktyw-
nosci biologicznej IL-15. Analizy badan biologicznych
in vitro doprowadzily do wybrania 13 zwiazkéw sku-
tecznie hamujacych odpowiedz komoérkowa induko-
wana IL-15. Dziewie¢ sposrédd tych zwigzkéw, zgodnie
zwynikami biomodelowania, wykazuje dziatanie biolo-
giczne poprzez blokowanie IL-15Ra, natomiast pozo-
stale cztery wiaza sig z IL-15. Co ciekawe, jednym z tych
zwigzkdw jest cefazolina, antybiotyk z grupy cefalospo-
ryn, produkowany m.in. przez Zaklady Farmaceutycz-
ne Polpharma. Wyselekcjonowane zwigzki beda mogtly
stanowi¢ podstawe do dalszych badan biologicznych in
vivo oraz modyfikacji chemicznych prowadzacych do
zwiekszenia ich aktywno$ci. Zwigzki te, po dokltadnym
przebadaniu, moga stanowi¢ podstawe do stworzenia
skutecznego i niedrogiego leku hamujacego choroby
zapalne i autoimmunologiczne, takie jak RZS.

na skuteczny lek nowej generacji.

1.1L-15 jest cytokina o plejotropowym dziataniu. Nadmierna jej ekspresja moze prowadzi¢ do wielu
choréb, przede wszystkim autoimmunologicznych i zapalnych.

2. Wszystkie stosowane dotychczas strategie hamowania IL-15, cho¢ wydaja sie skuteczne, do dzi$
wykorzystywane sg tylko w warunkach doswiadczalnych. Wprawdzie pojawienie sie¢ lekéw biolo-
gicznych stanowi duzy postep w leczeniu choréb zwigzanych z nadmierng ekspresja IL-15, takich
jak RZS, jednak leki te sa skuteczne w ograniczaniu objaw6w i spowalnianiu choroby tylko u okoto
30% pacjentow i nie celuja w IL-15, a w inne cytokiny prozapalne. Ograniczone efekty terapeutycz-
ne oraz wysokie koszty produkcji lekdw biologicznych sprawiaja, Ze wciaz istnieje zapotrzebowanie

Ramka 2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

tybiotyk -laktamowy — cefazolina.

hibicji aktywnosci biologicznej IL-15.

1. Zidentyfikowano szereg zwiazkéw o potencjalnych wiasciwosciach inhibitoréw IL15 lub jej specy-
ficznego receptora IL-15Ra. Zwiazki o najsilniejszym powinowactwie do IL-15 lub IL-15Ra zostaty
przebadane pod katem ich aktywnosci biologicznej wobec IL-15.

2. Wyselekcjonowano 13 zwiazkéw, ktére hamuja aktywno$¢ biologiczna IL-15. Jednym z nich jest an-

3. Przygotowano cztery zgloszenia patentowe dotyczace zastosowania przebadanych zwiazkéw w in-
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Ramka 3. Dalsze kierunki badan

1. Dalsze badania beda mialy na celu ocene skuteczno$ci farmakologicznej in vivo zwigzkéw che-
micznych blokujacych aktywnos$¢ biologiczna IL-15 poszerzong o wybrane badania toksykolo-
giczne i farmakokinetyczne, ktérych celem jest oszacowanie bezpieczenstwa stosowania bada-

nego zwiazku u ludzi.
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2009 roku przyznata zespolowi pracujacemu pod
kierunkiem doc. dr hab. Malgorzaty Filip grant na realizacje projektu badawczego
pt. Kinaza biatkowa ERK1/2 jako wewngtrz komdrkowy obiekt badar nad mecha-
nizmem uzaleznienia od kokainy i jako cel potencjalnej farmakoterapii tej choroby.

STRESZCZENIE

Celem projektu finansowanego przez Naukowa Fundacje Polpharmy byto
uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy kinaza biatkowa ERK1/2 odgrywa
role w uzaleznieniu od kokainy i czy inhibitory tej kinazy znajda zastoso-
wanie w farmakoterapii tej choroby mézgu. W badaniach zwrécono szcze-
g6lna uwage na procesy asocjacji bodzcow bezwarunkowych (kokainy)
i bodZzcow warunkowych kojarzonych z pobieraniem substancji uzaleznia-
jacej — w modulacji powstalych asocjacji pamieciowych postuluje sie po-
tencjalna farmakoterapie uzaleznier. W wyniku przeprowadzonych analiz
farmakologicznych i molekularnych stwierdzono, ze efekty nagradzajace
kokainy w modelu samopodawania zaleza od aktywnosci kinazy biatkowej
ERK1/2, poniewaz wielokrotne podawanie inhibitora kinazy przed sesjami
doswiadczalnymi spowodowato zmniejszenie liczby naci$nie¢ na dzwignie
aktywna i liczbe pobieranych porcji kokainy u szczuréw, natomiast sama
kokaina indukowala zmiany w aktywno$ci enzymu w réznych strukturach
mozgu zwierzat. Blokada kinazy bialkowej ERK1/2 w trakcie samopodawa-
nia kokainy i jej odstawienia nie odgrywa roli w przyspieszaniu wygaszenia
zachowan poszukiwawczych u szczuréw (brak znaczacych zmian w liczbie
naci$nie¢ na dZwignie aktywna), ale hamuje nawrét do nalogu. Inhibitory
kinazy biatkowej ERK1/2 podawane w okresie intoksykacji kokainowej i/
lub odstawienia moga stanowi¢ potencjalne leki w farmakoterapii uzalez-
nienia od tej substancji psychoaktywne;j.

Stowa kluczowe: kinaza bialkowa ERK1/2 « kokaina « dozylne
samopodawanie « wygaszanie zachowan poszukiwawczych « nawroty do
nalogu « procedura sprzezenia ,yoked” « Western blot

SUMMARY

The aim of the project supported by the Polpharma Scientific Foundation
was to receive an answer if the protein kinase ERK1/2 plays a role in cocaine
addiction and whether inhibitors of this kinase will find use in the pharma-
cotherapy of this brain disorder. We focused special attention on processes
that associate unconditional (cocaine) and conditional cues linked with the
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drug abuse — in the modulation of these established memory associations
the potential pharmacotherapy of drug dependence is postulated. The re-
sults of this project with using pharmacological and molecular analyses in-
dicate that the rewarding properties of cocaine in self-administration mod-
el depends on protein kinase ERK1/2 activity. In fact, repeated treatment
with the selective kinase inhibitor attenuated the number of active lever
presses and cocaine infusions in rats while cocaine per se induced changes
in enzyme activity in several animal brain regions. The blockade of protein
kinase ERK1/2 activity during cocaine self-administration or the drug with-
drawal resulted in no changes in extinction of operant responding in rats
(the lack of influence on active lever presses), however, such pharmacologi-
cal manipulations reduced the relapse behavior. Inhibitors of protein kina-
se ERK1/2 applied during cocaine intoxication and/or its withdrawal may
be regarded as potential pharmacological agents in drug addiction.

Kew words: protein kinase ERK1/2 « cocaine « intravenous self-
administration « extinction of operant responding » relapse « “yoked”

procedure « Western blot

WPROWADZENIE

Uzaleznienie (ang. addiction, dependence) jest choroba
osrodkowego ukladu nerwowego, ktéra charakteryzu-
je sie utrata kontroli nad natretnym (kompulsywnym)
poszukiwaniem i przyjmowaniem substancji uzalez-
niajacej. Utrata kontroli prowadzi do niebezpiecznych
i szkodliwych nastepstw u osoby uzaleznionej, zaréw-
no w sferze psychicznej jak i somatycznej. Uzaleznienie
nalezy do choréb o charakterze przewleklym; nawroty
do nalogu pojawiaja sie po dlugich, trwajacych wiele lat
okresach abstynencji.

Przyczyne uzaleznienia nalezy wigzac ze zmianami za-
chodzacymi pod wplywem substancji psychoaktyw-
nych w ukladach funkcjonalnych mézgu, mianowicie
w ukladzie nagrody, ukladzie pobudzenia oraz w ukta-
dzie poznawczym (kognitywnym). Sposréd nich uklad
nagrody odgrywa zasadnicza role w inicjacji i podtrzy-
mywaniu nalogu. Fizjologicznie uklad ten zaangazowa-
ny jest w rozréznianie przyjemnosci (kojarzonej z na-
groda) i bélu (odbieranego jako kara). Uktad nagrody
to cisle okreslony uktad o$rodkédw i szlakéw neuronal-
nych, ktérych draznienie wywoluje odczucie subiek-
tywnej przyjemnosci i w zwigzku z tym dazenie do po-
nowienia bodZca. Tworza go szlaki dopaminergiczne,
biegnace z pola brzusznego nakrywki sr6dmaézgowia
do réznych struktur limbicznych, w tym do jadra pél-
lezacego przegrody (szlak mezoakumbalny) i do kory
przedczotowej (szlak mezokortykalny). Oba te szla-
ki dopaminowe kontroluja zachowania motywacyjne
zwigzane z dzialaniem zewnetrznych dodatnich bodz-
céw wzmacniajacych (odczuwalnych jako przyjemne)
ito wlasnie im przypisuje sie duze znaczenie w rozwoju
uzaleznien [1]. Pomimo iz dopamina decyduje o warto-

$ciach wzmacniajacych bodzca odbieranego, w neuro-
chemiczna regulacje ukladu nagrody zaangazowane sa
tez inne neuroprzekazniki oraz zalezne od tych neuro-
przekaznikéw mechanizmy molekularne, polegajace na
zmianach adaptacyjnych na poziomie receptorowym,
biatek G i/lub wtérnych przekaznikach. Pociagaja one
dalej za soba kaskade zmian w poziomie wewnatrzko-
morkowych biatek, a przede wszystkim kinaz i fosfataz.
Efektem koricowym sg zmiany w funkcji kanatéw jono-
wych sodowych lub potasowych, zmiany poziomu tych
jondéw a takze wewnatrzkomoérkowego Ca®*, ekspresji
czynnikéw transkrypcyjnych oraz genéw docelowych,
determinujacych stan aktywnosci funkcjonalnej komé-
rek nerwowych.

Obecnie nie istnieje skuteczny sposéb leczenia uzalez-
nienia od kokainy, dlatego tez zespoty naukowcéw na
calym $wiecie prowadza badania majace na celu wyja-
$nienie mechanizméw powstawania tej choroby i — na
bazie uzyskanych analiz molekularnych i neuroche-
micznych — stworzenie nowoczesnej, racjonalnej tera-
pii hamujacej natég [2].

Jedna z hipotez dotyczacych procesu uzaleznienia sfor-
mulowana na podstawie teorii profesora Barry’ego F.
Everitt’a, wskazuje na udzial proceséw uczenia sie i za-
pamietywania jako czynnikéw determinujacych rozwoj
uzaleznien. Zgodnie z tg teoria uzaleznienie to choroba
zwigzana z nabyta asocjacja pomiedzy bodZcem bez-
warunkowym (substancja psychoaktywna o wlasci-
woéciach nagradzajacych), a bodZcem warunkowym
(kojarzonym ze $rodowiskiem, w ktérym substancja
psychoaktywna jest przyjmowana) [3]. Taka nabyta
asocjacja powoduje, ze kazda ponowna ekspozycja na
bodziec warunkowy prowadzi do wyzwolenia automa-
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tycznego odruchu poszukiwania substancji uzalezniaja-
cej, a w modulacje powstalych asocjacji pamieciowych
ma ingerowad potencjalna farmakoterapia uzaleznienia
od kokainy. Wyniki badan przedklinicznych wskazuja
na istotny udzial wewnatrzkomérkowych kinaz bial-
kowych ERK (extracellular signal-regulated kinase) w
modulowaniu §ladéw pamieciowych u zwierzat, przy
czym warto takze podkresli¢, ze aktywnosc¢ kinaz bial-
kowych ERK wplywa nie tylko na pamie¢ krétkotrwata,
ale i na konsolidacje i rekonsolidacje pamieci zwigzanej
z rozpoznaniem obiektéw [4,5]. Rodzina kinaz biatko-
wych ERK obejmujac 8 izoform, przy czym do najle-
piej poznanych nalezg izoforma 112 (ERK1/2). ERK1
i ERK2, bedace w 84% identyczne w swej budowie, pet-
nia szereg funkcji regulujacych procesy komoérkowe; ki-
nazy te ulegaja aktywacji po pobudzeniu odpowiednich
receptoréw metabotropowych, np. receptoréw dopa-
minowych czy glutaminianergicznych. Dane literatu-
rowe wskazuja, ze modulacja kaskady kinazy biatkowej
ERK1/2 moze wplywac na procesy utrwalania sladéw
pamieciowych powstalych podczas stosowania sub-
stancji uzalezniajacych.

STAN WIEDZY W MOMENCIE ROZPOCZECIA
PROJEKTU

U gryzoni zaréwno jednorazowe jak i wielokrotne po-
dania kokainy powodowaly wzrost poziomu aktywnej,
czyli ufosforylowanej, formy kinazy bialkowej ERK1/2
w obrebie struktur zwigzanych gléwnie z zakonczenia-
mi dopaminowego ukladu mezokortykolimbicznego
(jadro pétlezace przegrody, kora przedczotowa, jadro
migdalowate) (Tabela 1), cho¢ obserwowane zmiany
zalezaly od schematu podawania substancji uzaleznia-
jacej, badanej struktury mézgu i/lub procedury beha-
wioralnej zastosowanej do modelowania uzaleznienia.
Proces fosforylacji kinazy biatkowej ERK1/2 obserwo-
wany u szczuréw po wielokrotnych podaniach koka-
iny w modelu warunkowej preferencji miejsca lub ko-
kainy w modelu samopodawania byt hamowany przez
selektywne inhibitory powyzszej kinazy [4]. Te ostat-
nie substancje (np. PD98059, U0126, SL 327) umozli-
wily przeprowadzenie analiz farmakologicznych oraz
lepsze poznanie znaczenia enzymu w behawioralnych
efektach kokainy (Tabela 2). I tak np. wykazano, iz SL
327 (inhibitor penetrujacy do o$rodkowego ukladu
nerwowego) po podaniach obwodowych lub PD98059
(inhibitor, ktéry nie penetruje do osrodkowego ukia-
du nerwowego) po podaniach do pola brzusznego na-
krywki w modelu sensytyzacji behawioralnej induko-
wanej kokaing hamuja nabywanie sensytyzacji, ale nie
maja wplywu na jej ekspresje [Tabela 2]. Dla SL 327 opi-
sano takze brak wplywu na podstawowa i indukowang
podaniem kokainy aktywnos¢ lokomotoryczna gryzoni
[4]. Inne badania wskazywaly na zaangazowanie kina-

zy bialkowej ERK1/2 w procesy konsolidacji sladéw pa-
mieciowych zwigzanych z kojarzeniem bodzcéw bez-
warunkowych, takich jak nagradzajacy efekt substancji
uzalezniajacych, z bodzZcami warunkowymi kojarzony-
mi z pobieraniem tej substancji. I tak, w modelu warun-
kowej preferencji miejsca SL 327 (podania obwodowe),
U0126 1 PD98059 (podania lokalne do jadra pétlezacego
przegrody) stosowane przed kokaina w trakcie nabywa-
nia preferencji hamuja ekspresje efektéw powyzszych
substancji uzalezniajacych. Takich hamujacych efektow
inhibitoréw kinazy bialkowej ERK1/2 nie obserwowa-
no w czasie ekspresji warunkowej preferencji miejsca
indukowanej kokaing (Tabela 2). W przeciwieristwie do
powyzszych wynikéw, w modelu samopodawania ko-
kainy zaobserwowano, iz lokalne zastosowanie U0126
do centralnego jadra migdatowatego w 30. dniu odsta-
wienia substancji uzalezniajacej redukowalo nawrét
zachowan poszukiwawczych indukowany prezentacja
bodZcéw warunkowych kojarzonych z weze$niejszymi
podaniami kokainy [30]. Wyniki tych badan wskazywa-
ly, Ze aktywacja kinazy ERK1/2 w réznych strukturach
dopaminowego szlaku mezokortykolimbicznego jest
niezbedna dla proceséw konsolidacji $ladéw pamiecio-
wych dotyczacych bodZcéw warunkowych zwigzanych
z wielokrotnym pobraniem kokainy w czasie nabywania
sensytyzacji lokomotorycznej i warunkowej preferen-
¢ji miejsca oraz do rekonsolidacji sladéw pamieciowych
bodzcéw zwiazanych z dziataniem kokainy. Powyzsze
wnioski oparto na procedurach biernego podawania
kokainy (przez eksperymentatora), a przeprowadzone
do tej pory badania ograniczaly sie gléwnie do mode-
lu warunkowej preferencji miejsca lub sensytyzacji lo-
komotorycznej wywolywanej podaniem kokainy. Brak
efektow inhibitoréw kinazy bialkowej ERK1/2 w mode-
lu samopodawania kokainy (aktywne pobieranie sub-
stancji uzalezniajacej przez zwierzeta) nie pozwolilo na
uzyskanie pelnego obrazu dotyczacego zaangazowania
powyzszej kinazy w efekty motywacyjne/nagradzajace
kokainy. Nieznany byt tez wptyw blokady kinazy biatko-
wej ERK1/2 na zachowania poszukiwawcze kokainy —
czyli na kluczowe dla uzaleznienia procesy.

CEL ORAZ OPIS PROJEKTU

W projekcie finansowanym przez Naukowa Funda-
cje Polpharmy badano wptyw blokady kaskady kinazy
bialkowej ERK1/2 na efekty nagradzajace kokainy, wy-
gaszanie reakgji instrumentalnej kojarzonej z samopo-
dawaniem kokainy oraz nawrét zachowarn poszukiwaw-
czych kokainy u szczuréw. Celem badan bylo uzyskanie
odpowiedzi na pytanie czy kinaza biatkowa ERK1/2 od-
grywa role w uzaleznieniu od kokainy i czy inhibitory
tej kinazy znajda zastosowanie w farmakoterapii uza-
leznienia kokainowego. Zwrécono szczegélna uwage
na procesy asocjacji bodzcow bezwarunkowych (koka-
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Tabela 1. Rola kinazy biatkowej ERK1/2 w uzaleznieniu od kokainy — wyniki analiz molekularnych w chwili rozpoczecia projektu

Mo’d el/procedura Gatunek Zmiany ufosforylowanej formy ERK1/2 Referencie
doswiadczalna
1 (NAC, STR, HIP (CA1-3), PFC, BLA, CEA,
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzien (5-20 min) mysz BNST) [6,7]
@ (VTA, SN, GP)
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dziefi
(60 min) mysz @ (NAC, STR) [6]
Kokaina (15 mg/kg, ip) x 1 dziefi mysz 1 (NAC, STR, CC) [8]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dziefi mysz 1 (NAC, AMY) [9]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dziefi mysz 1 (STR) [10]
Kokaina (30 mg/kg, ip) x 1 dziefi mysz 1 (STR) [11,12]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dziefi mysz 1 (NAC, STR) [13]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dziefi mysz 1 (NAC) [14]
. PR . - 1 (NAC, STR, BLA, CEA, HIP)
Kokaina (0.5 mg/kg/infuzje, 4-godz. sesja) x 1 dzien szczur @ (PFC. PMC) [15]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 7 dni (5-20 min) mysz 1 (NAC, STR) [6]
Kokaina (15 mg/kg, ip) x10 dni oraz 12-14 godz. odstawienia mysz 1 (NAC, STR) [6]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 6 dni; warunkowa preferencja miejsca mysz 1 (NAC, STR, PFC) [16]
Kokaina (3 mg/kg, ip) x 3 dni; warunkowa preferencja miejsca mysz 1 (NAC, VTA) [17]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzief szczur 1 (STR) [18]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzief oraz 2 godz. odstawienia szczur @ (VTA) [19]
Kokaina (15 mg/kg, dwa razy dziennie, ip) x 10 dni oraz 12-14 godz. szezur 1 (VTA) [9]
odstawienia @ (SN, FC, NAC)
Kokaina (15 mg/kg, ip) x 7 dni oraz 3 tygodnie odstawienia i kokaina (10
mg/kg, ip); sensytyzacja lokomotoryczna szezur T (NAC) [20]
Kokaina (15 mg/kg, ip) x 7 dni oraz 7 dni odstawienia i kokaina (15 mg/
kg, ip); sensytyzacja lokomotoryczna szezur 1(NAC, STR) 1]
Kokaina (15 mg/kg, ip) x 7 dni oraz 7 dni odstawienia i kokaina (20 mg/
kg, ip); sensytyzacja lokomotoryczna szezur T (NAC) (4
. . . . 1 (NACc)
Kokaina (10 mg/kg, ip) x 9 dni; warunkowa preferencja miejsca szezur 0 (NACs) [22]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 9 dni oraz 30 min. odstawienia szczur 1 (STR) [23]
Kokaina (20 mg/kg, ip) x 9 dni oraz 4 godz. odstawienia szczur 0 (STR) [23]
. o ) ) 1 (NAC, STR, BLA, CEA, HIP)
Kokaina (0.5 mg/kg/infuzje, iv) x 3 tygodnie samopodawania szczur 0 (NAC, STR) [15]
Kokaina (0.5 mg/kg/infuzje, iv) x 3 tygodnie bierne (,yoked") podawanie  szczur 1 (NAC, STR, BLA, CEA, HIP) [15]
@ (NAC, STR)
Kokaina (0.5 mg/kg/infuzje, iv) x 6-11 tygodni samopodawania oraz 1 szezur @ (CEA) [24]
dzien odstawienia i nawrot wywotany bodzcem warunkowym 0 (BLA)
Kokaina (0.5 mg/kg/infuzje, iv) x 6-11 tygodni samopodawania oraz 30 szezur 1 (CEA) [24]
dni odstawienia i nawrét wywotany bodZcem warunkowym 0 (BLA)
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Tabela 1. Rola kinazy biatkowej ERK1/2 w uzaleznieniu od kokainy — wyniki analiz molekularnych w chwili rozpoczecia projektu

Model/procedura

doswiadczalna Gatunek Zmiany ufosforylowanej formy ERK1/2 Referencje

Kokaina (0.2 mg/infuzje, iv) x 10 dni oraz 22 godzin odstawienia i nawrét

wywotany bodzcem warunkowym szezur | (NAC) [25]

1 = wzrost ufosforylowanej formy kinazy biatkowej ERK1/2; | spadek ufosforylowanej formy kinazy biatkowej ERK1/2; @ - brak zmian.

AMY - ciato migdatowate, BLA - jadro podstawno-boczne ciata migdatowatego, BNST — jadro tozyskowe prazka krancowego,
CC - kora obreczy, CEA - jadro przysrodkowe ciata migdatowatego, FC — kora czotowa, GP — gatka blada, HIP — hipokamp, NACc
- rdzer jadra pétlezacego przegrody, NACs - skorupa jadra pétlezacego przegrody, PFC — kora przedczotowa, PMC-pierwszorze-
dowa kora ruchowa, SN - substancja czarna, STR - grzbietowe prazkowie, VTA - pole brzuszne nakrywki

Tabela 2. Rola kinazy biatkowej ERK1/2 w uzaleznieniu od kokainy — wyniki analiz behawioralnych w chwili rozpoczecia projektu

Model/procedura Zmiana funkeji kinazy biatkowej . :
doswiadczalna Gatunek ERK1/2 Efekt kokainy  Referencje
mysz 1 (SL327,ip) ! [6]
Hyperaktywno$¢ lokomotoryczna mysz 1 (SL 327, ip) [0} [13,26]
szczur | (PD 98059, VTA) [0} [27]
mysz 1 (SL327,ip) ! [7,16,28]
Sensytyzacja lokomotoryczna: i
faza nabywania mysz | knock-out T [28]
szezur | (PD 98059, VTA) ! [27]
Sensytyzacja lokomotoryczna: .
faza tya:(yszpre]s i yez mysz 1 (SL 327, ip) 0 [7]
Warunkowa preferencja miejsca: mysz | (SL327,ip) . [16]
faza nabywania mysz | knock-out 1 [28]
. @ (bez kokainy)
Warunkowa preferencja miejsca: mysz L (8L.327,ip) | (z kokaina) 6]
faza ekspresji
szczur 1 (U026, NACc) l [22]
Warunkowa preferencja miejsca: szczur 1 (U026, NACc) 1 [22]
faza rekonsolidacji | (PD98059, NACc) l
Samopodawanie szezur 1 (U0126, CEA) 4] [24]
. szezur 1 (U0126, VTA) 4] [29]
Nawrot zachowan poszukiwawczych
wywolywany przez szezur 1 (U0126, BLA) o] [24]
bodziec warunkowy
szezur 1 (U0126, CEA) ! [24]

twzrost; | spadek; @ — brak zmian.

BLA - jadro podstawno-bhoczne ciata migdatowatego, CEA - jadro srodowe ciata migdatowatego, NACc - rdzer jadra pétlezacego
przegrody, VTA - pole brzuszne nakrywki

iny) i bodZzcow warunkowych kojarzonych z pobiera-  a okreslona liczba naci$nie¢ na dZzwignie aktywna wiaze
niem substancji uzalezniajacej — w modulacji powsta-  sie z uruchomieniem pompy infuzyjnej i dozylna iniek-
tych asocjacji pamieciowych postuluje si¢ potencjalng  cja narkotyku poprzez zaimplantowany do zyly szyjnej
farmakoterapie uzaleznien. W badaniach zastosowano  goérnej szczura kateter; kazdej infuzji kokainy towarzy-
model do$wiadczalny, ktéry polega na utrwaleniu od-  szyt bodziec warunkowy ($wiatto i dzwiek). W poréw-
powiedniej reakgji instrumentalnej (np. naci$niecie na  naniu do innych modeli uzaleznienia, samopodawanie
dzwignie umieszczone w klatce Skinnera) wzmacnianej  kokainy najdoktadniej odzwierciedla proces wejscia
podaniami kokainy. W tej metodzie o ilo§ci dostarczo- ~ w nalég, a zachowania obserwowane w tym modelu
nej substancji uzalezniajacej decyduje samo zwierze,  sa wysoce wrazliwe na manipulacje zmiennych $rodo-
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wiskowych i farmakologicznych [31]. Co wiecej, samo-
podawanie kokainy wykorzystywane jest takze do ba-
dania glodu narkotycznego — efekt ocenia sie podczas
przywrdcenia reakcji kojarzonej z pobieraniem kokainy
(naciskanie na dZwignie aktywna) po okresie jej odsta-
wienia [32]. Do realizacji projektu wykorzystano tak-
ze inng innowacyjna w $wietle aktualnego stanu wie-
dzy procedure doswiadczalna (,yoked”). Procedura ta
umozliwia oddzielenie motywacyjnych efektéw zwia-
zanych z aktywnym pobieraniem kokainy od efektéw
farmakologicznych kokainy (czynne i bierne pobieranie
kokainy przez zwierzeta) (Ryc. 1).

PODSUMOWANIE UZYSKANYCH WYNIKOW
ORAZ WNIOSKI

W przeprowadzonych eksperymentach ex vivo z wy-
korzystaniem polaczonych metod behawioralnych
(patrz wyzej) oraz metod molekularnych (Western
blot) oceniano zmiany w aktywnosci kinazy biatkowej
ERK1/2 w réznych strukturach mézgu (kora przedczo-
fowa, hipokamp, grzbietowe prazkowie oraz jadro le-
zgce przegrody) pobranych od zwierzat eksponowa-
nych na kokaine i podczas jej odstawienia (1., 3. 1 10.
dzien wygaszenia reakcji instrumentalnej). Jak wyka-
zano, w fazie samopodawania kokainy nastapit istotny
(0 45%) wzrost ufosforylowanej formy kinazy biatkowej
ERK1/2 w hipokampie zwierzat biernie otrzymujacych
kokaine, podczas gdy w 1. dniu wygaszenia odnotowa-
no spadek o 66 i 35% ufosforylowanej formy kinazy biat-
kowej ERK1/2 w korze przedczolowej szczuréw, od-
powiednio, aktywnie i biernie otrzymujacych kokaine
(Tabela 3). Trzeci dzieri odstawienia pobierania kokainy
charakteryzowat sie spadkiem ufosforylowanej formy
kinazy biatkowej ERK1/2 w hipokampie szczuréw ak-
tywnie (0 34%) oraz biernie (o 25%) pobierajacych koka-
ing, jak réwniez w jadrze pétlezacym przegrody (o 40%)

tylko w grupie zwierzat biernie otrzymujacych koka-
ine. W 10. dniu odstawienia nie zaobserwowano zmian
w ekspresji ufosforylowanej formy kinazy biatkowej
ERK 1/2. Catkowita forma kinazy biatkowej ERK1/2 nie
ulegata zmianom w zadnej analizowanej strukturze bez
wzgledu na czas w jakim pobrano tkanki. Uzyskane wy-
niki potwierdzaja wplyw kokainy na aktywno$¢ kinazy
biatkowej ERK1/2 oraz udziat tego enzymu w asocja-
¢ji bodzca bezwarunkowego (kokaina) i warunkowego
($wiatlo i dZzwiek polgczone z iniekcjg kokainy).

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analizy
farmakologiczne, w ktérych podjeto probe odpowie-
dzi na pytanie czy inhibitor kinazy bialkowej ERK1/2
zmniejsza objawy glodu narkotykowego i zapobiega
nawrotom do nalogu. Takie sytuacje kliniczne dobrze
obrazuja wygaszanie reakcji samopodawania i przy-
wrocenie zachowan poszukiwawczych u szczuréw
poddanych wczesniej procedurze samopodawania ko-
kainy. Jak wykazano, wielokrotnie podawany SL 327
przed sesjami do§wiadczalnymi ostabial (ok. 30%) na-
gradzajace efekty kokainy, a hamujace efekty tego in-
hibitora nie ulegaly tolerancji podczas jego wielokrot-
nych (6 dni) podan (Tabela 4). SL 327 podawany po
sesjach doswiadczalnych nie zmienial efektéw odpo-
wiedzi zwierzat. Innymi stowy wykazano, ze blokada
enzymu nie zmieniala konsolidacji asocjacji pomiedzy
bodzcem bezwarunkowym, a warunkowym. SL 327
podawany w trakcie samopodawania kokainy przed
i po sesji doswiadczalnej hamowal nawrét do nalogu
indukowany bodzcem warunkowym (ale nie kokaina),
natomiast nie przyspieszal wygaszania reakcji instru-
mentalnej w fazie wygaszania [33].

W innej serii doswiadczen blokada kinazy biatkowej
ERK1/2 w trakcie wygaszenia (iniekcje kokainy za-
stapiono iniekcjami soli fizjologicznej) reakcji instru-
mentalnej nie zmieniala — w poréwnaniu z grupami

PROCEDURA SPRZEZENIA ,YOKED”

SAMOPODAWANIE KOKAINY

BIERNE POBIERANIE KOKAINY

BIERNE POBIERANIE
SOLIFIZJOLOGICZNEJ

Rycina 1. Procedura sprzezenia ,yoked"

62

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 57-65



Filip M. — The protein kinase ERK1/2 as an intracellular object of research...

Tabela 3. Rola kinazy biatkowej ERK1/2 w uzaleznieniu od kokainy — wyniki analiz molekularnych (Western blot) uzyskane
podczas realizacji projektu Naukowej Fundacji Polpharmy

Odstawienie kokainy

Mo'd eliprocedura Samopodawanie kokainy
doswiadczalna

1 dziei 3 dzien 10 dzien
Aktywne pobieranie kokainy | (PFC 1 (HIP)

(0.5 mg/kg/iniekcje) x 14 dni @ (PFC. HIP. NAC, STR)

@ (HIP, NAC, STR)

B (PFC, NAC, STR) @ (PFC, HIP NAC, STR)

Bierne (,yoked") pobieranie
kokainy (0.5 mg/kg/iniekcje) 0
x 14 dni

P) 1 (PFC)
(PFC, NAC, STR)

@ (HIP NAC, STR)

| (PFC, HIPNAC) @ (STR) @ (PFC, HIP. NAC, STR)

1 = wzrost ufosforylowanej formy kinazy biatkowej ERK1/2; | spadek ufosforylowanej formy kinazy biatkowej ERK1/2; @ — brak zmian.

HIP — hipokamp, NAC - jadro pétlezace przegrody, PFC - kora przedczotowa, STR — grzbietowe prazkowie

Tabela 4. Rola kinazy biatkowej ERK1/2 w uzaleznieniu od kokainy — wyniki analiz behawioralnych i farmakologicznych
z uzyciem inhibitora kinazy uzyskane podczas realizacji projektu Naukowej Fundacji Polpharmy

Nawrét zachowan
Model/procedura Samopodawanie Odstawienie poszukiwawczych
doswiadczalna kokainy kokainy

kokaina (ip) $wiatto + dzwiek

Samopodawanie kokainy (iv); ! 0 0 !
SL 327 podawany (6 dni) przed sesjami doswiadczalnymi
Samopodawanie kokainy (iv); SL 327 podawany (6 dni) po sesjach 0 0 0 !
doswiadczalnych
Samopodawanie kokainy (iv); SL 327 podawany (6 dni) przed sesjami ) 0 !
doswiadczalnymi w trakcie odstawienia
Samopodawanie kokainy(iv); SL 327 podawany (6 dni) po sesjach ) | 0

doswiadczalnych w trakcie odstawienia

| — spadek; @ — brak zmian

kontrolnymi otrzymujacymi w sposéb analogiczny
rozpuszczalnik — liczby naci$nie¢ na dZzwignie aktyw-
na. Co ciekawe, aplikowany przez 6 dni przed sesjami
doswiadczalnymi w fazie wygaszania, SL 327 oslabiat
przywrécenie reakcji naciskania indukowanej bodz-
cem warunkowym, natomiast stosowany wielokrotnie
po sesjach wygaszania, hamowat nawrét wywolywany
przez obwodowe podanie kokainy (Tabela 4). Efekty SL
327 wydaja sie by¢ specyficzne, gdyz ten inhibitor nie
zmienial liczby naci$nie¢ na dZwignie nieaktywna i tyl-
ko nieznacznie zmniejszal podstawowa aktywnos¢ lo-
komotoryczna u zwierzat naiwnych.

Wyniki uzyskane w tej czesci pracy pozostaja w pewnej
sprzecznosci z wezeéniejszymi doniesieniami literatu-
rowymi, w ktérych wykazano, ze podanie inhibitora ki-
nazy biatkowej ERK1/2 przed kokaina w modelu sensy-
tyzacji lokomotorycznej zahamowato lokomotoryczne
odpowiedzi samej kokainy, jak i srodowiska [16]. War-
to jednak podkresli¢, ze modele samopodawania i wa-
runkowa preferencja miejsca, pomimo iz oba stoso-
wane w badaniach nad nagradzajacymi wlasnosciami

kokainy, réznia sie sposobem aplikowania narkotyku
(aktywne przez samo zwierze vs. bierne przez ekspery-
mentatora) oraz neuroanatomicznym podlozem zaan-
gazowanym w taki efekt [2]. By¢ moze te wtasnie przy-
czyny powoduja odmienna odpowiedZ zwierzat po
podaniu SL 327.

Reasumujac, otrzymane w projekcie wyniki wska-
ZUj3, Ze:

« Efekty nagradzajace kokainy zaleza od aktywno-
$ci kinazy bialkowej ERK1/2, poniewaz wielokrot-
ne podawanie inhibitora kinazy przed sesjami do-
$wiadczalnymi spowodowalo zmniejszenie liczby
naci$nie¢ na dZwignie aktywna i liczbe pobieranych
porcji kokainy u szczuréw.

« Blokada kinazy biatkowej ERK1/2 w trakcie samo-
podawania kokainy i jej odstawienia nie odgrywa
roliw przyspieszaniu wygaszenia zachowan poszu-
kiwawczych u szczuréw (brak znaczacych zmian
w liczbie naci$nie¢ na dzwignie aktywnag).
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+ Zablokowanie kinazy biatkowej ERK1/2 w trakcie
samopodawania kokainy nie wptywa na nawrét za-
chowan poszukiwawczych wywotanych podaniem
kokainy u szczuréw, a w zwiazku z tym inhibitory
tego enzymy tylko podawane w okresie intoksykacji
kokainowej (czyli razem z kokaina) moga stanowic
potencjalne leki w farmakoterapii uzaleznienia od tej
substancji psychoaktywne;j.

« Zablokowanie kinazy bialkowej ERK1/2 w trakcie
wygaszenia reakcji instrumentalnej zmniejsza na-
wrot do nalogu wywolany bodzcem warunkowym
i bezwarunkowym (substancja uzalezniajaca).
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In search of genetic background for aspirin-induced asthma

Zaltad Immunopatologii, Katedra Alergologii, Immunologii i Dermato-
logii, Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2008 roku przyznata zespotowi pracuja-
cemu pod kierunkiem prof. dr hab. Rafata Pawliczaka grant na realizacje
projektu badawczego pt.: Analiza ekspresji genow metodg whole genome
scan w przebiegu astmy oskrzelowej z nadwrazliwoscig na aspiryne i nieste-
roidowe leki przeciwzapalne, astmy oskrzelowej bez nadwrazliwosci, mozli-
wosci farmakologicznej interwencji i ewaluacji ryzyka.

STRESZCZENIE

Nadwrazliwo$¢ na aspiryne charakteryzuje sie szeregiem objawéw klinicz-
nych ze strony uktadu oddechowego, skéry i niekiedy przewodu pokarmo-
wego pojawiajacych sie w ciggu kilkunastu minut do kilku godzin po za-
zyciu aspiryny badz innych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Zas
astma obok przewleklego zapalenia blony sluzowej oskrzeli i zatok obocz-
nych nosa oraz polip6w nosa stanowi gtéwny element tzw. triady aspiry-
nowej. Wiedza dotyczaca patogenezy astmy aspirynowej jak dotad przede
wszystkim opiera sie na farmakologicznym mechanizmie dzialania leku,
a mianowicie hamowaniu enzymu kaskady kwasu arachidonowego — cy-
klooksygenazy (COX-1 i COX-2) i w konsekwencji zachwiania rownowagi
miedzy synteza eikozanoidéw szlaku cyklooksygenazy o dzialaniu rozkur-
czajacym mig$nidwke miesni gtadkich oskrzeli (PGE,), a synteza prozapal-
nych eikozanoidéw szlaku lipooksygenazy (kwas 15-hydroksyeikozatetra-
enowy (15-HETE), leukotrieny cysteinylowe) z przewaga dla tych ostatnich.
Jednakze teoria ta nie ttumaczy wystepowania nadwrazliwos$ci na aspiryne
tylko u niektdérych pacjentéw chorych na astme oskrzelowa. Dlatego tez ce-
lem projektu bylo poszukiwanie przypuszczalnie odmiennego podioza ge-
netycznego pomiedzy chorymi na astme aspirynowa w poréwnaniu do ast-
matykéw bez nadwrazliwosci i 0s6b zdrowych metoda whole genome scan.

Stowa kluczowe: astma aspirynowa « aspiryna « PBMC « mikromacierze
» whole genome scan

ABSTRACT

Aspirin hypersensitivity is characterized by a number of clinical symp-
toms of respiratory, (sometimes gastrointestinal tract) and skin occur-
ring within several minutes to a few hours after ingestion of aspirin or
other nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). Asthma next to
chronic bronchial mucosa and nasal polyps is a major component of the
aspirin triad. One hypothesis explaining the pathogenesis of aspirin in-
duced asthma (AIA) is the cyclooxygenase theory. According to it, aspi-
rin inhibits intracellular COX enzymes, inhibiting prostaglandin bio-
synthesis. In turn, inhibition of COX causes an imbalance between the
synthesis of eicosanoids originating from the cyclooxygenase pathway,
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which have smooth muscle relaxant properties, in favour of the synthe-
sis of lipoxygenase pathway eicosanoids shrinking brochitis (15 — hy-
droxyeicosatetranoic acid (15-HETE), cysteinyl leukotriens — cysLTs.
However, this theory does not explain the prevalence of aspirin hyper-
sensitivity only in some patients with asthma. Therefore, the aim of the
research was looking for possibly different genetic background between
patients with AIA compared to asthmatic patients without aspirin hy-
persensitivity and healthy volunteers using whole genome scan.

Key words: aspirin hypersensitivity « aspirin « PBMC « microarrays
» whole genome scan

WSTEP

Prosta acetylowa pochodna kwasu salicylowego — aspi-
ryna jest pierwszym lekiem uzyskanym w sposéb synte-
tyczny, a nie wyizolowanym z surowcoéw wystepujacych
w przyrodzie — stad jej synteze uznaje sie za poczatek
nowoczesnego przemystu farmaceutycznego. Pomimo
110-letniej historii stosowana jest masowo jako srodek
przeciwbdlowy, przeciwgoraczkowy, przeciwzapalny,
wykazujacy wlasciwosci przeciwzakrzepowe, a takze
ostatnio odkryte dziatanie przeciwnowotworowe.

Jednak obok wielu korzystnych wtasciwosci farmako-
logicznych aspiryny znajduja sie i takie, ktére moga by¢
przyczyna powaznych konsekwencji zdrowotnych jak
np. astmy aspirynowe;j.

Astma oskrzelowa z nadwrazliwos$cia na aspiryne jest
niealergicznym fenotypem astmy charakteryzujacym
sie dodatkowo przewleklym, eozynofilowym niezytem
nosa i zatok przynosowych, czesto wraz z towarzysza-
cymi polipami nosa, w ktérym aspiryna nie jest czynni-
kiem inicjujacym lecz zaostrzajacym toczacy sie proces
zapalny lezacy u podloza choroby astmatycznej. Szacu-
je sie, ze czesto$¢ wystepowania tej choroby w populacji
ogélnej wynosi od 0,6-2,5% [1,2]. Natomiast w zalezno-
$ci od badanej populacji i zastosowanych metod diagno-
stycznych, w populacji oséb dorostych, chorych na astme
oskrzelowg wraz z wystepujacymi polipami nosa nawet
do 21% [3]. Rodzinne wystepowanie tejze jednostki cho-
robowej szacuje si¢ na 1-6% przypadkow [4,5].

Przebieg naturalny astmy oskrzelowej z nadwrazliwo-
$cig na aspiryne (aspirin-induced asthma, AIA) jest
charakterystyczna sekwencja objawéw rozpoczynajaca
sie miedzy 3 a 4 dekada zycia od przewleklego niezy-
tu nosa, przechodzac dalej w zapalenie zatok przyno-
sowych i polipy nosa, koriczac na astmie oskrzelowej
z nadwrazliwo$cia na aspiryne lub inne niesteroidowe
leki przeciwzapalne (NLPZ). Reakcja na leki pojawia sie
w przeciagu od kilkunastu minut do kilku godzin i obej-
muje takie objawy jak skurcz oskrzeli, uczucie ucisku
w klatce piersiowej, $wisty, wodnisty wyciek z nosa, blo-

kada nosa, kichanie, $wiad, tzawienie oczu, przekrwie-
nie spojéwek. Moze réwniez pojawi¢ sie pokrzywka,
ktéra obok astmy jest najczestszg manifestacja nad-
wrazliwo$ci. Zdarzaja sie takze objawy ze strony ukfa-
du pokarmowego takie jak: nudnosci, wymioty czy bél
brzucha. Jednak najciezsza reakcja niepozadana jest za-
grazajacy zyciu wstrzas anafilaktyczny.

Jednoznaczne rozpoznanie nadwrazliwosci na aspiry-
ne opiera sie jak na razie tylko na podstawie testéw pro-
wokacyjnych, gdzie ,,zfotym standardem” pozostaje do-
ustny test z aspiryna nasladujacy naturalna ekspozycje,
charakteryzujacy sie najwyzsza czuloscia (89%) i spe-
cyficznoscia (93%) [6]. Jednakze zgodnie z wytycznymi
European Academy of Allergy and Clinical Immuno-
logy (EAACI) i Global Allergy and Asthma European
Network (GA’LEN) w pierwszej kolejnosci zalecane
jest przeprowadzenie préby inhalacyjnej lub donoso-
wej. Jesli za$ ich wynik pozostanie negatywny, a wy-
wiad wskazuje na nadwrazliwo$¢ na NLPZ, wéwczas
konieczne jest przeprowadzenie proby doustnej celem
postawienia ostatecznej diagnozy [6].

PATOGENEZA ASTMY ASPIRYNOWEJ

Wedtug Prof. Szczeklika i wsp., pojawienie sie skurczu
oskrzeli wraz z pozostalymi objawami towarzyszacy-
mi po podaniu aspiryny nie jest konsekwencja reakcji ze
strony uktadu immunologicznego, a efektem farmako-
logicznym dzialania leku, jakim jest zahamowanie syn-
tezy metabolitéw kwasu arachidonowego szlaku cyklo-
oksygenazy (COX) [7]. Enzym ten wystepuje w postaci
dwdch izoform: konstytutywnej COX-1 i indukowanej
w ciagu 2 do 6 godzin poprzez cytokiny, bodzZce zapal-
ne oraz czynniki wzrostu — COX-2. Za stusznoscia po-
wyzszej teorii przemawia fakt, ze tylko te NLPZ, ktérych
mechanizm dzialania polega na hamowaniu przede
wszystkim COX-1 i w duzo mniejszym stopniu COX-2,
wywoluja skurcz oskrzeli u chorych na AIA [8]. Aspiry-
na, acetylujac seryne w pozycji 530 faricucha aminokwa-
sowego COX-1, powoduje zmiane konformacji biatka.
Zmieniona struktura przestrzenna centrum aktywnego
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uniemozliwia interakcje enzymu z czasteczka kwasu ara-
chidonowego [9]. W konsekwencji dochodzi do zahamo-
wania syntezy metabolitéw kwasu arachidonowego szla-
ku cyklooksygenazy - prostaglandyn i tromboksanéw
[10-12]. Pomimo zablokowania szlaku cyklooksygena-
zowego kwas arachidonowy pozostaje zZrédlem eikoza-
noidéw powstajacych przy udziale lipoksygenaz i cyto-
chromu P450. COX-1 i COX-2 rézniq sie wrazliwoscia
na hamowanie przez aspiryne ze wzgledu na odmienna
budowe centrum aktywnego. Obecno$¢ w COX-2 wa-
liny zamiast izoleucyny w pozycji 523 taricucha amino-
kwasowego sprawia, ze kanal centrum aktywnego tej
izoformy enzymu jest szerszy i jego acetylacja zmienia je-
dynie specyficzno$¢ reakeji [13]. Zatem acetylacja COX
powoduje zachwianie réwnowagi miedzy synteza eiko-
zanoidoéw szlaku cyklooksygenazy o dzialaniu rozkur-
czajacym mie$niéwke gtadka oskrzeli (PGE), a synteza
eikozanoidéw szlaku lipoksygenazy kurczacymi oskrze-
la (15-HETE, LTB, leukotrieny cysteinylowe), na korzys¢
tych ostatnich. I tak tez, u pacjentéw chorych na astme
zwigzang z nadwrazliwo$cia na aspiryne - w poréwna-
niu z pacjentami chorymi na astme, tolerujacymi aspi-
ryne - stwierdzano wieksze stezenia leukotrien6éw cyste-
inylowych i ich metabolitéw w moczu, w popluczynach
oskrzelikowo - pecherzykowych (ang. bronchoalveolar
lavage fluid, BAL), w kondensacie powietrza wydecho-
wego, a takze w popluczynach nosowych [14-17]. Orto-
lan i wsp. wykazali wzrost stezenia LTC, w poptuczynach
nosowych po prowokacji donosowej z aspiryna u pacjen-
téw z triadg aspirynowa [18]. Ferreri i wsp.[19], podczas
prowokacji doustnej, obok wzrostu stezenia LTC, opi-
sali spadek syntezy PGE,. Zespoly Pawliczak, Kowalski
i wsp. [15] oraz Picado i wsp. [20] otrzymaly podobne
wyniki dotyczace wzrostu stezenia leukotrienéw cyste-
inylowych w poptuczynach nosowych po prowokacji
z aspiryna. Ponadto w wyniku inkubacji z aspiryng za-
obserwowano wzrost wytwarzania 15-HETE tylko przez
komorki nabtonka nosa i leukocyty krwi obwodowej po-
chodzace od 0s6b nadwrazliwych na ASA [21].

Kolejng obserwacja poczyniona u pacjentéw nadwraz-
liwych na aspiryne jest zmniejszone wytwarzanie lipok-
syn (lipoxin, LX) — innych metabolitéw kwasu arachi-
donowego o dzialaniu przeciwzapalnym, naturalnych
antagonistow prostaglandyn i leukotriendw. Aspiryna
acetylujac COX-2, przekierowuje jej aktywnos¢ kata-
lityczna z wytwarzania prostaglandyn i tromboksanu
na produkcje 15-epi-lipoksyny A4, czyli ATL (aspirin-
-triggered 15-epi-lipoxin A4). Obecno$¢ ATL wykazano
réwniez u os6b, ktérym nie podano aspiryny, co wska-
zuje, ze COX-2 moze by¢ acetylowane poprzez endo-
genne czynniki acetylujace np. 15-HETE i/lub ATL,
sugerujac dodatkowy zwiazek ze $ciezka cytochromu
P450. Jednakze, u oséb chorych na astme cigzka steze-
nie lipoksyny A4 jest bardzo niskie, podobnie jest u pa-
cjentéw chorych na astme z nadwrazliwo$cig na ASA,

w poréwnaniu do pacjentéw chorych na astme oskrze-
lowa z tolerancja na aspiryne [22,23].

Ostatnio w literaturze po$wieca sie duzo uwagi mar-
kerom stresu oksydacyjnego, ktéry jak wiadomo obok
przewleklego procesu zapalnego jest waznym elemen-
tem patogenezy astmy. W przypadku AIA niezwykle
wazne jest zwrdcenie uwagi na 8-izoprostany, syntety-
zowane z kwasu arachidonowego w reakcji peroksyda-
¢ji, na drodze niezaleznej od COX, ktérych zwigkszo-
ng produkcje stwierdzono w kondensacie wydychanego
powietrza u astmatykéw z nadwrazliwo$cia na aspiryne,
nie leczonych glikokortykosteroidami w poréwnaniu do
pacjentéw chorych na astme oskrzelowa z nadwrazliwo-
$cia na ASA z wlaczona steroidoterapia i 0séb zdrowych
[24]. W tym samym badaniu wykazano istotna korelacje
dodatnia pomigedzy 8-izo-PGF,_i cysLTs w kondensa-
cie wydychanego powietrza u chorych z AIA zwracajac
uwage na mozliwa zalezno$¢ dwdch odrebnych proce-
sow: stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego.

Poniewaz jedynie u oséb z AIA aspiryna wywotu-
je niealergiczna reakcje nadwrazliwosci, mozna by po-
stulowac istnienie w tej grupie chorych pewnych wyj-
$ciowych, genetycznych odrebnosci w metabolizmie
kwasu arachidonowego. Dlatego tez celem badania byto
okreslenie czy i jak zmienia sie ekspresja gendéw w ko-
morkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC)
pacjentéw chorych na astme oskrzelowa z nadwrazliwo-
$cig na aspiryne po inkubacji z aspiryna lizynowa w po-
réwnaniu z pacjentami chorymi na ciezka posta¢ astmy
oskrzelowej bez nadwrazliwosci na ASA oraz z osoba-
mi zdrowymi, a takze jakie znaczenie w patogenezie ast-
my z nadwrazliwosécia na ASA moga mie¢ ewentualne
produkty tych genéw w odniesieniu do aplikacji diagno-
stycznych, klinicznych i farmakologicznych.

ANALIZA EKSPRESJI GENOW W KOMORKACH
KRWI OBWODOWEJ 0SOB CHORYCH NA ASTME
ASPIRYNOWA METODA WHOLE GENOME SCAN

— OBECNY STAN WIEDZY

Wyniki dotychczas opublikowanych badan dotycza-
cych réznych choréb w tym uktadu immunologiczne-
go wskazuja, ze analiza ekspresji genéw w komorkach
krwi obwodowej pozwala na okreslenie specyficznego
profilu ekspresji genéw. Zas w celu jego oznaczenia nie-
watpliwie uzytecznym narzedziem badawczym od kon-
ca lat 90tych ubiegtego wieku pozostaja mikromacierze
cDNA, ktére pozwalaja na jednoczesna analize dziesig-
tek tysiecy transkryptéw. Popularno$¢ tej metody jest
nie tylko rezultatem jej szerokich mozliwosci aplika-
cyjnych, ale réwniez zasobéw uzyskiwanych informa-
¢ji. Jednakze przygotowujac eksperyment mikromacie-
rzowy trzeba liczy¢ sie z niezwykle trudna interpretacja
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wynikéw ze wzgledu na mozliwos¢ powstawania ,,szu-
méw” mogacych zagluszy¢ prawidlowy obraz profilu
ekspresji badanych genéw. Dlatego tez coraz czesciej
w literaturze rozwazana jest kwestia walidacji mikro-
macierzy przede wszystkim na poziomie mRNA po-
przez real time PCR. Wykazano, ze korelacja pomiedzy
wynikami mikromacierzy i RT-PCR, ktérych ekspresja
ulega zmianie wiecej niz 2-krotnie jest czesto silna i zbli-
zona do 90% [25]. Natomiast czestym jest zanik tej ko-
relacji pomiedzy wynikami otrzymanymi obiema me-
todami w sytuacji, gdy wynik z analizy mikromacierzy
sugeruje nizszy niz dwukrotna zmiane w poziomie eks-
presji badanego genu, np. dla 1,4-krotnej zmiany w po-
ziomie regulacji genu korelacja ta wynosi juz tylko 40%
[26]. Istnieje rowniez mozliwo$¢ sprawdzenia uzyska-
nych rezultatéw na poziomie proteomu wykorzystujac
np. metode Western blot. Zwazywszy jednak na niecat-
kowitg korelacje pomiedzy ekspresja na poziomie pro-
teomu, a ekspresja na poziomie transkryptomu, czesto
nie obserwuje sie oczekiwanych ilosciowych zmian na
poziomie biatka, ktére korespondowalyby z otrzyma-
nymi danymi mikromacierzowymi [27].

Biorac pod uwage rozwdj badan naukowych w obsza-
rze astmy oskrzelowej z nadwrazliwoscia na aspiryne
wykorzystujacych eksperymenty mikromacierzowe
nie mozna stwierdzi¢, ze jest to kierunek wystarczaja-
co prospektywny. W latach 2005 — 2012 w literaturze
pojawily sie zaledwie 3 badania z uzyciem mikromacie-
rzy, ktérych celem byta analiza profilu ekspresji genéw
w krwi obwodowej u chorych na AIA w poréwnaniu
do ATA, w tym 2 badania byly zwalidowane metoda
RT-PCR. Jedno z tych badan wykonano réwniez z za-
miarem poréwnania profilu ekspresji gendw w polipach
nosa u chorych na AIA do profilu genetycznego prze-
wleklego zapalenia zatok. Warto wspomnie¢, iz w chwi-
li rozpoczecia projektu opublikowano wnioski z 2 ba-
dan naukowych bazujacych na danych uzyskanych za
pomoca mikromacierzy (Tabela 1).

Devouassoux i wsp. [28] badajac ekspresje ponad 22.000
genéw w krwi obwodowej potwierdzili zmiane 1 z nich,

a mianowicie genu kodujacego galaktyne-10 — wyka-
zano bowiem istotnie statystyczny, okolo dwukrotny
wzrost ekspresji galaktyny-10 u os6b chorych na astme
oskrzelowa z nadwrazliwoscig na aspiryne w poréwna-
niu do astmatykéw bez nadwrazliwosci i oséb zdrowych.
Jednakze, wyniki te nie zostaly potwierdzone w innym,
niezaleznym badaniu, w ktérym wskazano na wrecz
mniejsza ekspresje galaktyny-10 w PBMC u pacjentéw
z AIA w poréwnaniu do ATA i 0s6b zdrowych [29]. Udo-
wodniony za$ zostal istotnie statystyczny wzrost ekspre-
sji galaktyny-10 w popluczynach z nosa pochodzacych
od pacjentéw z AIA w poréwnaniu do ATA [29]. Galak-
tyna-10, zwana réowniez krysztalem Charcota-Leydena
(CLC), nalezy do rodziny wigzacych B-galaktozydy lek-
tyn produkowanych przez takie komérki uktadu immu-
nologicznego zaangazowane w procesy alergiczne jak
eozynofile, bazofile, limfocyty T CD4*CD25* (Treg) [30-
32]. Pomimo, ze dokladna funkcja tego biatka nie zosta-
ta opisana, przypuszcza sie, ze ekspresja CLC jest nie-
zbedna do prawidlowego funkcjonowania limfocytéw
regulatorowych [31], ,straznikéw” tolerancji obwodo-
wej, hamujacych dzialanie limfocytéw pomocniczych,
jak i wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych [33,34].
Dowiedziono takze, ze zmiennos¢ genetyczna w obre-
bie promotora CLC u 0séb chorych na alergiczny niezyt
nosa w poréwnaniu do oséb zdrowych ma wplyw na re-
gulacje transkrypcji i skutkuje zwiekszonym poziomem
ekspresji genu [35].

W drugim badaniu mikromacierzowym majacym na
celu analize ekspresji genéw w PBMC u pacjentéw
z ATA w poréwnaniu do ATA, sposréd 34.560 bada-
nych transkryptéw 2 geny spetniajace kryteria p<0,001
i = 8-krotny fold change zostaly potwierdzone za pomo-
3 RT-PCR — CNKSR3 i SPTBN2 [36]. Jednakze, zaden
z tych genéw nie wykazal powiazania ze stanem zapal-
nym, aktywnoscia ukladu immunologicznego czy feno-
typem astmy aspirynowe;j.

W badaniu Sekigawa i wsp. [37] analizujacym zmia-
ny w profilu ekspresji genéw w polipach nosa u astma-
tykéw nadwrazliwych na aspiryne poréwnujac go do

Tabela 1. Tabela 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu — analiza ekspresji genéw we krwi obwodowej u oséb chorych na
astme oskrzelowa z nadwrazliwoscig na aspiryne w poréwnaniu do pacjentéw z astma oskrzelowg bez nadwrazliwosci

i zdrowych ochotnikéw.

Liczbnos¢ grup . . . .

Autorzy (n = mikromacierze+RT-PCR) Warunki stymulacji z aspiryna Wyniki
- - Sposréd niemal 4000 transkryptow znaleziono

. AlAn=1+0 PBMCs inkubowane Th z aspiryng P P A .
Choi Si wsp. . L 19 gendw, ktorych ekspresja réznita sie w sposéh
P ATAN=1+0 lizynowa o stezeniu 50pg/ml ist(?tny statysti(,cznie p%mijedzy AlAi A?I'A P

AlAN=13+15 Sposrad okoto 22000 transkryptéw przedstawio-
Devouassoux Giwsp.(5) ATAn=13+25 PB bez stymulacji aspiryng no 1 (Galaktyna - 10), ki6rego ekspresja rdznita

ZDROWI n=0+27

sie w sposob istotny statystycznie pomiedzy AIA
vs. ATA
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profilu ekspresji genéw u chorych na przewlekle za-
palenie zatok, spos$réd 146 genéw zaangazowanych
w proces zapalny potwierdzono istotnie statystyczna
zmiane 2 z nich — INDO i IL1R2. Zaobserwowano po-
nad 4-krotny wzrost ekspresji INDO i okoto 2,5-krot-
ny wzrost ekspresji ILI1R2 u pacjentéw z AIA w poréw-
naniu do o0s6b z przewleklym zapaleniem zatok. INDO
koduje enzym 2,3-dioksydaze indoloaminy zaangazo-
wana w katabolizm tryptofanu do kinureniny, zas de-
gradacja tryptofanu w makrofagach skutkuje inhibicja
proliferacji limfocytéw T [38]. Aktywacja INDO naste-
puje pod wplywem interferonéw (IFNs) i cytokin pro-
zapalnych tj. IL1 [39], za$ supresja pod wptywem takich
czynnikéw jak TGE-fB 1114 [40,41]. Wykazano rowniez,
ze stymulacja komoérek jednojadrzastych krwi obwo-
dowej 0s6b zdrowych aspiryna wywiera efekt inhibuja-
cy na IFN- y a tym samym na INDO hamujac degrada-
cje tryptofanu [42]. Z kolei, w normalnych warunkach
IL1R?2 jest odpowiedzialny za hamowanie przylaczania
sie IL1 do receptora w ludzkich monocytach powodu-
jac zmniejszenie aktywnosci COX-2, nie wywierajac
wplywu na COX-1 [43]. Zas w przypadku os6b cho-
rych na astme oskrzelowa z nadwrazliwos$cia na aspi-
ryne wykazano istnienie form polimorficznych (SNPs,
single nucleotide polymorphisms) genéw INDO1 ILIR2,
ktére prawdopodobnie wplywaja na zmiane regulacji
ich transkrypcji [37].

ANALIZA EKSPRESJI GENOW W KOMORKACH
JEDNOJADRZASTYCH KRWI OBWODOWEJ
0SOB CHORYCH NA ASTME ASPIRYNOWA
METODA WHOLE GENOME SCAN — WYNIKI BADAN
WLASNYCH

Objawy astmy oskrzelowej z nadwrazliwo$cia na aspi-
ryne nie sa konsekwencja aktywacji uktadu immuno-
logicznego przez aspiryne, a jedynie jej farmakologicz-
na wlasciwoscia wplywajaca na zablokowanie syntezy
prostaglandyn. W zgodzie z tym, wyniki badan wla-
snych dotyczacych analizy globalnych profili ekspresji
gen6éw w PBMC u 0s6b z astma aspirynowa z wykorzy-
staniem techniki mikromacierzy cze$ciowo potwier-
dzaja te teze.

Rozpoznanie astmy u chorych potwierdzono w opar-
ciu o wytyczne GINA 2006. U chorych przeprowadzo-
ny zostal takze wywiad w kierunku alergii, zaburzen
w obrebie klatki piersiowej, w tym niedawnych infek-
¢ji drég oddechowych oraz w kierunku palenia tyto-
niu. U wszystkich chorych w celu zmierzenia funkcji
pluc zostata wykonana spirometria. Wszyscy pacjenci
zostali takze poddani testom skérnym z zestawem po-
wszechnych aeroalergenéw. Chorzy na astme oskrze-
lowa uczestnicy badania zostali takze poproszeni przed
wykonaniem spirometrii o nieprzyjmowanie broncho-

dilatatoréw przynajmniej 8 godzin przed badaniem,
przy zachowaniu przyjmowania wziewnych lub sys-
temowych glikokortykosteroidéw. Bronchospastycz-
na posta¢ nadwrazliwosci na aspiryne byla definiowa-
na zgodnie z wytycznymi EAACI/GA?LEN. Wszyscy
pacjenci chorzy na astme oskrzelowa z nadwrazliwo-
$cia na aspiryne zostali wlaczeni do badania, jezeli mieli
dodatnia doustna prébe prowokacyjng z aspiryna w cia-
gu ostatnich 6 miesiecy przed rozpoczeciem projektu.
Za$ pacjenci chorzy na astme tolerujacy aspiryne, oraz
osoby zdrowe z grupy kontrolnej, zostali zakwalifikowa-
ni do badania, jezeli mieli negatywny wywiad w kierun-
ku aspirynyiinnych NLPZ réwniez w ciagu, co najmniej
ostatnich 6 miesiecy przed rozpoczeciem projektu.

Od pacjentéw pobrano po 54 ml krwi obwodowej, a na-
stepnie wyizolowano leukocyty na drodze rozdziatu
w gradiencie stezer. Komorki zostaly zastymulowane za-
réwno roztworem aspiryny lizynowej o stezeniu 2 pM,
jak i roztworem lizyny o stezeniu 20uM jako kontrola
negatywna (37°C, 30 min), po czym wyizolowano z nich
calkowite RNA i przeprowadzono reakcje odwrotnej
transkrypcji celem uzyskania cDNA do dalszych etapéw
doswiadczenia — mikromacierzy i RT-PCR.

Analiza statystyczna wynikéw pochodzacych z mikro-

macierzy pozwolila na:

« znalezienie 344 gendw, ktérych réznica w ekspresji
pomiedzy grupa pacjentéw chorych na astme oskrze-
lowa z nadwrazliwo$cia na ASA i pacjentéw chorych
na astme bez nadwrazliwos$ci byla zmieniona w spo-
sob istotny statystycznie. Z grupy tej wyszczeg6lniono
24 geny, ktorych ekspresja gendéw po inkubacji z ASA
byla zmieniona istotnie statystycznie dwa lub wiecej
razy w poréwnaniu do kontroli;

« znalezienie 501 gendw, ktérych réznica w ekspresji
byla zmieniona w sposéb istotnie statystyczny pomie-
dzy pacjentami chorymi na astme oskrzelowa z nad-
wrazliwo$cig na aspiryne, a ochotnikami zdrowymi,
przy czym 69 gendéw wykazalo zmiane ekspresji co
najmniej dwukrotnie;

« znalezienie 488 gendéw, ktérych réznica w ekspre-
sji byla zmieniona w sposdéb istotnie statystyczny po-
miedzy pacjentami chorymi na astme oskrzelowa bez
nadwrazliwosci na aspiryne i ochotnikami zdrowymi,
z czego dla 33 genéw roéznica ta zmienila si¢ co naj-
mniej dwukrotnie.

Do kolejnego etapu projektu wyodrebniono zatem 18
genow, ktérych zmiana ekspresji pomiedzy dwoma wy-
branymi grupami (AIA vs ATA — BMP2, CSF1, DOCK®9,
GAB3, MARVELDI, TRIP6; AIA vs ZDROWI - CDIA,
CNPY3, CXCL11, ERAS, FOSL1, FOXF1, KLHDC?2,
MAPIS, MARVELDI, PARVG, PTPRB, TLR?) byla co
najmniej dwukrotna i ktérych udzial w procesach za-
palnych zostal potwierdzony w literaturze.
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Jednakze, réznice te nie zostaly potwierdzone za po-
moca badania RT-PCR tj. nie wykazano istotnych sta-
tystycznie réznic w ekspresji genéw po stymulacji
aspiryna lizynowa w poréwnaniu do lizyny jako kon-
troli negatywnej. Dlatego tez, dane uzyskane w trakcie
realizacji projektu mozna podsumowac nastepujaco:

Ekspozycja na aspiryne nieznacznie zmienia global-
ne profile ekspresji genéw u oséb z AIA w PBMC
w relacji do grup kontrolnych: ATA i 0s6b zdrowych.
Jednakze wsréd tych profili nie znaleziono genéw
majacych zwiazek z fenotypem choroby, ktérych
zmiana zostataby potwierdzona na poziomie mRNA
i okazalaby sie istotna statystycznie.

Brak istotnych réznic w profilu ekspresji genéw
w PBMC pomigdzy osobami chorymina AIA, a gru-
pa pacjentéow chorych na ATA i osobami zdrowy-
mi po stymulacji aspiryna moze réwniez $wiadczy¢
o tym, ze nadwrazliwos$¢ na aspiryne nie ma charak-
teru systemowego, ogélnoustrojowego, poniewaz
w tym przypadku PBMCs nie odzwierciedlaja pro-
cesow zapalnych zachodzacych podczas ekspozycji
na lek. Warto nadmienié, ze w literaturze wiekszo$¢
badan naukowych analizujacych podloze genetycz-
ne w astmie aspirynowej obserwuje potwierdzone,
istotnie statystyczne zmiany ekspresji pojedynczych
gendw badajac np. popluczyny z nosa, wycinki z po-
lipéw nosa co sugeruje charakter miejscowy tej jed-
nostki chorobowe;j.

WNIOSKI

Patogeneza astmy oskrzelowej z nadwrazliwo$cia na
aspiryne niewatpliwie dalej bedzie pozostawac w ob-
szarze zainteresowan badaczy i inspiracja do poszu-
kiwania coraz to bardziej wyrafinowanych odpowie-
dzi. Jak dotad wiadomo, ze objawy nadwrazliwosci
na aspiryne nie koreluja z uposledzeniem funkcjo-
nowania ukladu immunologicznego, ani tez jak do-
wiedli$my nie maja zwigzanego z tym podloza gene-
tycznego. Mozliwe, Ze sama aspiryna nie powoduje
znacznych zmian na poziomie mRNA lecz w dalszej
obrébce potranskrypcyjnej i po translacji oraz mo-

dyfikacji biatek. Dlatego tez, niezwykle wazne bylo-
by sprawdzenie przedstawionych tendencji metoda
whole proteome analysis za pomoca chociazby mi-
kromacierzy bialkowych, zaréwno przed jakipo sty-
mulacji aspiryna PBMCs pacjentéw z AIA versus
ATA i zdrowi. Niewatpliwie dalsza obserwacja inte-
rakeji wybranych biatek mogtaby wnie$¢ duzy wkiad
w konstrukeji molekularnych szlakéw sygnalowych
wyjasniajacych patomechanizm powstawania nad-
wrazliwo$ci na aspiryne.

OSOBY BIORACE UDZIAt W REALIZACJI PROJEKTU
BADAWCZEGO

Prof. dr hab n. med. Rafat Pawliczak, Prof. dr hab. An-
drzej Bednarek, Dr n. med. Joanna Wieczfiniska, Dr n.
med. Milena Sokotowska, Dr n. med. inz. Karolina Po-
spiech, Dr n. med. Izabela Kuprys- Lipiniska, Dr n. med.
Magdalena Nowakowska, Dr n. med. Emilia Luczak,
Mgy inz. Dorota Kacprzak.

PRACE, KTORE POWSTALY W WYNIKU REALIZACJI
BADAN FINANSOWANYCH Z GRANTU FUNDACJI

Komunikaty zjazdowe:

»Microarray studies of genes involved in pathogenesis
of aspirin-induced asthma” zaprezentowany podczas
sesji plakatowej EAACI 11* Immunology Winter Scho-
ol w Pichl (Austria) w dniach 27-30 stycznia 2013 roku

“High — throughput functional analysis of genes in-
volved in aspirin-induced asthma’, prezentacja ustna
odbyta sie podczas EAACI & WAO World Allergy &
Asthma Congress w Mediolanie (Wochy) w dniach 22-
26 czerwca 2013 roku

“Microarray studies as a useful tool for identifying ge-
nes involved in aspirin-induced asthma” zaprezentowa-
ny podczas sesji plakatowej EAACI Allergy School “The
place of omics in the diagnostic lab update on allergy &
clinical immunology laboratory methods” w Greiswald
(Niemcy) w dniach 7-11 pazdziernika 2013 roku

Tabela 2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy - Analiza ekspresji genéw w krwi obwodowej u oséb
chorych na astme oskrzelowg z nadwrazliwos$cig na aspiryne w poréwnaniu do pacjentéw z astmg oskrzelowa bez

nadwrazliwo$ci i zdrowych ochotnikdw.

Liczebnos¢ grup (n= mikromacierze+RT-PCR)

Warunki stymulacji z aspiryna

Wyniki

AlA n=6+5
ATAn=3+4

7DROWI n=4+11 o stezeniu 2uM (37°C)

PBMCs inkubowane 0,5h z aspiryng lizynowa

Sposréd niemal 35000 transkryptéw nie zna-
leziono genu zwiazanego z fenotypem choro-
by, ktérego zmiana okazataby sie istotna sta-
tystycznie pomiedzy AIA vs ATA, zdrowi po
zastosowaniu mikromacierzy i RT-PCR
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wide association) ze stopniem przerostu miesnia lewej komory
serca u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej oraz z jego
regresja po operacji wszczepienia zastawki aortalne;j
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2009 roku przyznala zespotowi pracujagcemu
pod kierunkiem dr Grzegorza Plachy grant na realizacje projektu badawczego
pt.: Wplyw zmiennosci wystepujgcej w catym genomie (Genome-wide association)
na stopiei przerostu miesnia lewej komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki
aortalnej oraz na jego regresje po operacji wszczepienia zastawki aortalnej.

STRESZCZENIE

Objawowe zwezenie zastawki aortalnej (trzeciej pod wzgledem cze-
stosci patologii uktadu sercowo naczyniowego) powoduje przerost
mies$nia lewej komory serca, ktéry jest niezaleznym czynnikiem ry-
zyka zgonu. Z uwagi na brak korelacji miedzy stopniem zwezenia za-
stawki aortalnej a przerostem mie$nia lewej komory serca wysunieto
hipotezg, Ze jest on uwarunkowany czynnikami genetycznymi. Po ope-
racji wymiany zastawki nastepuje redukcja zwigkszonej masy lewej
komory, ale istnieje grupa chorych, u ktérych nie dochodzi do regre-
sji przerostu. Niepelna redukcja przerostu jest przyczyna uposledze-
nia funkcji rozkurczowej lewej komory, co prowadzi do niewydolnosci
krazenia oraz zwieksza prawdopodobienistwo zgonu z przyczyn serco-
wych. Mozna wysunac¢ hipoteze, ze dynamika i stopien redukcji prze-
rostu miesnia lewej komory sa réwniez determinowane przez czynniki
genetyczne. Celem projektu bylo okre$lenie wplywu zmiennosci gene-
tycznej wystepujacej w calym genomie na stopien przerostu mieénia
lewej komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej oraz
na jego regresje po operacji wszczepienia zastawki aortalnej. Badanie
wykazalo, ze kilkanascie obszaréw genomu (7q31, 1p36, 5q14, 2p24,
1q32, 4q13) wykazuje zwiazek z przerostem lewej komory serca oraz
z regresja masy miesnia lewej komory po wymianie zastawki (4q12,
15q21, 14922, 12q22). Uzyskane wyniki moga mie¢ istotne implikacje
kliniczne w zakresie kwalifikacji do zabiegu wymiany zastawki, mogty-
by réwniez wplywaé na indywidualizacje leczenia farmakologicznego
znanymi lekami po operacji a przez to przyczynia¢ sie do zmniejsze-
nia kosztéw leczenia szpitalnego, jak réwniez moze umozliwi¢ poszu-
kiwanie nowych, skuteczniejszych lekow.

Stowa kluczowe: badanie calego genomu « przerost serca « lewa komora
serca « zmienno$¢ genetyczna « polimorfizm « regresja przerostu lewej
komory « zwezenie zastawki aortalnej
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SUMMARY

Symptomatic aortic valve stenosis (the third most frequent pathology of the
cardiovascular system) causes left-ventricle myocardial hypertrophy, which
is an independent risk factor for death. Due to the lack of correlation betwe-
en the degree of aortic valve stenosis and left-ventricle myocardial hyper-
trophy, a hypothesis has been formulated that it is conditioned by genetic
factors. Following valve replacement surgery, the increased mass of the left
ventricle is reduced but for a group of patients no regression of hypertrophy
occurs. Incomplete reduction of the hypertrophy impairs diastolic function
of the left ventricle, which leads to circulatory insufficiency and increases
likelihood of death resulting from heart problems. A hypothesis may be
formulated that the dynamics and degree of reduction of the left-ventricle
hypertrophy are also genetically determined. The aim of the project was to
determine the impact of genetic variation occurring in the whole genome
on the degree of the left-ventricle hypertrophy for patients with aortic valve
stenosis and on its regression after aortic valve replacement surgery. Study
revealed that several genomic regions (7q31, 1p36, 5q14, 2p24, 1932, 4q13)
were associated with the left-ventricle hypertrophy and with the regression
of left-ventricle muscle mass after aortic valve replacement (4q12, 15q21,
14q22, 12q22). These results could have important clinical implications for
qualifying patients for valve replacement surgery, it could also help perso-
nalize pharmacological treatment with known drugs after surgery and the-
reby contribute to reducing the cost of hospital treatment, as well as facili-
tate the search for new, more effective drugs.

Key words: genome wide study « cardiac hypertrophy « left ventricle
» genetic variability « polymorphism « regression of left ventricular

hypertrophy « aortic stenosis

WSTEP

Zwezenie zastawki aortalnej jest trzecia pod
wzgledem czestoséci (po nadci$nieniu tetniczym
i chorobie niedokrwiennej serca) patologia ukladu
sercowo-naczyniowego i obejmuje 5% oséb po 75
roku zycia. Objawowe zwezZenie zastawki aortalnej
powoduje wzrost ci$nienia skurczowego w lewej ko-
morze i w konsekwencji wyréwnawczy koncentrycz-
ny przerost jej migénia [1]. Przerost miesnia lewej
komory jest niezaleznym czynnikiem ryzyka zgo-
nu [2]. Stopien przerostu migénia serca lewej komo-
ry u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej moze
by¢ bardzo rézny - od prawidtowej masy komory do
ciezkiego jej przerostu i wykazuje tylko niewielka ko-
relacje z powierzchnia zastawki [3]. Z uwagi na brak
wyrazniej zalezno$ci miedzy stopniem zwezenia za-
stawki aortalnej a przerostem mie$nia lewej komory
serca wysunieto hipoteze, ze jest on uwarunkowany
czynnikami genetycznymi [4]. Badania przeprowa-
dzone w rodzinach potwierdzaja te hipoteze wyka-
zujac wysoki (od 0.24 do 0.32) wspolczynnik dziedzi-
czenia masy lewej komory w populacji ogdlnej [5,6].
Operacja wymiany zastawki na sztuczna prowadzi
do redukcji gradientu ci$nienn w drodze odptywu

i usuwa przyczyne przerostu miesnia lewej komo-
ry. Oczekiwanym skutkiem leczenia operacyjnego
jest redukcja patologicznie zwiekszonej masy lewej
komory. Jednak nie u wszystkich chorych, pomimo
usuniecia mechanicznej przeszkody w drodze od-
plywu lewej komory dochodzi do regresji przerostu
w oczekiwanym okresie [7]. Niepelna redukcja prze-
rostu jest przyczyna upos$ledzenia funkcji rozkur-
czowej lewej komory, co prowadzi do niewydolnosci
krazenia oraz zwieksza prawdopodobienistwo zgonu
z przyczyn sercowych [1]. Przyczyna braku przewi-
dywanej regresji przerostu jest nieznana, nie wyka-
zano zwiazku z wspdlistnieniem choroby wienicowej,
rozmiarem sztucznej zastawki czy gradientem skur-
czowym ci$nien przez sztuczng zastawke [8]. Moz-
na wysunac¢ hipoteze, ze dynamika i stopien redukcji
przerostu miesnia lewej komory sa réwniez determi-
nowane przez czynniki genetyczne.

Brak skutecznego leczenia farmakologicznego, kt6-
re mogtoby by¢ alternatywa do leczenia operacyjne-
go szczegllnie u chorych zdyskwalifikowanych od
leczenia operacyjnego jak réwniez brak skuteczne-
go leczenia wspomagajacego regresje u chorych po
operacji, sktania do poszukiwania mechanizméw
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patofizjologicznych a w szczegdlnosci uwarunkowan
genetycznych, ktérych wykrycie utatwiloby indywi-
dualizacje leczenia znanymi lekami oraz umozliwito
poszukiwanie nowych metod leczenia.

W literaturze istnieje tylko kilka sprzecznych ze
soba doniesienn dotyczacych wplywu zmiennosci
genetycznej na stopien przerostu lewej komory ser-
ca u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej i tyl-
ko jedna praca dotyczaca wplywu czynnika gene-
tycznego na regresje przerostu lewej komory serca
po operacji wymiany zastawki aortalnej. Wykaza-
no zwiazek polimorfizmu insercyjno-delecyjnego
(D/1) genu enzymu konwertujacego angiotensyne
II (hACE) oraz polimorfizmu T174M genu angio-
tensynogenu (hAGT) z masa mig$nia lewej komo-
ry serca u 60 chorych ze zwezeniem zastawki aor-
talnej, nie wykazano natomiast takiego zwiazku dla
polimorfizmu A1166C genu receptora typu 1 dla
angiotensyny II (hAGTR1) [9]. W kolejnym bada-
niu z udzialem 82 chorych potwierdzono wplyw
polimorfizmu D/I w hACE na przerost lewej ko-
mory jak réwniez stwierdzono odmienna dynamike
regresji przerostu po operacji w zaleznosci od ge-
notypu [4]. Brak zwiazku polimorfizméw T704C
w hAGT, A1166C w hAGTRI, G-1905A w genie
chymazy sercowej A (CMA1), T-344C w genie syn-
tazy aldosteronu (hCYP11B2) z przerostem lewej
komory serca stwierdzono u 105 chorych ze zweze-
niem zastawki aortalnej [10]. Nasz zesp6t badawczy
wykazal na duzej, liczacej 392 chorych, grupie zwia-
zek polimorfizmu D/ThACE z przerostem lewej ko-
mory, ktéry jest zalezny od plci i wystepuje tylko
u mezczyzn [11] oraz brak zwiazku polimorfizmu
G+1675A w genie receptora typu 2 dla angiotensy-
ny Il hAGTR2 [12].

W cytowanych powyzej publikacjach fatwo do-
strzec ograniczenia wynikajace z dwéch przyczyn:

1) bardzo mata liczebno$¢ ocenianych grup (wyja-
tek stanowia doniesienia naszego zespotu) unie-
mozliwia prawidlowa analize uwzgledniajaca
w modelu statystycznym poza badanymi poli-
morfizmami wplyw plci, maksymalnego gra-
dientu przez zastawke i innych zmiennych kli-
nicznych.

2) badanie jedynie gen6w kandydatow, najczesciej
tylko wybiérczych polimorfizméw w genie, wy-
branych na podstawie dostepnej literatury i zna-
nych mechanizméw patofizjologicznych, bez
mozliwoséci poszukiwania nowych genéw i mu-
tacji warunkujacych przerost serca.

Biorac pod uwage wyzej wymienione ograniczenia
dotychczas opublikowanych badan celem projektu

byto okreslenie, wplywu zmiennosci w calym geno-
mie na stopien przerostu miesnia lewej komory ser-
ca u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej oraz
na jego regresje po operacji wszczepienia zastawki
aortalnej oraz weryfikacja uzyskanych wynikéw na
duzej grupie chorych z uwzglednieniem w analizie
statystycznej wptywu czynnikéw klinicznych oraz
analizy haplotypow. Zastosowana metoda, ocenia-
jaca jednoczes$nie 500 000 markeréw genetycznych,
umozliwita analize zmienno$ci catego genomu bez
hipotezy a priori czyli bez ograniczen charaktery-
stycznych dla badania gendéw kandydatow.

METODOLOGIA

Badana grupa

Grupe badana stanowili chorzy hospitalizowani w Kli-
nice Wad Nabytych Serca Instytutu Kardiologii. Kry-
terium wiaczenia do badania: a) rozpoznanie istotne-
go zwezenia zastawki aortalnej, na podstawie badania
podmiotowego, przedmiotowego, potwierdzone bada-
niem echokardiograficznym, b) wiek 30-75 lat. Kryte-
rium wykluczenia z badania: wspolistniejace: a) umiar-
kowana lub istotna niedomykalno$¢ zastawki aortalnej,
b) wady pozostalych zastawek, c) wywiad wyczyno-
wego uprawiania sportu w przesztosci. Chorzy mieli
wykonane przed zabiegiem oraz w okresie obserwacji
pooperacyjnej standardowe badania Echo, EKG, zna-
ny jest typ i rozmiar wszczepionej zastawki, przebieg
okresu pooperacyjnego, okresu obserwacji odleglych
oraz stosowane leczenie farmakologiczne. Podczas wi-
zyty kontrolnej, ktéra odbyta sie po 12-24 miesiacach
od operacji wymiany zastawki, uzyskano dane klinicz-
ne (stan kliniczny, wydolnos¢ krazenia, stosowane leki)
oraz wykonano standardowe badanie Echo. Projekt
uzyskal zgode komisji bioetycznej. Wszyscy badani wy-
razili pisemna zgode na udzial w badaniu.

Metody oceny przerostu serca

W badaniu echokardiograficznym oceniane byly
nastepujace parametry: a) wymiary jam serca, b)
grubos$¢ przegrody miedzykomorowej i §ciany tyl-
nej, ¢) wzgledna grubos¢ mies$nia, d) frakcja wy-
rzutowa, e) gradient $redni i maksymalny przez za-
stawke aortalna. Masa mig$nia lewej komory serca
zostala obliczona za pomoca wzoru [13] i indekso-
wana do powierzchni ciala obliczonej ze wzoru [14].

Metody genetyczne i bioinformatyczne
Z uwagi na wysoki koszt mikromacierzy genomo-

wych, do analizy genetycznej zostala zastosowana
ekonomiczna i skuteczna metoda pulowania (ang.
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pooling) poszczegdlnych probek DNA [15,16] od-
dzielnie dla grupy badanej (z najwiekszym przero-
stem) i oddzielnie dla grupy kontrolnej (z najmniej-
szym przerostem). Poszczegélna pula jest tworzona
dwukrotnie w celu kompensacji bledéw w pipetowa-
niu i kazda z tak utworzonych mieszanin jest anali-
zowana na plytkach mikromacierzowych. Specjalny
algorytm pozwala na odczyt sygnatu dla alleli po-
szczegblnych polimorfizméw a ich wzajemny sto-
sunek umozliwia oszacowanie z duza doktadnoscia
czesto$ci wystepowania danego allelu w puli oraz
ocene statystyczna réznic w czestosci wystepowania
alleli poszczegélnych polimorfizméw miedzy grupa
badang, a grupg kontrolna [15,16]. Kluczowym eta-
pem dla metody pulowania jest bardzo dokladny po-
miar i normalizacja stezenia DNA od poszczegél-
nych chorych.

Izolacja DNA

DNA wyizolowano z krwi pelnej metoda oparta na
trawieniu krwi proteinaza K a nastepnie na rozdzia-
le od bialek i oczyszczeniu DNA na fozach siliko-
nowych. W celu uzyskania DNA o odpowiedniej
czystos$ci i stezeniu powyzej 50ng/ul, zastosowano
kolumny do wirowania z predkoscig 10 000 G z lo-
zem silikonowym firmy Qiagen. Wstepna ocena ste-
zenia DNA metoda spektrofotometryczng ujawnita
odpowiednie stezenia 50-150ng/uL dla wiekszosci
probek DNA.

Doktadny pomiar stezenia DNA

Homogennos¢ stezenia DNA miedzy analizowanymi
probkami jest warunkiem koniecznym i krytycznym
dla metod genotypowania przy uzyciu pulowanego
DNA. Dla oznaczenia stezenia DNA stosowano po-
czatkowo pomiar za pomoca metody fluorymetrycz-
nej przy uzyciu barwnika PicoGreen, ktéry nie dat
niestety powtarzalnych wynikéw, nastepnie zastoso-
wano pomiar ilo$ci kopii genu dla RNAzy P w danej
prébce i odnoszona ja do krzywej standardowej, przy
pomocy techniki pomiaru kwaséw nukleinowych
w czasie rzeczywistym (Real-time PCR). Pomiary dla
kazdej probki DNA wykonano w duplikacie. Metoda
z RNAza P data bardzo powtarzalne wyniki. W celu
minimalizacji btedu pipetowania stosowano podczas
oznaczen biorobota Janus firmy Perkin Elmer.

Normalizacja stezenia DNA

Uzyskane roztwory DNA rozciericzono do stezenia
50ng/ul za pomoca buforu Tris z EDTA. W celu
minimalizacji btedu pipetowania stworzono spe-
cjalny program do normalizacji DNA dla biorobota
Janus firmy Perkin Elmer.

Wybér chorych do poszczegolnych grup badanych

Przy uzyciu pakietu statystycznego SAS System wer-
sji 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, USA) napisano pro-
gram kwalifikujacy z bazy danych chorych do naste-

pujacych grup:

Badanie przekrojowe dla oceny wplywu zmienno$ci
w calym genomie na stopienl przerostu miesnia lewej
komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki aor-
talnej: 120 chorych (w tym 60 kobiet i 60 mezczyzn)
o niskiej masie serca oraz 120 chorych (w tym 60 ko-
biet i 60 mezczyzn) ze znacznym przerostem mig$nia
lewej komory serca.

Badanie powtérzonych pomiaréw (follow-up, lon-
gitudinal analysis) dla zbadania zwigzku zmiennos$ci
w calym genomie z regresja przerostu miesnia serca
po operacji wszczepienia zastawki aortalnej u chorych
ze zwezeniem zastawki aortalnej: 120 (w tym 60 ko-
biet i 60 mezczyzn) chorych o niskiej regresji przero-
stu oraz 120 chorych (w tym 60 kobiet i 60 mezczyzn)
o duzej redukcji masy serca.

Pulowanie DNA

Dla poszczegélnych grup (osobno dla kobiet i mez-
czyzn) stworzono pule DNA. W celu minimalizacji
btedu pipetowania stworzono specjalny program do
pulowania DNA dla biorobota Janus firmy Perkin El-
mer.

Genotypowanie przy uzyciu mikromacierzy

60 kobiet i 60 mezczyzn z najwyzszym LVMI zosta-
to losowo przydzielonych do jednej z czterech pul
i podobnie 60 kobiet i 60 mezczyzn z najnizsza masa
serca zostato losowo zakwalifikowanych do jednej
z czterech pul, zostaly zastosowane osobne pule dla
mezczyzn i kobiet. DNA zawarte w poszczegdlnych
pulach zostalo poddane procedurom zgodnie z za-
leceniami producenta, aby umozliwi¢ hybrydyzacje
DNA do mikromacierzy 250K Sty i 250K Nsp (Gene-
Chip® Mapping 500K Arrays, Affymetrix, USA) i od-
czyt w dedykowanym skanerze (GeneChip® Scanner
3000). Plik zawierajacy intensywno$¢ sygnalu dla po-
szczegblnych typéw sond (CEL) zostat wygenerowany
za pomoca dedykowanego programu (GeneChip® Ge-
notyping Analysis Software GTYPE v4.0).

Analiza bioinformatyczna danych z mikromacierzy

Pliki zawierajace intensywno$¢ sygnalu z kaz-
dej mikromacierzy zostaly wykorzystane do obli-
czenia wspélczynnika RAS (relative allelic score)
z uwzglednieniem wszystkich dostepnych dla da-
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nego polimorfizmu zestawéw sond (24 lub 40) przy
uzyciu programu SNPMap [17], a formatowanie
uzyskanej bazy danych wykonano za pomocag pro-
gramu SAS uzyskujac pelna informacje liczaca 51
000 000 rekordow.

Analiza statystyczna wynikow z mikromacierzy

Analize zwigzku RAS dla poszczegélnych polimorfi-
zmow z ocenianym fenotypem wykonano przy uzy-
ciu modelu statystycznego wykorzystujacego modele
mieszane (mixed models) [18] zawarte w procedurze
PROC MIXED w pakiecie statystycznym SAS. Wy-
konano osobno obliczenia dla badania przekrojowe-
go (przerost) oraz badania pomiaréw powtérzonych
(regresja przerostu), dla grup o skrajnym rozkladzie
badanej cechy, z uwzglednieniem wplywu pici, jako
wplyw losowy (random) uwzgledniono w modelu
przynaleznos$¢ do danej mikromacierzy.

Weryfikacja mikromacierzy — wybér polimorfizméw

Z uwagi na wysokie ryzyko uzyskania wyniku falszy-
wie pozytywnego przy oznaczaniu duzej ilosci po-
limorfizméw przy zastosowaniu mikromacierzy,
a szczegblnie metody oznaczania pulowanego DNA
zastosowano nastepujace zaostrzone kryteria wybo-
ru polimorfizméw do weryfikacji, zgodnie z praca
opublikowana w Nature Genetics [16]: a) SNP wyste-
puje wérdd 200 najwyzej uszeregowanych za pomo-
ca wspolczynnika istotnosci statystycznej, uzyskane-
go z analizy mikromacierzy, b) polimorfizm znajduje
sie w bliskiej odlegtosci (<50 kb) od znanego lub hipo-
tetycznego (na podstawie dostepnych RNA lub EST)
genu, ¢) co najmniej potowa polimorfizméw znajdu-
jacych sie w silnym niezréwnowazeniu sprzezen, oce-
nianym za pomoca wspétczynnika korelacji (r2>0,8),
z badanym polimorfizmem ma wspélczynnik istotno-
$ci statystycznej o wartosci ponizej 10tego percenty-
la obliczonego dla wszystkich testowanych polimor-
fizmoéw.

Weryfikacja mikromacierzy — genotypowanie
metoda real-time

Oznaczanie polimorfizméw zostato przeprowadzone
za pomoca metody pomiaru kwaséw nukleinowych
w czasie rzeczywistym (Real-time PCR), z sondami
TagMan (AppliedBiosystems, USA) wykonanymi na
zamoéwienie przez producenta przy uzyciu aparatu
ViiA7 (AppliedBiosystems, USA) z blokiem 384-stu-
dzienkowym oraz dedykowanych odczynnikéw zgod-
nie z protokotem dostarczonym przez producenta.
Dla kontroli jako$ci genotypowania 10% prébek zo-
stalo oznaczonych w duplikatach, dla prezentowa-
nych wynikéw zgodnos¢ duplikatéw wynosita 100%.

Do pracy z plytkami w formacie 384-studzienkowym
uzyto stacji pipetujace (biorobota) Janus Integrator
(Perkin Elmer, USA).

Weryfikacja mikromacierzy — analiza statystyczna

Polimorfizmy zostaly ocenione pod wzgledem od-
stepstw od réwnowagi Hardy-Weinberga za pomo-
ca programu Haploview 4.2 (http://www.broad.mit.
edu/mpg/haploview/), przyjeto, ze na istotne odstep-
stwo od réwnowagi wskazuje wspoétczynnik istotno-
$ci p<0,05.

a) Badanie przekrojowe dla oceny wplywu zmiennosci
genetycznej na stopien przerostu mieénia lewej komo-
ry serca u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej:

Analizowana cecha fenotypowa byt indeks masy lewej
komory serca, zmienna ta z uwagi na rozkltad odbie-
gajacy od normalnego zostata przeksztalcona za po-
mocg logarytmu naturalnego i stanowifa w dalszych
analizach zmiennag zalezng. Dla wyboru najlepszych
zmiennych niezaleznych (epidemiologicznych i kli-
nicznych) opisujacych w modelu zmienna zalezna
zastosowano procedure PROC GLMSELECT i kry-
terium informacji Schwarz’a (Schwarz Bayesian In-
formation-SBS). Uogdlnione modele liniowe (GLM,
Genaralized Linear Models) zostaly wykorzystane
w celu oceny zwiazku zmiennych niezaleznych o roz-
kfadach zaréwno ciaglych jak i dyskretnych ze zmien-
na zalezna LVMI o rozkladzie ciaglym. Dla potrzeb
analizy statystycznej genotypy poszczegélnych poli-
morfizmoéw zostaly oznaczone jako liczba kopii rzad-
kiego allelu, tj. 0 — homozygota dla czestego allelu, 1
— heterozygota, 2 — homozygota dla rzadkiego allelu.
Zwiazek poszczegdlnych polimorfizméw z cecha fe-
notypowa oceniano dla trzech modeli genetycznych:
addytywnego, dominujacego i recesywnego. Oprocz
efektu genetycznego, uwzgledniono réwniez zmienne
kliniczne takie jak: pte¢ i wiek (tzw. prosty model) lub
pleé, wiek, waga, frakcja wyrzutowa, maksymalny gra-
dient przez zastawke (tzw. pelny model). Analizy wy-
konano przy uzyciu pakietu statystycznego SAS 9.2.
(SAS Institute Inc., Cary, USA).

b) Badanie powtdrzonych pomiaréw (follow-up, lon-
gitudinal analysis) dla zbadania zwiazku zmienno-
$ci genetycznej z regresja przerostu miesénia serca po
operacji wszczepienia zastawki aortalnej u chorych ze
zwezeniem zastawki aortalnej:

Réznice pomiedzy grupami chorych o danym ge-
notypie, a zmiana indeksu masy lewej komory serca
w czasie (longitudinal analysis) oceniano za pomoca
modeli mieszanych dostepnych w procedurze PROC
MIXED zawartej w pakiecie statystycznym SAS.
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Aby zoptymalizowa¢ model statystyczny badano
dla ocenianej zmiennej zaleznej rozktad kowarian-
cji w czasie. W tym celu poréwnano rézne modele
przestrzenne (Spatial) i wybrano najlepszy (Spatial-
-Power) za pomoca kryterium informacji Akaike-
‘a (Akaike’s Information Criterion). W modelu uzyto
opcji empirycznego obliczania wariancji w celu osza-
cowania btedu standardowego wspoélczynnikéw re-
gresji. Zastosowano kodowanie genotypdéw i ocenia-
no modele genetyczne tak jak opisano powyzej dla
GLM. Oproécz efektu genetycznego, uwzgledniono
réwniez zmienne kliniczne takie jak: pte¢, wiek oraz
przedoperacyjna mase lewej komory serca — wyrazo-
na jako logarytm naturalny z indeksu masy lewej ko-
mory (InLVMI1). Do obliczen statystycznych uzyto
pakietu statystycznego SAS System wersji 9.2 (SAS
Institute Inc., Cary, USA).

WYNIKI

Wiyniki weryfikacji dla badania przekrojowego oce-
niajacego wplyw zmiennosci genetycznej na stopien
przerostu miesnia lewej komory serca u 648 chorych
ze zwezeniem zastawki aortalnej przedstawia Tabela 1.
Prezentowane wyniki weryfikacji dla badania przekro-
jowego pokazuja, ze wszystkie wybrane do weryfikacji
markery wykazuja zwiazek z przerostem serca u ba-
danych chorych (p<0,05). Najistotniejsze wyniki uzy-
skaly markery z obszaréw genomu: 7q31 (model pro-
sty p=9,2x10"%; model petny p=6,8x10*), 5q14 (model
prosty p=6,7x10"% model pelny p=8,4x10-*) oraz 2p24
(model prosty p=1,1x10% model pelny p=6,9x10*).

Wryniki weryfikacji badania powtérzonych pomia-
row badajacego zwiazek zmiennosci genetycznej
z regresja przerostu miesnia serca po operacji wsz-
czepienia zastawki aortalnej u 446 chorych ze zwe-
zeniem zastawki aortalnej zawiera Tabela 2. Wyniki
weryfikacji badania powtérzonych pomiaréw wyka-
zuja, ze 5 z 6 wybranych do weryfikacji markeréw
wykazuje zwiazek z redukcja przerostu serca u bada-
nych chorych (p<0,05). Najistotniejsze wyniki uzy-
skaty markery z obszaréw genomu: 4q12 (p=2,6x10*)
oraz 15q21 (p=1,8x1073).

CO PRZYNIOStA REALIZACJA GRANTU
NAUKOWEJ FUNDACJI POLPHARMY

Badania prowadzone w ramach projektu Naukowej
Fundacji Polpharmy wykazaty zwiazek kilkudziesie-
ciu obszaréw genomu ze stopniem przerostu miesnia
lewej komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki
aortalnej oraz jego regresje po operacji wszczepienia
zastawki aortalnej. Uzyskane pozytywne wyniki dla 20

wybranych obszaréw genomu zostaly potwierdzone
na duzej grupie chorych. Wyznaczone przez badanie
calego genomu regiony zawieraja znane geny o usta-
lonym dla patofizjologii serca znaczeniu, ale réwniez
geny o nieopisanym zwiazku z patologia mie$nia ser-
ca czy nawet nowe, nie opisane jak dotad geny. Do dal-
szych badan wybrano obszary genomu o najwiekszym
zwiazku z przerostem serca i po wykonaniu szczegé-
fowych badan genetycznych (badanie haplotypdéw)
oraz oceny transkryptéw znanych jak réwniez niezna-
nych genéw wystepujacych w tym obszarze za pomo-
ca sekwencjonowania RNA (transkryptomu) tkanki
serca od chorych poddawanych wymianie zastaw-
ki aortalnej wyselekcjonowano geny, ktére moduluja
przerost serca. Dokladne sekwencjonowanie tych ge-
néw ujawnito kilka znanych polimorfizméw jak réw-
niez nowych mutacji, ktére moga wplywac na funk-
cje genu. Obecnie trwaja badania funkcjonalne majace
pokazad, ktéry z wytypowanych polimorfizméw oraz
w jaki sposdb wplywa na funkcje genu a przez to na
przerost serca. Po zakonczeniu badan funkcjonalnych
wyniki beda opublikowane. Przyktadem genu o usta-
lonym znaczeniu dla patofizjologii serca jest chyma-
za (CMA1), a badania prowadzone w ramach projektu
wykazaly, ze polimorfizmy i haplotypy w obrebie genu
chymazy maja zwiazek ze stopniem przerostu miesnia
lewej komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki
aortalnej [19-21].

DALSZE KIERUNKI BADAN

Uzyskane w ramach projektu Naukowej Fundacji Po-
Ipharmy wyniki wskazuja na silny zwiazek wielu ob-
szaréw genomu z przerostem serca, ktére zostato
poddane przeciazeniu ci$nieniowemu. Wyniki z pro-
jektu umozliwily uzyskanie dodatkowego finansowa-
nia i dlatego kolejne obszary genomu sa doktadnie ba-
dane za pomoca metodologii opracowanej podczas
realizacji projektu i majacej na celu wskazanie nie tyl-
ko funkcjonalnego polimorfizmu, ale takze mechani-
zmu w jaki wplywa on na gen i patomechanizm prze-
rostu serca.

Uzyskane wyniki moga mie¢ istotne implikacje kli-
niczne w zakresie kwalifikacji do zabiegu wymiany za-
stawki np. obcigzajacy genotyp jednego polimorfizmu
(lub uklad alleli dla panelu polimorfizméw) mégt-
by decydowa¢ o wczesniejszej kwalifikacji do opera-
¢ji, celem skrdcenia okresu przecigzenia lewej komo-
ry i dalszego rozwoju przerostu — w konsekwencji nie
w pelni odwracalnego, méglby réwniez wplywac na
indywidualizacje leczenia farmakologicznego po ope-
racji. Wyjasnienie funkcji nowych, jeszcze nie opisa-
nych, genéw modulujacych przerost serca moze daé
podstawy do badan nad nowymi lekami.
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Tabela 1. Weryfikacja wynikéw z mikromacierzy dla badania przekrojowego.

wspétczynnik istotnosci p

ALt e panel weryfikacyjny n=648

n=240
case/control GLM model prosty* GLM model petny**
MIN vs. MAX model genetyczny model genetyczny
obszar
Lp.  genomu roznicaw RAS  addytywny dominujacy recesywny addytywny dominujacy recesywny
1 7931 2,071E-09 9,17E-05 0,00041 0,00423 6,77E-06 3,76E-05 0,00122
2 1p36 3,080E-08 0,00105 0,00653 0,00897 0,00136 0,01293 0,00525
3 5q14 1,417E-07 0,00113 0,03061 0,00067 0,00693 0,05422 0,00837
4 2p24 4,014E-11 0,00156 0,00111 0,18176 0,00085 0,00069 0,13007
5 1932 1,121E-08 0,00195 0,01680 0,00604 0,00738 0,03742 0,01819
6 4q13 1,962E-09 0,00293 0,01403 0,01766 0,02123 0,04596 0,08780
7 1523 7,541E-06 0,01185 0,08666 0,01497 0,02516 0,14603 0,02441
9p21 7,684E-08 0,01912 0,01644 0,29156 0,18101 0,13909 0,70827
9 2q13 6,609E-09 0,02092 0,00628 0,72867 0,01743 0,00766 0,92620
10 3p25 8,682E-07 0,02201 0,02177 0,26453 0,03910 0,05191 0,21295
1 18q21 5,913E-07 0,02845 0,04002 0,19631 0,01981 0,02842 0,17382
12 17923 9,340E-05 0,03335 0,03160 0,26833 0,06873 0,08959 0,23775
13 3q28 6,270E-08 0,03449 0,10476 0,06252 0,01371 0,06122 0,02779
14 4q28 2,147E-10 0,03480 0,19271 0,00543 0,01686 0,08691 0,00863
15 12q12 2,821E-08 0,04647 0,01888 0,60324 0,30496 0,21101 0,83073
16 6q26 4,717E-08 0,09696 0,01093 0,44211 0,20557 0,03343 0,35829

GLM - analiza zmiennej zaleznej InLVMI przy uzyciu uogéinionych modeli liniowych
* model prosty uwzglednia wiek i pte¢
** model petny uwzglednia wiek, pte¢, maksymalny gradient przez zastawke, wage

Tabela 2. Weryfikacja wynikéw z mikromacierzy dla badania powtdrzonych pomiaréw (follow-up). Weryfikacja wynikow
z mikromacierzy dla badania powtérzonych pomiaréw (follow-up).

wspétczynnik istotnosci p

mikromecierze n=240 panel weryfikacyjny n=446
case/control MIXED MODELS*
MIN vs. MAX model genetyczny
Lp. obszar genomu réznica w RAS addytywny dominujacy recesywny
1 4q12 1,956E-11 0,00071 0,02668 0,00026
2 15¢21 2,417E-08 0,00181 0,00418 0,03305
3 14922 3,223E-09 0,01045 0,02352 0,07999
4 12922 1,049E-07 0,01773 0,01638 0,17731
5 822 5,354E-10 0,09374 0,45293 0,04023
6 2p14 1,184E-10 0,14601 0,11002 0,68956

*analiza pomiaréw powtdrzonych, przy uzyciu modeli mieszanych, z uwzglednieniem pici, wieku i przedoperacyjnej masy
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Non-adherence to hyperlipidemia treatment
— prevalence, reasons, possible interventions

1 Zaktad Medycyny Rodzinnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2007 roku przyznata zespolowi pracujacemu pod
kierunkiem prof. Przemyslawa Kardasa grant na realizacje projektu badawczego
pt. Wptyw kompleksowej STRATegii edukacyjno-behawioralnej na przestrzeganie
zalecent terapeutycznych podczas leczenia hipolipemizujgcego statynami w warun-
kach opieki zdrowotnej.

STRESZCZENIE

Cel: W przypadku asymptomatycznych schorzen przewleklych szczegdl-
nie czesto dochodzi do nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych. Ce-
lem niniejszego badania byto okreslenie czestosci nieprzestrzegania za-
lecen terapeutycznych podczas leczenia hiperlipidemii, oraz poznanie
wplywu wybranych czynnikéw zwiazanych z pacjentem, lekarzem i tera-
pia na przestrzeganie zalecen terapeutycznych podczas leczenia tej choro-
by. W badaniu postanowiono réwniez oceni¢ skutecznosc¢ interwencji edu-
kacyjno-behawioralnej na poprawe systematycznosci przyjmowania lekow
obnizajacych stezenie cholesterolu.

Metody: Obydwie czesci projektu przeprowadzono w warunkach podsta-
wowej opieki zdrowotnej. Cze¢s¢ ankietowa badania przeprowadzono pod
postacia otwartego badania kwestionariuszowego wérdd pacjentéw z roz-
poznana hiperlipidemia. Skuteczno$¢ interwencji zweryfikowano w ra-
mach otwartego, prospektywnego, randomizowanego badania klinicznego
wsréd pacjentéw z nieleczona dotychcezas hiperlipidemia. Pacjenci z obu
grup otrzymali zalecenie przyjmowania simwastatyny, a dodatkowo pa-
cjenci z grupy interwencji otrzymywali ulotki edukacyjne podczas kazdej
wizyty (co 8 tygodni); proszono ich réwniez o wybranie rutynowej czyn-
no$ci wykonywanej wieczorem, w celu przypominania im o koniecznosci
przyjecia leku. Okres obserwacji wynosit 48 tygodni. Pierwszorzedowym
punktem koricowym bylo przestrzeganie zalecen terapeutycznych, wyrazo-
ne jako wspdtczynnik posiadania lekéw (medication possession ratio, MPR).

Wyniki: Do badania ankietowego wtaczono 255 pacjentéw, ktdrych sred-
ni wiek (+/- SD) wynosil 60,2 +/- 10,3 lat. Sposréd badanych 25,1% przy-
znalo, ze zwykle zdarza sie¢ im opuszczanie niektérych dawek lekéw obniza-
jacych stezenie cholesterolu, a jedynie 61,6% badanych realizowato w pelni
zalecenia terapii. GIéwna motywacja pacjentéw do stosowania lekéw hipo-
lipemizujacych byla che¢ obnizenia stezenia cholesterolu. Na systematycz-
no$¢ leczenia nie wplywaly badane cechy demograficzne. Brak efektywnej
komunikacji pomiedzy lekarzem i pacjentem stanowit natomiast wazny po-
wdd nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych. Badani czesto deklarowali
motywy finansowe jako powdd nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych
podczas leczenia hiperlipidemii. Do badania klinicznego wlaczono 198 pa-
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cjentéw o Srednim wieku 59,6 +/- 9,1 lat. Ramiona badania réznily si¢ pozio-
mem przestrzegania zalecen terapeutycznych: sredni MPR (+/- SD) wynosit
95,4+ 53,7% w grupie interwencjii81,7 + 31,0% w grupie kontrolnej (p<0,05).

Whnioski: Nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych podczas leczenia hi-
perlipidemii jest problemem bardzo czestym. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze wlagciwa komunikacja pomiedzy lekarzem i pacjentem moze odegrac
szczegdlnie istotna role w motywowaniu pacjentéw do systematycznego
leczenia tego schorzenia. Uzycie wlasciwych informacji moze mie¢ w tym
procesie kluczowe znaczenie. Poprawy przestrzegania zalecert mozna réw-
niez oczekiwac stosujac niedrogie leki hipolipemizujace. Prosta, niedroga
interwencja edukacyjno-behawioralna okazala sie skuteczna w zwigksza-
niu przestrzegania zalecen terapeutycznych podczas profilaktycznego sto-
sowania statyn w warunkach ambulatoryjnych.

Stowa kluczowe: nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych
« hiperlipidemia « komunikacja lekarz-pacjent « statyny « simwastatyna

SUMMARY

Aim: Medication non-adherence is a frequent phenomenon in asympto-
matic chronic conditions. The aim of this study was to assess the prevalence
of medication non-adherence to hyperlipidemia treatment. Study aimed
also at the assessment of the effect of selected patient-, doctor-, and ther-
apy-related factors on the level of patient adherence in this condition, and
the assessment of effectiveness of educational-behavioural intervention on
patient adherence to lipid lowering medication.

Methods: Both parts of this projects were conducted in primary care
conditions. The survey was an open-label questionnaire study in the
patients diagnosed with hyperlipidemia. Assessment of intervention
took part in open, prospective, randomized trial among patients with
untreated hyperlipidemia. Patients in both arm of this trial were pre-
scribed simvastatin. Patients from intervention arm received education-
al leaflets at every visit (every 8 weeks), they were also asked to choose
one routine evening activity as a reminder for drug intake. Follow up
lasted 48 weeks. Primary endpoint was patient adherence, expressed
with medication possession ratio (MPR).

Results: As many as 255 outpatients aged 60.2 +/- 10.3 (mean +/- SD) took
part in the survey. Out of them, 25.1% admitted that they usually skip some
doses of their lipid lowering drugs. Only 61,6% of patients were fully ad-
herent, taking their lipid lowering drugs everyday within the week prior
to the survey. The major source of their motivation to take their drugs was
their hope to lower the level of cholesterol. The demographic parameters
assessed in this study had no effect over the level of adherence. An ineffec-
tive doctor-patient communication was an important trigger for low adher-
ence. Patients often pointed at financial constrains as a reason for low ad-
herence. Most of the informational messages assessed by the patients were
found to raise their motivation to systematic treatment with hypolypemic
drugs, with some assessed that way by over 80% of respondents. One hun-
dred and ninety eight patients aged 59.6 +/- 9.1 years took part in the clin-
ical trial. Trial arms differed in their level of adherence: mean + SD MPR
was 95.4+53.7% and 81.7+31.0%, respectively, for intervention and control
group (P<0.05).
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Results: Non-adherence to lipid lowering medication is a frequent prob-
lem. This study suggests that effective doctor-patient communication may
play an important role in rising patients’ motivation to systematic treatment
of this condition. Using right messages may play a crucial role in this pro-
cess. Better adherence might be also obtained with prescribing affordable
drugs. Simple inexpensive educational-behavioral intervention proved to
be effective in enhancing adherence to preventive statin use in outpatient

settings.

Keywords: patient adherence « hyperlipidemia « doctor-patient
communication e statins « simvastatin

WPROWADZENIE

Hiperlipidemia jest schorzeniem o bardzo duzym roz-
powszechnieniu w Polsce - wyniki badania WOBASZ
wskazuja, ze wystepuje ona z czesto$cia 67% wérdéd mez-
czyzn, i 64% wsrdd kobiet [1]. Hiperlipidemia jest jed-
nym z najwazniejszych czynnikéw ryzyka miazdzycy,
a w konsekwencji — wysokiej chorobowosci i smiertel-
nosci sercowo-naczyniowej i mézgowo-naczyniowe;j.
Skuteczne leczenie hiperlipidemii ma zatem podstawo-
we znaczenie w pierwotnej i wtérnej profilaktyce kar-
diologicznej. Za obserwowany w Polsce w ostatnich la-
tach spadek umieralnosci z powodu choroby wiericowej
w najwiekszym stopniu odpowiadalo zmniejszenie sie
rozpowszechnienia czynnikéw ryzyka, w tym az w 39%
przypadkéw zwiazane to bylo z redukeja $redniego ste-
zenia cholesterolu [2]. Efektywnos¢ leczenia hiperlipi-
demii w Polsce jest jednak nadal daleka od pozadane;j.
W badaniu WOBASZ wykazano, ze z jej powodu leczo-
ny jest jedynie co 10 chory, aleczeni skutecznie stanowia
zaledwie 3% chorych mezczyzn i 2% chorych kobiet [1].

Jednym z waznych czynnikéw, ktéry odpowiada za taki
stan rzeczy, jest nieprzestrzeganie zaleceri terapeutycz-
nych, w pi$miennictwie polskim okreslane terminem
angielskim non-compliance, a takze coraz czeéciej now-
szym - non-adherence. Zjawisko to polega na stosowa-
niu przez pacjentéw przepisanych lekéw niezgodnie
z zaleceniami otrzymanymi od pracownikéw medycz-
nych. Problem ten wystepuje z r6zna czesto$cia i w réz-
nym nasileniu w zaleznosci od wielu czynnikéw, w tym
— od jednostki chorobowej i rodzaju przepisanego leku.
Swiatowa Organizacja Zdrowia w swoim raporcie oce-
nia, ze przecietnie dotyczy ono okofo 50% pacjentow,
leczacych sie z powodu choréb przewlektych [3]. Wie-
le wskazuje na to, ze w przypadku leczenia hipolipemi-
zujacego, nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych
osigga nawet jeszcze wyzsze wartosci. Obserwacje
amerykanskie wskazuja, ze po 6 miesiacach leczenia
zadawalajaco przestrzega zalecen terapeutycznych za-
ledwie 36% pacjentéw przyjmujacych leki hipolipemi-
zujace [4], a w ciagu pierwszego roku co trzeci pacjent
przerywa leczenie calkowicie [5]. Obserwacje poczy-

nione w Polsce potwierdzaja te niekorzystne tendencje:
analiza danych dotyczacych realizacji recept na statyny
wykazala, ze zaledwie 12% pacjentdw leczy sie tymi le-
kami systematycznie (spetnia kryterium wykupienia re-
cept na co najmniej 80% zaleconych dawek) [6].

NASTEPSTWA NIEPRZESTRZEGANIA ZALECEN
TERAPEUTYCZNYCH W HIPERLIPIDEMII

Podstawowym nastepstwem nieprzestrzegania zalecen
terapeutycznych jest nieskuteczno$¢ prowadzonego le-
czenia, a co za tym idzie, nie osiaganie przez pacjentow
mozliwych do osiagniecia korzysci, udokumentowa-
nych w starannie przeprowadzonych badaniach klinicz-
nych. W wielu badaniach, w szczegélnosci badaniach
duzych populacji, opartych o analize realizacji recept na
leki stosowane w chorobach przewleklych, przyjmuje
sie arbitralnie warto$¢ 80% przyjetych dawek za warto$c¢
réznicujaca pacjentéw przestrzegajacych zalecen tera-
peutycznych od pacjentéw nieprzestrzegajacych tych
zalecen. Jak jednak wskazuja najnowsze analizy, pacjen-
ci osiagaja dodatkowe korzysci przyjmujac co najmniej
90% przepisanych dawek lekéw hipolipemizujacych,
w poréwnaniu z tradycyjnie akceptowanym poziomem
odciecia wynoszacym 80% [7]. Oznacza to jednak, ze
pacjent moze wzglednie bezpiecznie opuscic¢ zaledwie
trzy dawki leku w ciagu przecietnego miesiaca.

Nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych w hiperli-
pidemii prowadzi do istotnego obnizenia skutecznosci
leczenia, wzrostu ryzyka incydentéw sercowo-naczy-
niowych i zgonéw [8-10]. Jak zaobserwowano, pacjenci
nie stosujacy sie do zalecen podczas leczenia statynami
mieli o blisko 40% wieksze ryzyko incydentu sercowo-
-naczyniowego podczas 3-letniej obserwacji, w poréw-
naniu z pacjentami stosujacymi sie do zalecen [11]. Nie-
systematyczne stosowanie lekéw hipolipemizujacych
moze prowadzi¢ do podobnych wynikéw leczenia, jak
nie stosowanie tych lekéw w ogéle [12,13].

Majac na uwadze wspomniane nastepstwa nieprze-
strzegania zalecen terapeutycznych, wskazane jest

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 83-94

85



Przemystaw Kardas — Nieprzestrzeganie przez pacjentow zalecen terapeutycznych...

opracowanie interwencji, prowadzacych do poprawy
przestrzegania przez pacjentéw zalecen terapeutycz-
nych podczas leczenia hipolipemiujacego tak w profi-
laktyce pierwotnej, jak i wspdlnej. Jak jednak wykazat
Peterson i wsp. w przeprowadzonej przez siebie meta-
analizie, dotychczas testowane interwencje mialy nie-
wielki wplyw na przestrzeganie zalecen terapeutycz-
nych podczas leczenia hiperlipidemii [14]. W zwiazku
z powyzszym, w ramach projektu STRATuS (Wplyw
kompleksowej STRATegii edukacyjno-behawioral-
nej na przestrzeganie zalecen terapeutycznych pod-
czas leczenia hipolipemizujacego statynami w warun-
kach podstawowej opieki zdrowotnej, grant 39/2008
Naukowa Fundacja Polpharmy) postanowiono zba-
dac rozpowszechnienie nieprzestrzegania zalecen tera-
peutycznych podczas leczenia hiperlipidemii oraz jego
uwarunkowania, w tym wplyw wybranych czynnikéw
zwigzanych z pacjentem, lekarzem i terapia na prze-
strzeganie zalecen terapeutycznych. Nastepnie, na tej
podstawie, postanowiono opracowac prosta interwen-
cje edukacyjno-behawioralng, i przetestowac jej sku-
teczno$¢ w warunkach podstawowej opieki zdrowot-
nej w Polsce.

ROZPOWSZECHNIENIE | UWARUNKOWANIA
NIEPRZESTRZEGANIA ZALECEN
TERAPEUTYCZNYCH PODCZAS LECZENIA
HIPERLIPIDEMII

W celu oceny rozpowszechnienia nieprzestrzegania
zalecen terapeutycznych podczas leczenia hiperli-
pidemii, a takze poznania jego uwarunkowan, prze-
prowadzono otwarte badanie ankietowe wsréd pa-
cjentéw podstawowej opieki zdrowotnej na terenie
wojewo6dztwa tédzkiego. Do badania wilaczani byli
pacjenci ambulatoryjni z rozpoznana hiperlipidemia,
z powodu ktérej lekarz prowadzacy przepisal im do-
wolny lek obnizajacy stezenie cholesterolu. Wtacze-
ni do badania pacjenci otrzymywali do samodzielne-
go wypelnienia opracowany na potrzeby niniejszego
badania anonimowy kwestionariusz. Kwestionariusz
ten opracowany zostal na podstawie przegladu lite-
ratury oraz do$wiadczenia autora, a zmodyfikowany
po przeanalizowaniu wynikéw badania pilotazowe-
go wéréd ochotnikéw. Zawieral on pytania dotyczace
cech demograficznych, pytania dotyczace leczenia le-
kami obnizajacymi stezenie cholesterolu, oraz zakresu
i powoddw niestosowania sie podczas tego leczenia do
zalecen terapeutycznych oraz 17 twierdzen, co do kté-
rych badani mieli sie wypowiedzie¢, jak bardzo prze-
konujg ich one do systematycznego zazywania lekow
obnizajacych poziom cholesterolu.

W badaniu wzieto udzial 255 pacjentéw, ktérych sred-
ni wiek wynosit 60,2 +/- 10,3 lat. Wyjsciowe stezenie

cholesterolu u badanych wynosito 273,8 +/- 50,5 mg%.
Najczesciej stosowang wérdd badanych klasa lekéw hi-
polipemizujacych byly statyny (53,0% chorych), a spo-
$réd nich - simwastatyna (31,4%). Wystapienia dzialan
niepozadanych podczas stosowania lekéw hipolipemi-
zujacych doswiadczylo jedynie 9,0% badanych — byly
to przede wszystkim dzialania niepozadane ze strony
przewodu pokarmowego (4,8%) oraz béle glowy (1,3%),
zaden z badanych nie podawal natomiast béléw mie-
$niowych.

Realizacja leczenia

Jedna czwarta badanych (25,1%) przyznala, ze ,zwykle
zdarza sie im opuszczanie niektérych dawek lekéw ob-
nizajacych stezenie cholesterolu” Jako najczestszy po-
wdd respondenci wymieniali zapomnienie (46 os6b),
a znacznie rzadziej — dzialania niepozadane (4 osoby)
i obiektywne trudnosci wynikajace z okresowego prze-
bywania poza miejscem zamieszkania (3 osoby).

Rysunek 1 szczegétowo obrazuje deklarowana przez
pacjentéw realizacje leczenia. Ponad 10% pacjentéw
w ogole nie rozpoczelo zaproponowanego leczenia hi-
polipemizujacego, a zblizony odsetek (7,5%) przerwat
leczenie po zuzyciu pierwszego opakowania leku, naj-
czesciej motywujac to wzgledami finansowymi. Pa-
¢jenci, ktérzy przerywali leczenie na pézniejszym eta-
pie, motywowali to z kolei najczesciej decyzja lekarza,

Badani pacjenci
100% (255 os.)

Nie rozpoczeli leczenia
10,2% (26 0s.)

Rozpoczeli leczenie
89,8% (229 os.)

Nie | P
po ukyciu 1 op. leku
7,5% (19 os.)

Kontynuowali leczenie po
uzyciu 1 op. leku
82,3% (210 os.)

Nie przyjmowat leku w
trakcie trwania badania
7,5% (19 os.)

Przyjmowali lek w trakcie
trwania badania

89,8% (191 0s.)

W ciggu ostatniego tyg.
pomineli 1 dawke
9,8% (25 os.)

W ciggu ostatniego tyg.
ineli 2-4 dawki
2,7% (7 0s.)

Brak danych
0,3% (1 os.)

W ciggu ostatniego tyg.
przyjeli 1-2 dawki

0,3% (1 0s.)

W ciggu ostatniego tyg.
stosowali lek codziennie
61,6% (157 os.)

Rysunek 1. Realizacja zalecen terapeutycznych co do przyjmowania
lekéw obnizajacych stezenie cholesterolu przez respondentéw badania
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Tabela 1. Powody podjecia przez respondentow leczenia hipolipemizujacego oraz oczekiwania w stosunku do tego leczenia

Co przekonato Pania/Pana do rozpoczecia leczenia hipolipemizujacego? ** %
Podwyzszony poziom cholesterolu 319
Chec¢ bycia zdrowym, unikniecia chordb 28,8
Zly stan zdrowia, obecno$¢ choréh 14,8
Lekarz 12,7
Obecnos¢ objawdéw chorobowych 57
Inne 1,7
Brak odpowiedzi 44
Czego przede wszystkim spodziewa sie Pani/Pan w wyniku leczenia lekiem obnizajacym stezenie cholesterolu? **
Obnizenia/normalizacji poziomu cholesterolu 58,8
Unikniecia nastepstw miazdzycy 36,1
Poprawy stanu zdrowia 27,5
Lepszego samopoczucie 12,9
Dluzszego zycia 2,7
Inne 31

* pytanie otwarte, * dotyczy osob, ktére zadeklarowaty rozpoczecie leczenia hipolipemizujaceqgo, N = 229, ¢ respondenci mieli mozliwos¢ udzielenia

wiecej, niz jednej odpowiedzi — procenty nie sumuja sie wiec do 100%

Tabela 2. Przyczyny, dla ktorych, wedtug respondentdw, czes$é ludzi przerywa leczenie lekami obnizajacymi stezenie cholesterolu®

Przyczyna N %

Powody finansowe 78 30,6
Brak wiedzy o chorobie i jej skutkach, nieswiadomos¢ konsekwencji posiadania wysokiego cholesterolu 44 17,3
Brak przywigzywania wagi do leczenia, lekcewazenie zagrozenia, nie zalezy im na wtasnym zdrowiu 38 14,9
Zapominanie 27 10,6
Brak systematycznosci, cierpliwosci, lenistwo, niedbalstwo 22 8,6
Brak widocznych i odczuwalnych efektéw leczenia 17 6,7
Brak checi do dalszego leczenia 15 59
Wobec obnizonego poziomu cholesterolu i/lub lepszego samopoczucia chorym wydaje sie, ze s3 wyleczeni 10 39
Z powodu dziatan niepozadanych lekéw - obecnych lub spodziewanych 9 35
Brak czasu, zapracowanie 3,1
Brak wiary w skuteczno$¢ terapii 7 27
Zbyt diugotrwate leczenie, chorych przeraza perspektywa przyjmowania leku do korica zycia 6 24
Brak motywacji do leczenia (,wysoki cholesterol nie boli") 4 16
Przyjmowanie rownoczesnie wielu innych lekéw 2 0.8
Inne 10 39
Nie wie 32 12,5
Brak odpowiedzi 39 15,3

$ respondenci mieli mozliwo$¢ udzielenia wiecej, niz jednej odpowiedzi — procenty nie sumujg sie wiec do 100%; N=255 0s6b

problemami finansowymi, lub dziataniami niepozada-
nymi. Ostatecznie mniej, niz 2/3 badanych (61,6%) za-
deklarowato pelna realizacje zalecen terapii (co ocenio-
no na podstawie ich deklaracji dotyczacej codziennego
przyjmowania leku obnizajacego stezenie cholesterolu
w ciggu tygodnia poprzedzajacego badanie).

Motywacja do leczenia

Zdecydowana wiekszo$¢ badanych deklarowata
przywiazywanie duzej wagi do podwyzszonego po-
ziomu cholesterolu (41,6% uznawato to za stan bar-
dzo powazny, a 46,3% - za powazny).
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Tabela 3. Rodzaj pomocy, jakiej respondenci oczekiwaliby od lekarza, aby konsekwentnie realizowaé zalecong terapie lekami

obnizajacymi stezenie cholesterolu

Rodzaj pomocy N %
Czeste badania poziomu cholesterolu 92 36,1
Udzielenie wyczerpujacych informacji o przepisanym leku i/lub chorobie 15 59
Obecnie otrzymuje odpowiednia pomoc, nie wymaga dodatkowej 14 55
Dobér dobrych lekow 13 51
Kontrole stanu zdrowia 7 2,7
Skuteczna terapia 6 2,4
Motywacja 5 2,0
Tansze leki 4 1,6
Kontynuacja leczenia 2 0,8
Szybka pomoc 2 0,8
Poinformowanie o wtasciwej diecie 2 08
Inna odpowiedz 12 47
Trudno powiedzie¢ 6 2,4
Brak odpowiedzi 75 29,4
RAZEM 255 100,0

Jako powdd, ktéry przekonat ich do rozpoczecia le-
czenia hipolipemizujacego pacjenci, ktérzy rozpocze-
li to leczenie, podawali przede wszystkim podwyzszo-
ny poziom cholesterolu (31,9%), che¢ bycia zdrowym
iunikniecia chordb (28,8%), oraz zly stan zdrowia (14,8)
(Tabela 1). Podobne byly oczekiwania badanych, zwia-
zane z prowadzonym leczeniem: dotyczyly one przede
wszystkim normalizacji stezenia cholesterolu, a takze
unikniecia nastepstw miazdzycy i poprawy stanu zdro-
wia. Zwraca uwage, ze tylko 2,7% badanych jako swoje
oczekiwanie dotyczace skutkéw leczenia hipolipemizu-
jacego wymienito oczekiwanie dluzszego zycia.

Wyjsciowe stezenie cholesterolu u pacjentow, ktorzy le-
czenie rozpoczeli oraz nie rozpoczeli tego leczenia, bylo
podobne (odpowiednio: 274,5 +/- 51,3 mg% i 264,2 +/-
27,6 mg%; p>0,05).

Na pytanie dotyczace tego, czy wieczorna pora przyj-
mowania lekéw, wskazana w przypadku niektdrych le-
kéw obnizajacych stezenie cholesterolu, jest pora wy-
godna, 79,2% badanych odpowiedzialo pozytywnie.
Jedynie 16,5% badanych uznato, ze jest to pora niewy-
godna, a posrdéd najczesciej podawanych wyjasnien
znalazly sie argumenty, Ze ,wieczorem latwiej jest za-
pomnie¢ o dawce leku i ja pominac” (10 oséb) oraz ze
»rano lepiej si¢ pamieta” (4 osoby).

Badanych zapytano réwniez, dlaczego cze$¢ lu-
dzi przerywa leczenie lekami obnizajacymi steze-
nie cholesterolu. Odpowiedzi zawarto w Tabeli 2, do
najczestszych nalezaly: powody finansowe, brak wie-

dzy o chorobie i jej skutkach, nie§wiadomos$¢ konse-
kwencji posiadania wysokiego poziomu cholesterolu
oraz brak przywiazywania wagi do leczenia. Zwra-
ca uwage, ze zaledwie 3,5% badanych jako przyczyne
przerywania leczenia wskazywalo na dziatania nie-
pozadane stosowanych lekow.

Odpowiedzi na pytanie, jakiej pomocy oczekiwaliby
respondenci od lekarza, aby konsekwentnie realizowac
zalecona terapie lekami obnizajacymi stezenie choleste-
rolu zawarto w Tabeli 3; na pierwszym miejscu znalazlto
sie czeste kontrolowanie poziomu cholesterolu (36,1%
wskazan).

Dziewie¢ sposrod 17 twierdzen, przedstawionych ba-
danym do oceny w czesci trzeciej kwestionariusza, ,ra-
czej przekonywalo” lub ,,catkowicie przekonywalo” do
systematycznego stosowania lekow obnizajgcych ste-
zenie cholesterolu co najmniej 75% badanych, a najbar-
dziej przekonujace komunikaty zostaly ocenione w ten
sposéb przez 81,2% respondentow.

Rozumienie celéw leczenia

Nie wszyscy z badanych deklarowali pelne poznanie
i zrozumienie celow leczenia lekami obnizajacymi ste-
zenie cholesterolu: 87,5% podalo, ze lekarz poinformo-
wal ich, co jest celem prowadzonego leczenia, 83,5%
deklarowalo rozumienie celu terapii lekiem obnizaja-
cym stezenie cholesteroluy, ale juz tylko 75,7% twier-
dzilo, ze lekarz poinformowat ich, jak dlugo nalezy sie
tym lekiem leczy¢. Sposréd badanych, 76,9% przeczy-
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talo ulotke zawarta w opakowaniu przepisanego leku,
ale az 22,0% badanych znalazlo tam niepokojace infor-
macje, w tym przede wszystkim: informacje odnosnie
mozliwosci uszkodzenia mie$ni (10 oséb), mozliwosci
uszkodzenia watroby (5 0s6b) oraz innych dziatan nie-
pozadanych (25 oséb).

Sposréd oséb, ktére zadeklarowaly, ze w momencie
prowadzenia badania przyjmowaly leki hipolipemizu-
jace, 60,7% uznalo leczenie za skuteczne, a podstawo-
wa miara skutecznos$ci prowadzonego leczenia bylo dla
nich obnizenie sie stezenia cholesterolu oraz lepsze sa-
mopoczucie (odpowiednio: 81,9% i 33,6% wskazan). Je-
dynie 3,1% osdb, kontynuujacych leczenie w momen-
cie badania, uznalo je za nieskuteczne, we wszystkich
przypadkach w zwigzku z brakiem obnizenia sie pozio-
mu cholesterolu.

Badanym zadano réwniez pytanie, jak dlugo nalezy sie
leczy¢ lekiem obnizajacym stezenie cholesterolu. Zwra-
ca uwage, ze zaledwie co czwarty respondent (26,7%)
wskazywal, Ze leczenie to prowadzi¢ nalezy ,do konca
zycia’; a niemal 25% badanych bylo przekonane, ze le-
czenie to nie jest bezterminowe (tj. nalezy je prowadzi¢
»do obnizenie cholesterolu’; ,,do osiagniecia efektu’; ,,do
poprawy stanu zdrowia” lub przez okreslony okres cza-
su — respondenci podawali tu okresy wynoszace od 3
miesiecy do kilku lat).

Zalezno$¢ kontynuacji leczenia od innych
parametrow

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zalezno$ci po-
miedzy zadnym z uwzglednionych w badaniu para-
metréw demograficznych (tj. plcia, wiekiem, miej-
scem zamieszkania, poziomem wyksztalcenia oraz
statusem zawodowym badanych) a kontynuacja lecze-
nia w chwili prowadzenia badania (p>0,05). Na konty-
nuacje leczenia nie wplywata tez istotnie opinia bada-
nych na temat powagi stanu, jakim jest podwyzszony
poziom cholesterolu, obecnos¢ lub brak choroby wien-
cowej, uzyskanie od lekarza informacji, jak dlugo nale-
zy leczy¢ sie lekiem obnizajacym steZenie cholesterolu,
obecno$¢ dziatan niepozadanych leczenia hipolipemi-
zujacego, opinia badanych na temat wygody przyjmo-
wania lekéw hipolipemizujacych wieczorem oraz fakt
podejmowania przez badanych dzialan, utatwiajacych
im przyjmowanie leku hipolipemizujacego wieczorem.
Na kontynuacje leczenia istotnie statystycznie wplywa-
to natomiast:
« przekazanie choremu przez lekarza informacji na te-
mat tego, co jest celem leczenia,
« rozumienie celow terapii lekami obnizajacymi steze-
nie cholesterolu,
« przeczytanie ulotki zawartej w opakowaniu leku hipo-
lipemizujacego,

« pozytywna opinia badanych na temat skuteczno$ci
prowadzonego leczenia hipolipemizujacego,

« czesto$¢ wizyt u lekarza POZ: najcze$ciej kontynu-
owali leczenie pacjenci, odbywajacy wizyty u lekarza
POZ co miesiac (82%), co dwa miesiace (79%), lub pét
roku (75%), rzadziej pacjenci odwiedzajacy lekarza co
dwa tygodnie lub czesciej (60%), a najrzadziej ci, ktd-
rzy odwiedzali lekarza raz w roku lub rzadziej (31%)
(p<0,01).

WPLYW INTERWENCJI EDUKACYJNO-
BEHAWIORALNEJ NA PRZESTRZEGANIE ZALECEN
TERAPEUTYCZNYCH PODCZAS LECZENIA
HIPERLIPIDEMII

W oparciu o wyniki uzyskane w pierwszym badaniu,
opracowano interwencje, majaca na celu poprawe
przestrzegania zalecen terapeutycznych podczas le-
czenia hiperlipidemii. Jej element edukacyjny opierat
sie na specjalnie zaprojektowanych materiatach druko-
wanych, zawierajacych informacje pozytywnie zwery-
fikowane co do ich oddzialywania na wzrost motywa-
¢ji do systematycznego leczenia hiperlipidemii. Kolejne
z zestawu tych materialéw badani otrzymywali pod-
czas kazdej wizyty kontrolnej (to jest co 8 tygodni, po-
czawszy od rozpoczecia badania). Towarzyszyl temu
element behawioralny, polegajacy na poproszeniu ba-
danych o wybranie czynnos$ci rutynowo wykonywanej
wieczorem, w celu przypominania im o koniecznosci
przyjecia leku. Podczas kazdej wizyty kontrolnej, lekarz
prowadzacy mial za zadanie zapyta¢ pacjenta, czy wy-
brana przez niego czynno$¢ przypominajaca sprawdza
sie w praktyce, a w przypadku jej nieskutecznosci, usta-
li¢ z pacjentem inng czynno$¢ przypominajaca.

Skutecznos¢ tej interwencji edukacyjno-behawioralnej
przetestowano w ramach randomizowanego badania
klinicznego. Do badania wlaczani byli pacjenci ambu-
latoryjni z nieleczona hipercholesterolemia (choleste-
rol catkowity >= 250mg%), w wieku 40-80 lat. Wlaczeni
do badania pacjenci otrzymali zalecenie przyjmowa-
nia simwastatyny, w wyjsciowej dawce 20 mg jeden raz
na dobe, wieczorem (Simvasterol, Polpharma). Dawke
simwastatyny zwiekszano do 40 mg jeden raz na dobe,
wieczorem, jesli poziom cholesterolu calkowitego po
uplywie 16 lub 32 tygodni leczenia wynosil >= 250
mg%. Przydzial do grupy interwencji lub do grupy kon-
trolnej, ktéra otrzymywata zwykla opieke, odbywat sie
w sposoéb losowy, z zachowaniem stosunku 1:1. Okres
obserwacji wynosit 48 tygodni.

Pierwszorzedowym punktem koricowym bylo prze-
strzeganie zalecen terapeutycznych, wyrazone za po-
moca wspoélczynnika posiadania lekow (medication
possession ratio, MPR), ktéry obliczany byt za pomo-
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cg ilorazu liczby dni, podczas ktérych w wyniku prze-
pisania kolejnych recept pacjent byt w posiadaniu sim-
wastatyny, do catkowitej liczby dni okresu obserwacji.
Dodatkowo, oceniany byt takze odsetek pacjentéw kon-
tynuujacych leczenie oraz dlugos¢ nieprzerwanego le-
czenia.

Do badania wlaczono 198 pacjentéw, ktérych sredni
wiek wynosit 59,6 +/- 9,1 lat. Badane grupy nie r6znity
sie pomiedzy soba w zakresie plci, wieku, wagi, wzro-
stu, wspélczynnika masy ciala oraz wyjsciowych para-
metréw lipidogramu.

Pacjenci z grupy interwencji wybierali rézne czynno-
$ci w celu przypominania im o konieczno$ci systema-
tycznego przyjmowania lekdw, najczesciej byta to kola-
¢ja (53,3%). Podczas kolejnych wizyt, pacjenci uznawali
wybrane przez siebie czynno$ci przypominajace o ko-
niecznosci przyjecia leku za przydatne w ponad 90%
przypadkéw. Podczas pierwszej wizyty kontrolnej, to
jest po 8 tygodniach obserwacji, jedynie 6% pacjentéw
kontynuujacych badanie dokonalo zmiany wybranej
prze siebie czynno$ci na inng, podczas kolejnych wizyt
odsetek ten byl jeszcze nizszy.

Odsetek pacjentéw kontynuujacych terapie malat wraz
z dlugoscia obserwacji do nieco ponad 60% i byt poréw-
nywalny w obu grupach (Rys. 2). Sredni czas kontynu-
acji terapii wynosit 35,5 tyg. w grupie kontrolnej i 36,1
tyg. w grupie interwencji (p>0,05). Badane grupy réz-
nily sie istotnie pod wzgledem poziomu przestrzegania
zalecen terapeutycznych: $rednia warto$¢ MPR (+ SD)
wynosila 95,4 + 53,7% w grupie interwencji i 81,7% +
31,0% w grupie kontrolnej (p<0,05). Nie zaobserwowa-
no istotnego zréznicowania MPR w zalezno$ci od plci
ani wieku w zadnej z badanych grup, ani dla catosci ba-
danych, z wyjatkiem grupy kontrolnej, w ktérej MPR
osiagal wieksze wartosci wérdd oséb starszych (od-
powiednio 92,0 + 22,7% wéréd pacjentéw w wieku 65
i wiecej lat, w poréwnaniu z 78,2 + 32,7% wérdéd mlod-
szych badanych, p<0,05).

W obu grupach obserwowano systematyczny spadek
poziomu cholesterolu catkowitego, LDL-cholesterolu
itréjglicerydéw, przy wzglednie stalym poziomie HDL-
-cholesterolu. Na etapie zakoriczenia 48-tygodniowej
obserwacji, badane grupy nie réznily sie pomiedzy soba
wartoscig zadnego z powyzszych parametréw (p>0,05).

Objawy niepozadane wystapily u tacznie 20,7% bada-
nych, z podobna czestoscia w obu grupach (odpowied-
nio: 22,4% w grupie interwencji oraz 18,7% w grupie
kontrolnej, p<0,05). Najczesciej mialy one charakter fa-
godnych dolegliwosci ze strony przewodu pokarmowe-
go. W zadnej z badanych grup przestrzeganie zalecert
terapeutycznych, wyrazone za pomoca MPR, nie bylo

— Grupakontroina

= == Grupainterwencji

o ] 16 4 32 40

48 tydz

Rysunek 2. Zmiana odsetka badanych kontynuujacych leczenie
simwastatyna, w zaleznosci od przydziatu do grupy badania klinicznego

istotnie zréznicowane w zalezno$ci od wystepowania
lub braku dziatan niepozadanych.

DYSKUSJA

Nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych jest jedna
z podstawowych barier rozwoju wspélczesnej medy-
cyny. To ono odpowiedzialne jest za rozbiezno$¢ efek-
tywnosci terapii, obserwowanej w praktyce, z wynika-
mi osigganymi w $cisle kontrolowanych warunkach
randomizowanych badan klinicznych. Pacjenci, nie
stosujacy sie do zalecen terapeutycznych, nie osiagaja
mozliwych do osiagniecia korzysci. Co wiecej, w zwiek-
szony sposéb korzystaja z ustug medycznych i sg Zré-
dlem dodatkowych kosztéw [15]. Koszty te oceniane
sa w Niemczech na co najmniej 10 mld euro rocznie
[16]. Wedlug ostroznych szacunkéw autora, koszty po-
noszone w zwiazku z nieprzestrzeganiem zalecen tera-
peutycznych z budzetu powszechnego systemu opie-
ki zdrowotnej w Polsce moga wynosi¢ okoto 6 mld zt
rocznie.

Badania prowadzone w Polsce potwierdzaja wysoka
czestos$¢ nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych,
nawet w przypadku pacjentéw chorujacych na choro-
by objawowe, takie jak choroba wiericowa [17,18]. Nie-
przestrzeganie zalecen terapeutycznych jest jednak
szczegdlnie czeste w przypadku schorzen przewlektych
o charakterze asymptomatycznym, w przypadku kté-
rych prowadzone leczenie nie przynosi bezpo$rednich,
zauwazalnych przez pacjenta efektéw [19]. Do najczest-
szych schorzen tego typu nalezy hiperlipidemia, ktéra
z racji swoich powaznych nastepstw, ma jednoczesnie
istotne znaczenie spoleczne. Majac na uwadze wysokie
rozpowszechnienie tego schorzenia w Polsce [20] oraz
spoleczna skale nastepstw zdrowotnych (choroba wieni-
cowa, zawaly, udary, zaburzenia krazenia obwodowe-
go, zgony) i pozazdrowotnych tej choroby, zapewnie-
nie odpowiednio wysokiego poziomu przestrzegania
zalecen terapeutycznych podczas terapii tego schorze-
nia staje sie istotng potrzeba spoteczna. Tymczasem,
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jak wykazala analiza danych dotyczacych realizacji re-
cept w lubuskim oddziale NFZ, zaledwie 12% pacjen-
téw leczy sie statynami systematycznie, przyjmujac co
najmniej 80% zaleconych dawek [6]. Stwierdzony w ni-
niejszym badaniu poziom przestrzegania zalecen tera-
peutycznych — zaledwie okoto 60% badanych, ktérzy
stwierdzili, Ze realizowali w pelni zalecenia terapii le-
kiem obnizajacym stezenie cholesterolu w trakcie tygo-
dnia poprzedzajacego badanie — jest potwierdzeniem
tej reguly.

Osiagniecie poprawy przestrzegania zalecen terapeu-
tycznych w przypadku hiperlipidemii jest zatem szcze-
g6lnie wazne. W ramach niniejszego projektu podjeto
prébe odpowiedzi na pytania dotyczace przyczyn nie-
przestrzegania zalecen terapeutycznych podczas lecze-
nia tej choroby oraz skutecznych metod profilaktycz-
nych i naprawczych. Jest to o tyle wazne, ze w wielu
badaniach wykazano zmniejszona o 30-50% $miertel-
no$¢ wérdd pacjentdw systematycznie stosujacych leki
hipolipemizujace, w poréwnaniu z pacjentami nie prze-
strzegajacymi zalecen terapii [16,21].

Zwraca uwage, ze do podjecia leczenia lekiem hipoli-
pemizujacym sklanialo badanych pacjentéw przede
wszystkim wysokie stezenie cholesterolu. Ich oczekiwa-
nia co do leczenia obejmowaly obniZenie jego stezenia,
a oczekiwania co do pomocy ze strony lekarza — czeste
kontrole poziomu cholesterolu. Spodziewane wydtu-
Zenie zycia nie bylo natomiast argumentem, sklaniajg-
cym badanych do leczenia - zaledwie co 40-ty badany
podal takg motywacje! Miarg skutecznosci prowadzo-
nego leczenia bylo wedtug badanych przede wszystkim
obnizenie sie stezenia cholesterolu, a Swiadectwem jego
nieskutecznos$ci — brak takiego efektu. Znaczna czes¢
badanych nie zostala poinformowana przez lekarzy
prowadzacych, jak dtugo nalezy leczy¢ sie lekiem hipo-
lipemizujacym, by¢ moze zatem dlatego jedynie co 4-ty
pacjent uwazal, Ze leczenie takie nalezy prowadzi¢ bez-
terminowo.

Whrew oczekiwaniom, pacjenci nie wskazywali na wie-
czorna pore przyjmowania leku hipolipemizujacego
jako realng bariere w realizacji tego leczenia. Z innych
badan wiadomo jednak, Ze przyjmowanie lekéw wie-
czorem napotyka znacznie wiecej probleméw podczas
realizacji, niz stosowanie tych samych lekéw w godzi-
nach porannych [22].

Co wazne, dzialania niepozadane nie byly doswiadcza-
ne przez badanych czesto — podalo je lacznie zaled-
wie 9,0% badanych, a jeszcze rzadziej wskazywane byly
one przez badanych jako przyczyna, dla ktérej ludzie
przerywaja leczenie hipolipemizujace. Podobnie, nie
pojawialy sie one potem czesto w ramach randomizo-
wanego badania klinicznego, w ktérym do leczenia hi-

perlipidemii wykorzystano simwastatyne. Dla odmiany
pacjenci przerywajacy leczenie najczesciej wskazywali
na problemy finansowe, ta sama przyczyne wymieniali
respondenci takze na pierwszym miejscu wéréd przy-
czyn, dla ktérych w ich mniemaniu, inni ludzie przery-
waja leczenie hipolipemizujace. Wskazuje to zatem na
generalnie bardzo dobra tolerancje lekéw hipolipemi-
zujacych oraz na potencjalna role, jaka w przestrzega-
niu zalecen terapeutycznych odegra¢ moze stosowanie
lekéw niedrogich. W wielu badaniach zaobserwowano
bowiem, ze zwiekszenie dostepnosci finansowej lekéw
poprawia przestrzeganie zalecen terapeutycznych [16].
Podkresli¢ nalezy, ze w chwili obecnej wszystkie waz-
niejsze leki hipolipemiczne maja na polskim rynku do-
stepne wersje generyczne, co pozwala zaoferowaé pa-
cjentom wysokiej jakosci leczenie w przystepnej cenie.

Zwraca rowniez uwage, ze wérod parametréw, rozni-
cyjacych prawdopodobienistwo kontynuacja leczenia,
nie znalaz! sie zaden z parametréw demograficznych,
w przeciwienstwie do parametréw zwiazanych z komu-
nikacja lekarz-pacjent (przekazanie choremu przez le-
karza informacji na temat tego, co jest celem leczenia)
oraz rozumienia celowosci prowadzonej terapii. Komu-
nikacja ta jest szczegélnie efektywna, gdy bezposrednio
podejmuje temat przestrzegania zalecen terapeutycz-
nych. Jak wykazano w niedawnym przegladzie systema-
tycznym, szczeg6lnie dobre efekty daja te interwencje
zmierzajace do poprawy przestrzegania zalecen tera-
peutycznych, ktére uwzgledniaja wspotprace z pacjen-
tem w oparciu o informacje odnos$nie realizacji terapii,
uzyskiwane dzieki obiektywnej ocenie przestrzegania
zalecen terapeutycznych [23]. Nalezy zatem mieé na-
dzieje, ze wprowadzany w Polsce system elektronicz-
nego konta pacjenta oraz elektronicznych recept utatwi
lekarzom, farmaceutom i pacjentom cho¢ przyblizony
wglad w realizacje zalecen terapeutycznych i tym sa-
mym, stanie si¢ dobrym punktem wyjscia do wdraza-
nia takich interwencji w codziennej praktyce.

Sytuacja ta zmusza do poszukiwania interwencji popra-
wiajacych przestrzeganie przez pacjentéw zalecen te-
rapeutycznych podczas leczenia hipolipemizujacego.
Prowadzone w tym celu badania nie przyniosty jednak
dotychczas w pelni zadawalajacych efektéw. Jak pod-
kreslaja autorzy meta-analizy, obecne metody poprawy
przestrzegania zalecen terapeutycznych w przypadku
schorzen przewleklych sa najczesciej skomplikowane
i malo skuteczne. Zaobserwowano, ze w przypadku le-
czenia przewleklego, najwieksza skuteczno$¢ w popra-
wie przestrzegania zalecen terapeutycznych osiagaja
interwencje ztozone [24]. Wychodzac z tego zalozenia,
w niniejszym projekcie poddano ocenie skutecznosc¢
interwencji zlozonej z elementéw edukacyjnych (ma-
terialy informacyjne dystrybuowane wsréd pacjentéw)
oraz behawioralnych (zaadoptowanie rutynowej czyn-
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nosci majacej przypominac¢ o koniecznosci przyjecia
leku). Jak wykazato badanie, ta niedroga i relatywnie
prosta interwencja przyczynila sie do istotnej poprawy
przestrzegania zalecen terapeutycznych, wyrazonego
za pomoca MPR.

W opublikowanym niedawno przegladzie systematycz-
nym, oceniajgcym wplyw réznych interwencji na prze-
strzeganie zalecen terapeutycznych podczas leczenia
statynami, zidentyfikowano tacznie 11 badan, wyko-
rzystujacych 4 kategorie interwencji: 1. uproszczenie
schematu leczenia, 2. edukacje pacjentéw 3. wzmoc-
nienie pacjentdw i przypomnienia 4. ztozone podej-
$cie behawioralne. Z tych czterech kategorii w ocenie
autoréw najbardziej obiecujace okazato si¢ wzmocnie-
nie pacjentéw i przypomnienia, zastosowane w 6 ba-
daniach, spo$réd ktérych w 4 przypadkach wykazano
istotng statystycznie poprawe przestrzegania zalecen
terapeutycznych [25].

Podkresli¢ nalezy, ze z cytowanego powyzej przegladu
systematycznego wnika, iz element behawioralny in-
terwencji, zastosowany w niniejszym projekcie, czyli
zaadoptowanie przez pacjentéw rutynowej czynnosci
przypominajacej o koniecznosci przyjecia leku, nie byt
dotychczas wykorzystywany w interwencjach zmierza-
jacych do poprawy przestrzegania leczenia hipolipemi-
zujacego i ma charakter innowacyjny. Jego rola jest tym
wieksza, Ze zastosowana w niniejszym badaniu simwa-
statyna, podobnie jak i inne statyny, jest lekiem, ktéry
powinien by¢ przyjmowany w godzinach wieczornych.
Pomimo wymogu przyjmowania zaledwie jednej dawki
dobowej, fakt ten sprzyja nieprzestrzeganiu zalecen te-
rapeutycznych pod postacia opuszczenia pojedynczych
dawek leku. Wieczorne dawki leku przyjmowane sa bo-
wiem przez pacjentéw mniej systematycznie, niz dawki
przyjmowane w godzinach porannych [22].

Interpretujac wyniki niniejszego projektu, nalezy by¢
$wiadomym jego ograniczen. I tak jednoosrodkowy
charakter badania klinicznego oraz ograniczona li-
czebno$¢ badanych narzucajg oczywiste ograniczenia.
W badaniu nie brano réwniez pod uwage, czy pacjenci
przyjmowali simwastatyne w prewencji pierwotnej, czy
wtérnej, cho¢ kryterium wlaczenia sprowadzajace sie
do nieleczonego, podwyzszonego poziomu cholestero-
lu, posrednio faworyzowalo prewencje pierwotna. Z in-
nych badan wiadomo natomiast, ze w prewencji pier-
wotnej czesciej dochodzi do calkowitego przerwania
leczenia hipolipemizujacego, niz w prewencji wtdrnej
[5, 26]. Zastosowana w niniejszym badaniu procedura,
polegajaca na ocenie liczby i czasu wystawienia recept,
a nie liczby i czasu ich realizacji, wynikata z braku pel-
nej komputeryzacji systemu obstugi recept w Polsce, co
nie pozwala w praktyce na uzyskanie danych o realiza-
cji recept przez indywidualnego pacjenta. Sytuacja ta

moze ulec zmianie w przyszlto$ci, wraz z wprowadze-
niem na szeroka skale systemu e-recept. Wreszcie brak
obserwowanego wplywu zastosowanej interwencji na
parametry lipidogramu mozna wigzac z faktem, ze li-
czebno$¢ badanych zostata wyliczona z mysla o pierw-
szorzedowym punkcie koricowym.

Opisane ograniczenia nie zmniejszaja wagi, ani prak-
tycznej uzytecznosci obserwowanych wynikéw. Osia-
gnieta dzieki interwencji edukacyjno-behawioral-
nej poprawa przestrzegania zalecen terapeutycznych
moze bowiem prowadzi¢ do zwigkszenia skuteczno-
$ci leczenia hipercholesterolemii, zapobiegania jej po-
wiklaniom, a posrednio — do wzrostu zdrowotno-
$ci spoleczenstwa, zmniejszenia umieralno$ci, w tym
zwlaszcza, dzieki skutecznej pierwotnej i wtérnej pro-
filaktyce choroby wiericowej, zmniejszenia nadumieral-
nos$ci mezczyzn, wydluzenia sie $redniej dlugosci zycia
w Polsce, a takze zmniejszenia wydatkéw na leczenie
powiktan hiperchlesterolemii, w tym zwlaszcza wy-
datkéw ponoszonych na hospitalizacje spowodowane
ostrymi zespotami wiericowymi i udarami, a takze wy-
datkéw na zabiegi kardiologii interwencyjnej, oraz wy-
datkéw zwiazanych z niezdolno$cia do pracy i pobiera-
niem rent chorobowych przez pacjentéw chorujacych
na choroby o etiologii miazdzycowej. Udowodniono
bowiem, ze oprécz ewidentnych korzysci zdrowotnych,
poprawa przestrzegania zalecen terapeutycznych pod-
czas leczenia hiperlipidemii wiedzie do redukcji kosz-
téw ponoszonych przez systemy opieki zdrowotnej
[15]. Dodatkowa mozliwo$¢ zastosowania praktyczne-
go uzyskanych wynikéw wiaze sie z faktem, ze na bazie
do$wiadczen zdobytych podczas realizacji niniejsze-
go projektu, przygotowaé bedzie mozna analogiczne
strategie zmierzajace do polepszenia przestrzegania
zalecen terapeutycznych w warunkach ambulatoryj-
nej opieki zdrowotnej podczas leczenia innych cho-
réb przewleklych o charakterze cywilizacyjnym, w tym
zwlaszcza choréb skapoobjawowych, takich jak nadci-
$nienie czy cukrzyca typu 2.

PODSUMOWANIE

Projekt STRATuS zostal zakoniczony, a jego wyniki zo-
staly ogloszone drukiem [27, 28]. W ogdlnym podsu-
mowaniu wynikéw nalezy stwierdzi¢, ze:

Znaczna cze$¢ pacjentdéw (blisko 40%) badanych w ba-
daniu ankietowym nie przestrzegala zalecen terapeu-
tycznych podczas terapii hiperlipidemii.

Gléwna motywacja pacjentéw do stosowania lekéw hi-
polipemizujacych byta w tym przypadku che¢ obnize-
nia stezenia cholesteroluy, a ich oczekiwania dotyczyly
czestego badania jego poziomu.
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Na przestrzeganie zalecerr nie wplywaly badane ce-
chy demograficzne. Brak efektywnej komunikacji po-
miedzy lekarzem i pacjentem stanowil natomiast waz-
ny powdd nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych.
W szczegblnosci, znaczna cze$é pacjentéw nie znata
wlasciwych ram czasowych leczenia lekami hipolipe-
mizujacymi.

Badani deklarowali motywy finansowe jako czesty po-
wod nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych pod-
czas leczenia hiperlipidemii. Wskazuje to na poten-
cjalna role, jaka w poprawie przestrzegania zalecen
terapeutycznych odegra¢ moze stosowanie lekow nie-
drogich.

Prosta, niedroga interwencja edukacyjno-behawioral-

na okazala sie skuteczna w zwiekszaniu przestrzegania
zalecen terapeutycznych podczas profilaktycznego sto-

Ramka 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu

sowania statyn w warunkach ambulatoryjnych. Biorac
pod uwage, Ze pacjenci osiagaja korzysci z leczenia hi-
polipemizujacego, pod warunkiem co najmniej 2-let-
niego ciaglego leczenia, wyniki te moga miec¢ istotne
znaczenie kliniczne i ekonomiczne.

PODZIEKOWANIE

Badania zostaly sfinansowane ze srodkéw Naukowej
Fundacji Polpharmy, w ramach grantu 39/2008 (STRA-
TUs - Wplyw kompleksowej STRATegii edukacyjno-
-behawioralnej na przestrzeganie zalecen terapeutycz-
nych podczas leczenia hipolipemizujacego statynami
w warunkach podstawowej opieki zdrowotnej). Spon-
sor nie bral udzialu w projektowaniu i przeprowadze-
niu badania, nie miat réwniez wplywu na interpretacje
jego wynikow.

bezobjawowych.

i ekonomicznych.

« Systematycznosc¢ leczenia przez pacjentéw schorzen przewleklych jest daleka od oczekiwan.

« Pacjenci szczegodlnie czesto nie stosuja sie do zalecen terapeutycznych podczas terapii schorzen

» Nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych wiedzie do powaznych konsekwencji zdrowotnych

Ramka 2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

hiperlipidemii.

» Poprawa komunikacji lekarz-pacjent oraz stosowanie niedrogich lekéw moze przyczynic sie do
poprawy przestrzegania zalecen terapeutycznych podczas leczenia hiperlipidemii.

« Uzycie odpowiednich informacji moze poprawi¢ motywacje pacjentéw do systematycznego leczenia
» Opracowana w ramach badania realizowanego w oparciu o grant prosta interwencja edukacyjno-

behawioralna poprawia przestrzeganie zalecenl podczas hiperlipemii i moze stanowi¢ podstawe
opracowania podobnych interwencji do zastosowania w przypadku innych schorzen cywilizacyjnych.

Ramka 3. Dalsze kierunki badan

Internetowego Konta Pacjenta i e-recept.

Planowane jest wykorzystanie wynikéw grantu przy opracowaniu ogdélnopolskiego systemu monito-
rowania i weczesnego wykrywania nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych na podstawie systemu
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INSTRUKCJE DLA AUTOROW

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji. Zeszyty Naukowej
Fundacji Polpharmy (dalej Zeszyty) to czasopismo nauko-
we publikujace przegladowe i pogladowe prace naukowe po-
wstale w oparciu o projekty badawcze finansowane ze §rodkéw
Naukowej Fundacji Polpharmy. Tematyka prac publikowanych
w czasopi$mie obejmuje szereg zagadnien z zakresu medycyny
i farmacji. Celem publikacji jest prezentacja osiagnie¢ Auto-
row projektow finansowanych przez Fundacje w odniesie-
niu do stanu wiedzy w obszarze nauki, ktérego dotyczyl re-
alizowany projekt.

Skiad Rady Naukowej gwarantuje wysoki poziom publikowa-
nych prac.

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji bedg ukazywac sie raz
w roku. Redakcja przyjmuje do druku artykuly w jezyku pol-
skim lub angielskim, przy czym tytul, streszczenie, stowa klu-
czowe i afiliacje powinny by¢ dodatkowo napisane w jezyku an-
gielskim (lub polskim w przypadku prac anglojezycznych).

Redakcja Postepéw Polskiej Medycyny i Farmacji uznaje za-
sady zawarte w Deklaracji Helsiriskiej i w zwiazku z tym ocze-
kuje od autordéw, aby wszelkie badania wykonane z udzialem
cztowieka zostaly przeprowadzone zgodnie z tymi zasadami.

REGULAMIN RECENZOWANIA | PRZYJMOWANIA PRAC

Redakcja rozpatruje nadeslane prace, ktére zostana uznane
przez recenzentéw i redaktoréw za wlasciwe pod wzgledem te-
matyki i stanowiace oryginalny wklad do postepu w nauce i/lub
praktyce klinicznej lub posiadaja pozadane walory dydaktyczne
(szkoleniowe). Podpis pierwszego autora pod o$wiadczeniem
jest rbwnoznaczny ze stwierdzeniem, Ze:

« zlozona praca jest wlasna,

« wszyscy autorzy wyrazaja zgode na publikacje przedstawio-

nego materiatu.

Otrzymany manuskrypt jest na wstepie oceniany przez ze-
sp6t redakcyjny Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji pod
wzgledem poprawnosci przygotowania manuskryptu, doku-
mentacji fotograficznej, obecnosci zgody wszystkich autoréw
na publikacje. Manuskrypty niekompletne beda zwracane au-
torom do uzupelnienia bez analizy merytorycznej.

Manuskrypt, co do ktérego nie ma uwag wstepnych, zostaje
opatrzony kolejnym numerem, o ktérym informuje si¢ auto-
ra korespondencyjnego. Maszynopis kazdej pracy poddaje sie
recenzjom. Kompetentnych recenzentéw wyznacza Redaktor
Naczelny. Recenzenci przygotowuja opinie, ktére zawieraja
uzasadnione zalecenia i sugestie poprawek i uzupetnien tresci
i formy artykulu. Recenzje s3 anonimowe.

Dyskwalifikacja nadestanego maszynopisu wymaga dwéch ne-
gatywnych recenzji. Redaktor Naczelny zastrzega sobie prawo
odmowy druku pracy zawierajacej wyniki badan, w ktérych nie

przestrzegano zasad etycznych eksperymentu klinicznego sfor-
mutowanych w deklaracji Swiatowego Zgromadzenia Medycz-
nego w Helsinkach w r. 1964, w Tokio w 1975 i w zaleceniach
Swiatowej Organizacji Zdrowia w 1982 .

Ostateczna decyzja o przyjeciu pracy do druku lub jej odrzuce-
niu nalezy do uprawnien Rady Naukowej i nie podlega odwo-
taniu. Podjetych decyzji Rada Naukowa nie musi uzasadnia¢.

Proces recenzowania pracy nie powinien trwaé dluzej niz 3-4
tygodnie, jednak Redakcja nie moze zagwarantowac okreslone-
go terminu podjecia decyzji.

ZEZWOLENIA NA DRUK

Materiatom wykorzystanym z innych Zrédel musi towarzyszy¢
pisemna zgoda pierwszego autora, jak i wydawcy pierwotnej
publikacji, w ktérej material ten zostal opublikowany, w kté-
rych wyrazona jest zgoda na przedruk na tamach Postepow
Polskiej Medycyny i Farmacji.

W stosunku do prac, ktdre sa w trakcie przygotowania do dru-
ku nalezy uzyskac zgode na pismie od autoréw, osoby, jak réw-
niez Redakcji czasopisma, ktére udostepnilo dane niepubliko-
wane lub informacje ustne wykorzystywane w artykule.

POUFNOSC INFORMACJI O PACJENCIE

Zmiana danych biograficznych pacjenta w celu ochrony tozsa-
mosci stanowi manipulacje danych i nie powinna mie¢ miej-
sca. Niemniej jednak autorzy prac naukowych maja obowig-
zek ochrania¢ dane osobowe pacjenta. Publikowa¢ nalezy
wylacznie informacje o znaczeniu naukowym czy klinicznym.
W zwiazku z tym, jezeli zawarte w artykule informacje umozli-
wiaja w jakikolwiek sposéb ustalenie tozsamosci badanej osoby;,
autorzy muszg uzyska¢ pisemna zgode tej osoby lub jej opieku-
na na opublikowanie jej wynikéw, w tym zdjec fotograficznych,
obrazéw radiologicznych i innych przed zlozeniem pracy do
druku. Szczegdly dotyczace rasy, pochodzenia etnicznego, kul-
turowego i religii osoby badanej powinny by¢ podane wylacznie
w przypadku, gdy, zdaniem autora, wywieraja wplyw na prze-
bieg choroby i/ lub leczenia dyskutowanego w danym tekscie.

PRAWA AUTORSKIE

Po akceptacji pracy do druku autorzy przekazuja prawa autor-
skie Naukowej Fundacji Polpharmy. Od momentu akceptacji
pracy do druku w Postepach Polskiej Medycyny i Farmacji in-
formacji w niej zawartych nie wolno ujawni¢ w prasie do czasu
ukazania si¢ numeru czasopisma, w ktérym artykul wystepuje.

Po akceptacji pracy do druku zlozone materialy staja sie wta-
sno$cia Naukowej Fundacji Polpharmy i nie moga si¢ ukazy-
wac w innej publikacji bez pisemnej zgody Naukowej Fundacji
Polpharmy.




Za date przyjecia do druku uwaza sie date nadestania ostatecz-
nej wersji artykulu. Redakeja dostarcza jeden egzemplarz cza-
sopisma kazdemu autorowi opublikowanej pracy.

ODPOWIEDZIALNOSC CYWILNA

Wydawca i Rada Naukowa czynia wszelkie starania, aby zapew-
ni¢ rzetelnosc¢ informacji, opinii i stwierdzen zawartych w arty-
kule ukazujacym sie w Postepach Polskiej Medycyny i Far-
macji. Niemniej jednak za tres¢ artykutéw i reklam odpowiada
wylacznie autor, sponsor lub firma marketingowa. Zgodnie
z powyzszym ani Wydawca, ani Rada Naukowa, ani Naukowa
Fundacja Polpharmy nie ponosza odpowiedzialnosci za skutki
ewentualnych nierzetelnosci.

Redakcja stara sig¢ zapewni¢ w zakresie publikacji rzetelnos¢
dawkowania lekéw i innych danych ilosciowych. Jednakowoz
Redakcja zaleca czytelnikom, aby wszystkie metody i techniki
polegajace na podawaniu lekéw opisane w Postepach Polskiej
Medycyny i Farmacji, byly stosowane wyltacznie zgodnie z in-
strukcjami i zaleceniami producentéw lekéw lub sprzetu, wy-
danymi w kraju danego czytelnika.

KATEGORIE ARTYKULOW

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji przyjmu-

je do druku:

» Prace Przegladowe, tj. doniesienia przedstawiajace obec-
ny stan wiedzy na dany temat, ze szczeg6lnym uwzglednie-
niem biezacych kontrowersji, podejscia teoretycznego i prak-
tycznego do zagadnienia, nierozwigzanych probleméw itp.,
uwzgledniajace wlasciwie dobrane pismiennictwo.

« Prace Pogladowe: opisy dotyczace waznych zagadnien, kon-
trowersji i opinii w medycynie i farmacji, teksty dydaktyczne
(szkoleniowe).

+ Krétkie Doniesienia: opisy wybranych rozwiazan klinicz-
nych w przypadku konkretnych probleméw, ewentualnie
nowe odkrycia jeszcze niepotwierdzone eksperymentalnie.

INSTRUKCJA DLA AUTOROW

Niniejszy regulamin jest zgodny z wytycznymi opracowa-
nymi przez Wspélny Komitet Wydawcéw Czasopism Bio-
medycznych, opublikowanymi w opracowaniu pt.: ,Jednolite
wymagania dotyczace prac ztozonych do druku w czasopismach
biomedycznych” (Uniform Requirements for Manuscripts Sub-
mitted to Biomedical Journals N Eng ] Med 1997; 336: 309-15;
www.acponline.org/journals/resource/ unifreqr.htm).

PRZYGOTOWYWANIE | NADSYLANIE MANUSKRYPTOW
Tekst

Manuskrypt powinien by¢ przygotowany w dowolnej wersji Mi-
crosoft Word. Tekst nalezy pisa¢ czcionka 12-punktowa Times
New Roman z odstepami péttorej linii pomiedzy wierszami.

Tabele

Tabele mozna nadsyla¢ w dowolnej wersji edytora tekstowego
Microsoft Word, badz arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel.

Wykresy

Wykresy lub diagramy powinny by¢ nadestane w postaci plikow:
+ Microsoft Word (wklejone rysunki),

« prezentacji Microsoft Power Point,

» wykresow arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel,

« graficznych o rozszerzeniach *.jpg, *.gif, *.tiff

Kazdy wykres czy diagram powinien by¢ zawarty w oddziel-
nym pliku. W przypadku uzycia jakiegokolwiek innego opro-
gramowania (np. statystycznego), prosimy o kontakt z redak-
cja w celu uzgodnienia szczeg6léw dot. wybranego formatu
wykresu.

Ryciny

Ryciny powinny by¢ przygotowane w rozdzielczo$ci 300 dpi lub
wiekszej, w formacie * tiff, *.eps, *.psd

Strona tytutowa

Praca powinna posiada¢ strone tytutowa, na ktdrej znajduja sie

nastepujace informacje:

« pelny tytul artykutu w jezyku polskim i angielskim

« imie i nazwisko kazdego autora (bez tytul6w), jednostke orga-
nizacyjna kazdego autora (miejsce pracy)

« streszczenie w jezyku polskim i angielskim

+ 3-6 s16w kluczowych w jezyku polskim i angielskim

« imie i nazwisko, tytul, adres, numer telefonu i/lub faksu, e-
-mail autora, ktéry odpowiada za przygotowanie pracy do
druku

« zrédla wsparcia materialnego w postaci grantéw i dotacji,
subwencji, sprzetu, lekéw itp.

Streszczenia

Streszczenia nie powinny przekraczac¢ 250 stéw.

W tekscie pracy nalezy zamiesci¢ w postaci wyodrebnio-
nych tabel nastepujace zestawienia:

1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu

2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy
3. Dalsze kierunki badan (opcjonalnie)

Przed pi$miennictwem, w razie potrzeby, mozna zalaczy¢ Po-
dziekowania, w ktérych podkresla si¢ wkiad wszystkich oséb,
ktére pomagaly w prowadzeniu badan i ktére nie spelniaja kry-
teriow wlaczenia do zespotu autoréw, np. asystenci, technicy,
kierownicy jednostek dajacy tylko ogdlne wsparcie. Autorzy
maja obowiazek ujawni¢ fakt otrzymywania wsparcia finanso-
wego lub materialnego.
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Pis$miennictwo zawiera pozycje z literatury ponumerowane
w kolejnosci ich wystepowania w tekscie (styl Vancouver), wy-
brane pod wzgledem waznosci, aktualnosci i dostepnosci. Po-
zycje wystepujace po raz pierwszy w tabelach lub rycinach na-
lezy ponumerowac tak, aby utrzymac kolejno$¢ z pozycjami
cytowanymi w tekscie.

DOPUSZCZALNE FORMATY CYTOWANIA

We wszystkich przypadkach prosimy zwrdci¢ uwage na sto-
sowane znaki interpunkcyjne, oddzielajace poszczegdlne pola
bibliograficzne cytowanej pozycji. Zrédta internetowe z ra-
¢ji fatwosci zmian czy korekt powinny zawiera¢ date pobra-
nia badzZ przejrzenia pliku. Podajac liste autoréw nalezy uzy¢
zwrotu i wsp’; jesli ilo§¢ autoréw cytowanej pozycji jest wyz-
sza niz 3.

Typowy artykut w czasopi$mie

Lichtenstein GR, Hanauer SB, Sandborn WJ. Management of
Crohn’s disease in adults. Am ] Gastroenterol 2009;104-:465-83.

Ten sam artykut z uwagi na pomytki redakcyjne z opubli-
kowang pdzniej errata

Koffler D, Reidenberg MM. Antibodies to nuclear antigens in pa-
tients treated with procainamide or acetylprocainamide [errata
opublikowana w: N Engl ] Med, 1979;302:322-5]. N Engl ] Med,
1979: 301:1382-5.

Artykut opublikowany wytacznie elektroniczne

Drayer DE, Koffler D. Factors in the emergence of infectious dis-
eases. Emerg Infect Dis [periodyk online] 1995 Jan-Mar [cy-
towany 1996.06.05]; 1(1): [24 ekrany]. Dostepny pod adresem
URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm

Artykut bez autora

Cancer in South Afiica [tekst redakcyjny]. S Afr Med ]
1994:84:15.

Monografia z okreslonym(i) autorem(ami)

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for
nurses. [l wyd. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

Ksigzka redagowana

Norman U, Redfern SJ, redd. Mental health care for elderly peo-
ple. Nowy Jork: Churchill Livingstone; 1996.

Ksigzka wydana przez organizacje

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medical
program. Waszyngton: The Institute; 1992.

Rozdziat w ksigzce

Phillips SJ, Whisnant JR. Hypertension and stroke. W: Laragh
JH, Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diag-
nosis, and management. II wyd. Nowy Jork: Raven Press; 1995.
str. 465-78.

Materiaty kongresowe

Kimura J, Shibasaki H, redd. Recent advances in clinical neuro-
physiology. Materialy z X Miedzynarodowego Kongresu EMG
i Neurofizjologii Klinicznej; 1995.10.15-19; Kyoto, Japonia. Am-
sterdam: Elsevier; 1996.

Referat

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, pri-
vacy and security in medical information. W: Lun KG, Oegoulet
B Piemme TE, Rienhoff O, redd. MEDINFO 92. Materialy z VII
Swiatov;ego Kongresu nt. Informatyki Medycznej; 1992.09.6-10;
Genewa, Switzerland.

Nie nalezy cytowa¢, na ogol, abstraktow, jak rowniez
yhiepublikowanych danych” oraz ,,informacji ustnej”. Je-
zeli jednak sg one niezbedne (dotycza wlasnych wynikéw
zamieszczonych w pracach bedacych lub szykowanych
do druku), mozna je wlaczy¢ do tekstu w odpowiednim
miejscu.

TABELE I ILUSTRACJE

Tabele maja swoje numeracje w kolejnosci wystepowania
pierwszego odwotania w tekscie oraz krétki tytul. W nagléw-
kach kolumn stosuje si¢ krétkie hasta lub skréty. Wskaza-
ny jest najprostszy mozliwy uklad tabeli, bez zbednych po-
ziomych lub pionowych linii podziatu. Wyjasnienia, w tym
tlumaczenia niestandardowych skrétéw, nalezy umiescic¢
w przypisach pod tabelg, nie zas w samej tabeli. Dolne przy-
pisy pod tabela nalezy ponumerowac odrebnie, zaczynajac od
1 dla kazdej tabeli. Nalezy sie upewni¢, czy kazda tabela jest
wymieniona w tekscie.

Nalezy przedstawi¢ pomiary statystyczne odmiennosci, jak np.
odchylenie standardowe, standardowy bfad pomiaru $redniej.
Jezeli dane pochodzg z innego Zrédta opublikowanego lub nie-
publikowanego, nalezy uzyskac zgode i poda¢ Zrédlo w pelnym
cytacie.

Ryciny i zdjecia powinny by¢ wykonane profesjonalnie; nie-
dopuszczalne sa napisy reczne. Redakcja przyjmuje ryciny
i zdjecia w formie elektronicznej w mozliwe najwyzszej jako-
$ci (rozdzielczosci, min 300 dpi). Litery, cyfry i symbole mu-
sza by¢ wszedzie jasne i rbwnomierne, i mie¢ taki rozmiar, aby
po zmniejszeniu w celu drukowania pozostaty czytelne. Tytuly
i wyjasnienia nalezy pisa¢ w podpisach, nie za$ na samych ry-
cinach.
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Ryciny powinny by¢ ponumerowane w kolejnosci wystepowa-
nia pierwszego odwotania w tekscie. Nalezy si¢ upewnic, czy
kazda rycina jest wymieniona w tekscie. Jezeli dana rycina zo-
stala juz opublikowana, nalezy poda¢ zrédlo i uzyskac pisem-
na zgode osoby majacej prawa autorskie na przedruk materia-
tu, za wyjatkiem dokumentéw stanowigcych dobro publiczne.
Zdjecia moga by¢ kolorowe lub czarno-biate. Redakcja druku-
je standardowo zdjecia w postaci czarno-bialej. Istnieje mozli-
wos¢ wydrukowania zdjecia w pelnym kolorze, po konsultacji
z Redakcja.

Zdjecia mikroskopowe powinny miaé wewnetrzne oznacze-
nie skali. Uzywane w zdjeciu mikroskopowym symbole, strzatki
i litery powinny by¢ w kolorze kontrastujacym z tlem. W przy-
padku fotografii badanych oséb albo nalezy ukry¢ tozsamosé,
albo uzyska¢ pisemna zgode na opublikowanie zdjecia. Redak-
cja przyjmuje zdjecia w formie elektronicznej w mozliwe naj-
wyzszej jakosci (rozdzielczo$ci, min 300 dpi).

Legendy pod rycinami nalezy numerowac cyframi arabskimi
odpowiadajacymi kolejnym rycinom.

Jednostki miary. Pomiary dlugosci, wysokosci, wagi i objeto-
$ci powinny by¢ podane w jednostkach metrycznych (np. metr,
kilogram, litr i inne) lub w systemie dziesietnym (np. decyme-
try). Temperatura musi by¢ podana w stopniach Celsiusza. Ci-
$nienie tetnicze powinno by¢ podane w milimetrach stupa rte-
ci. Wszystkie kliniczne pomiary hematologiczne i chemiczne
powinny by¢ podane w systemie metrycznym wedlug Miedzy-
narodowego System Miar (SI). Alternatywne jednostki, niepo-
chodzace z tego systemu, powinny by¢ dodane w nawiasach.

Skroty i symbole. Redakcja wymaga stosowania jedynie stan-
dardowych skrétéw. Nie nalezy uzywaé skrotéw w tytule
i w streszczeniach. Pelna wersja terminu, dla ktérego uzywa sie
danego skrétu, musi by¢ podana przed pierwszym wystapie-
niem skrétu w tekscie, za wyjatkiem standardowych jednostek
miar.

WYSLANIE ARTYKULU DO CZASOPISMA

Autorzy sa proszeni o przestanie manuskryptu droga elektro-
niczna na adres: postepy@indexcopernicus.com

Manuskryptowi powinien towarzyszy¢ list przewodni podpi-
sany, w miare mozliwosci, przez wszystkich autoréw. List ten
powinien zawierac:

1. Oswiadczenie, dotyczace statusu danej pracy, faktu, ze nie
byla dotad opublikowana, albo zostata opublikowana cze-
$ciowo w innej redakeji, wedtug wytycznych zawartych po-
wyzej,

2. Zaswiadczenie, ujawniajace istnienie ewentualnych zwigz-
kéw finansowych (w tym informacje dotyczace np. grantu,
z podaniem Zrédta i numeru grantu) lub powigzan moga-
cych budzi¢ zastrzezenia,

3. Oswiadczenie, ze wszyscy autorzy czytali i potwierdzili, ze
okreslone powyzej wymagania dotyczace wspélautorstwa
zgodnie z powyzszym zostaly spelnione oraz, ze kazdy autor
uwaza, ze ztozony tekst stanowi rzetelna prace wszystkich
wymienionych autoréw,

4. Dane personalne, adres i telefony gléwnego autora, ktéry
odpowiada za porozumiewanie si¢ z pozostalymi autorami
w sprawach dotyczacych ewentualnych korekt i koricowego
zatwierdzenia ,szczotki” autorskiej do druku (jezeli autor nie
poda odrebnego adresu do korespondencji dla czytelnikéw,
adres ten zostanie wydrukowany na koncu opublikowanej
pracy jako ,adres do korespondencji”).

Nalezy zalaczy¢ réwniez zgody na przedruki opublikowanych
materialéw, na wykorzystanie reprodukcji publikowanych ma-
terialéw, na uzycie zdje¢ lub podawanie danych o osobach, kt6-
rych tozsamo$¢ mozna ustali¢ oraz zgody na imienne wyrdz-
nienie os6b za ich wklad.

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji uwa-
za w/w warunki za spelnione, jezeli zlozony zostanie podpis
pierwszego autora.

KOMPLET MATERIALOW NALEZY PRZEStAC
DO REDAKCJI NA ADRES:

Index Coperniucs Sp. z o.o.

Redaktor Naczelny, Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji
ul. Zurawia 6/12, 00-503 Warszawa

tel. (22)42032 73

lub e-mailem: postepy@indexcopernicus.com
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polpharma

Ludzie pomagajg Ludziom

Jestesmy najwiekszym polskim producentem lekéw i substancji
farmaceutycznych. Naszym mottem jest hasto ,Ludzie pomagaja
Ludziom”. Od prawie 80 lat cieszymy sie zaufaniem lekarzy i pacjentow,
wytwarzajac leki wysokiej jakosci, bezpieczne i skuteczne.

JESTESMY DUMNI Z NASZYCH OSIAGNIEC:

« jestesmy NUMEREM 1 na polskim rynku farmaceutycznym

- umacniamy swa pozycje w regionie Europy Srodkowo-Wschodniej i Azji Srodkowe;j

- jesteSmy jedng z najbardziej innowacyjnych firm w Polsce wedtug Instytutu Nauk
Ekonomicznych PAN

« inwestujemy w leki biotechnologiczne i stworzyliSmy nowoczesne laboratorium
w Gdanskim Parku Naukowo-Technologicznym

« pomagamy ludziom nauki poprzez Naukowa Fundacje Polpharmy

« popularyzujemy wiedze o zdrowiu, realizujac liczne programy edukacyjne

+ wspieramy wartosciowe projekty kulturalne

Zaktady Farmaceutyczne Polpharma SA
ul. Pelplinska 19, 83-200 Starogard Gdanski
tel. +48 58 563 16 00

fax +48 58 562 23 53

Polpharma Biuro Handlowe Sp. z 0.0.
ul. Bobrowiecka 6, 00-728 Warszawa
tel. +48 22 364 61 00

fax +48 22 364 61 02

www.polpharma.pl
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