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Szanowni Państwo,

Kolejny, III numer Postępów Polskiej Medycyny 
i Farmacji prezentuje artykuły, zawierające wyniki 
badań związanych z realizacją projektów naukowych 
finansowanych przez Naukową Fundację Polpharmy 
w latach 2007-2010. 

Pomimo, że w żadnym z ogłoszonych w tym czasie 
konkursów onkologia nie stanowiła tematu edycji, to 
jednak cztery nagrodzone projekty dotyczyły zagad-
nień związanych z biologią nowotworów. Zespół prof. 
Jacka Szepietowskiego analizował rolę metalotionein 
– białek powstających w wyniku ekspozycji na pro-
mieniowanie ultrafioletowe, w procesie powstawania 
nowotworów skóry. Badacze wykazali, że przeciwnie 
do opinii niektórych ekspertów, obecność wymienio-
nych białek może wiązać się z bardziej agresywnymi 
postaciami raka, co nakazuje ostrożność przy dalszych 
próbach terapeutycznego modulowania ekspresji tych 
cząsteczek w skórze człowieka.

5-Fluorouracyl i kapecytabina – jego prolek po-
dawany doustnie, należą do podstawowych pre-
paratów w  terapii nowotworów przewodu 
pokarmowego. Niedobór dehydrogenazy dihydro-
pirymidynowej – podstawowego enzymu metaboli-
zującego lek – grozi wystąpieniem ciężkich działań 
niepożądanych. Prof. Barbara Dołęgowska wyka-
zała, że kosztowne badania genetyczne czy anali-
za aktywności enzymu przy użyciu HPLC mogą być 
zastąpione znacznie łatwiejszą metodą pomiaru 
aktywności enzymu w spektrofotometrii. Wyniki te 
wskazują, że metody spektrofotometryczne można 
stosować jako badania przesiewowe poprzedzające 
chemioterapię 5-FU. 

Z biologią nowotworów wiąże się także projekt doc. 
Arkadiusza Piotrowskiego, którego zespół analizo-
wał indywidualny profil mutacji w komórkach raka 
sutka posługując się specjalnie do tego celu zapro-
jektowaną mikromacierzą DNA. Jak podkreślają Au-
torzy pracy, ich dane przybliżają szanse na w pełni 
spersonalizowaną terapię opartą na diagnostyce mo-
lekularnej i genetycznej w tak zróżnicowanej choro-
bie jaką jest rak piersi.

Interleukina 15 powstaje w wielu komórkach, także 
poza układem odpornościowym i wpływa nie tylko 
na odpowiedź immunologiczną, ale także na procesy 
związane z nowotworzeniem czy rozwojem patologii 
naczyniowych. Zespół prof. Katarzyny Koziak zna-
lazł szereg związków, które hamują aktywność IL-15, 
co może mieć znaczenie w terapii schorzeń o podło-
żu zapalnym, czy nowotworów. Warto podkreślić, że 
wyniki prac finansowanych przez Fundację Polphar-
my stały się podstawą dla czterech zgłoszeń paten-
towych.

Kinazy białkowe rodziny ERK regulują liczne pro-
cesy komórkowe; między innymi uczestniczą w ak-
tywacji receptorów dopaminowych czy glutaminia-
nergicznych, które wiążą się z utrwalaniem śladów 
pamięciowych powstałych podczas stosowania sub-
stancji uzależniających. Prof. Małgorzata Filip po-
sługując się modelem szczurzym uzależnienia od 
kokainy analizowała role kinazy białkowej ERK1/2 
w mechanizmie rozwoju nałogu i  jej potencjalne 
znaczenie w terapii. Badania wykazały, że bloko-
wanie aktywności kinazy hamuje nawrót do nało-
gu, co stwarza możliwość zastosowania inhibitorów 

Słowo wstępne
Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong

Przewodniczący Rady Naukowej
Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji,

Redaktor Naczelny



6

ERK1/2 w farmakoterapii uzależnienia od tej sub-
stancji psychoaktywnej.

Kolejne dwa projekty, których wyniki stały się pod-
stawą do publikacji w bieżącym numerze Postępów 
zawierają wyniki poszukiwań podłoża genetycznego 
często występujących chorób. Prof. Rafał Pawliczak 
poszukiwał genów, które ulegają ekspresji w komór-
kach krwi krążącej u pacjentów z astmą aspiryno-
wą. Dane Autorów oparte na analizie mikromacierzy 
RNA nie dostarczają dowodów na istnienie genów, 
które ulegają systemowej aktywacji w tej chorobie. 
Tym samym wyniki Autorów wskazują kierunek dal-
szych poszukiwań, który powinien dotyczyć analizy 
zmian na poziomie białek czy zjawisk występujących 
lokalnie w drogach oddechowych. 

Dr Grzegorz Placha i Prof. Ewa Orłowska-Bara-
nowska poszukują czynników genetycznych, które 
wpływają na masę lewej komory. Autorzy wykorzy-
stują unikalną bazę danych pacjentów zgromadzo-
nych w Instytucie Kardiologii ze stenozą aortal-

ną, poddanych operacji wymiany zastawki. Jest to 
najczęściej występująca nabyta wada serca i ryzy-
ko powikłań zależy także od stopnia towarzyszące-
go przerostu lewej komory. Dotychczasowe wyniki 
wskazują, że na masę lewej komory mogą wpływać 
znane geny – jak chymaza, ale także istnieją nieod-
kryte dotychczas loci, które wiążą się z przerostem 
lewej komory w odpowiedzi na obciążenie mecha-
niczne.

Na koniec – co nie znaczy najmniej istotne, wyniki 
badań prof. Przemysława Kardasa, dotyczące czyn-
ników wpływających na przestrzeganie zaleceń tera-
peutycznych przez pacjentów. Autorzy badali grupę 
osób z hipercholesterolemią przyjmujących statyny 
w ramach konkursu dotyczącego „compliance”. Bez 
wątpienia, zespół należy do największych ekspertów 
tego zagadnienia w Polsce, a jego kierownik stał na 
czele dużego projektu ABC finansowanego z budże-
tu Unii Europejskiej.

Zapraszam do lektury
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Aleksandra Zamirska, 
Jacek Szepietowski

Katedra i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Akademii Medycznej 
we Wrocławiu

Naukowa Fundacja Polpharmy przyznała w 2009 roku zespołowi pracującemu 
pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Szepietowskiego grant na realizację projektu 
badawczego pt.: „Rola metalotionein w skórnej karcynogenezie w oparciu o oce-
nę ekspresji metalotionein oraz antygenu Ki-67 w raku kolczystokomórkowym 
i rogowaceniu słonecznym”

Streszczenie

Metalotioneiny (MT) to niskocząsteczkowe białka powszechnie wy-
stępujące w komórkach i tkankach, biorące udział w utrzymaniu ho-
meostazy cynku i miedzi w organizmie, usuwające metale ciężkie oraz 
wolne rodniki tlenowe. MT dostarczają jony cynku enzymom zaanga-
żowanym w procesy replikacji, transkrypcji i biosyntezy białek, uczest-
niczą w proliferacji i różnicowaniu komórek, regulują proces apoptozy, 
angiogenezy, modyfikują stan zapalny. Wzmożoną ekspresję MT wy-
kazano w tkankach wielu nowotworów narządów wewnętrznych oraz 
w czerniaku skóry. Udowodniono, że nasilona ekspresja MT występu-
je w słabiej zróżnicowanych postaciach nowotworów i wiąże się z agre-
sywniejszym przebiegiem choroby. Nieliczne, opublikowane dotychczas 
badania nie wyjaśniły w pełni roli i ekspresji MT w nieczerniakowych 
nowotworach skóry.

Słowa kluczowe: metalotioneiny • rak kolczystokomórkowy skóry 
• rogowacenie słoneczne • skóra

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

Rola metalotionein w skórnej karcynogenezie
Role of metallothioneins in cutaneous carcinogenesis
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WPROWADZENIE

Nieczerniakowe nowotwory skóry to najczęstsze no-
wotwory złośliwe u przedstawicieli rasy kaukaskiej. 
Na świecie co roku notuje się ponad 2,75 miliona no-
wych zachorowań [1-3]. Za stały wzrost liczby zachoro-
wań na raki skóry odpowiadają min. zmiany stylu życia 
związane z częstszymi podróżami do ciepłych krajów 
i przewlekłym opalaniem, nieustanna popularność łó-
żek solaryjnych, wzrastająca populacja ludzi starszych 
oraz zmniejszenie grubości ochronnej warstwy ozono-
wej w atmosferze. Poważny problem stanowią nowo-
twory skóry u chorych po przeszczepach, pacjentów 
z pierwotnymi lub wtórnymi niedoborami odporności 
np.: nosicieli wirusa HIV lub chorych leczonych stale 
lekami immunosupresyjnymi, u których śmiertelność 
spowodowana rakami kolczystokomórkowymi skóry 
(SCC, squamous cell carcinoma) jest wielokrotnie wyż-
sza w porównaniu do populacji ogólnej [4-8].

Podstawowym czynnikiem odpowiedzialnym za po-
wstanie zmian przednowotworowych, takich jak ro-
gowacenie słoneczne (AK) i nowotworów skóry jest 
długotrwała, nadmierna ekspozycja na działanie 
promieniowania ultrafioletowego (UV) [9-10]. Pro-
mieniowanie UV uszkadza DNA komórek, powodu-
je powstanie wolnych rodników tlenowych niszczą-
cych struktury komórkowe oraz obniża odporność 
organizmu, co po latach prowadzi do przekształce-
nia prawidłowych keratynocytów w komórki rakowe 
[11-13]. Jednym z mechanizmów obronnych urucha-
mianych w skórze po opalaniu jest pobudzenie synte-
zy metalotionein [14-15]. 

Metalotioneiny, a nowotwory

Metalotioneiny (MT I-IV) to niskocząsteczkowe, 
bogate w cysteinę białka, występujące powszechnie 
w komórkach i tkankach. Wysoki poziom MT-I i II, 
najczęściej występujących izoform metalotione-
in, stwierdzono w wątrobie, nerkach oraz w komór-
kach wielu nowotworów narządów wewnętrznych 
[16-18]. MT-III została zidentyfikowana w mózgu, 
natomiast MT-IV w naskórku i nabłonku wielowar-
stwowym płaskim górnego odcinka przewodu po-
karmowego. W nabłonku wielowarstwowym pła-
skim rogowaciejącym obecność MT-I i II wykazano 
w warstwie podstawnej, natomiast MT-IV w war-
stwach przypodstawnych [19-20].

Główną funkcją metalotionein jest utrzymanie równo-
wagi cynku i miedzi w organizmie. Metale te wchodzą 
w skład enzymów i białek, między innymi białka p53, 
uczestniczących w usuwaniu uszkodzeń DNA, replika-
cji, transkrypcji, proliferacji i różnicowaniu komórek. 

Ich synteza zmienia się w różnych fazach cyklu komór-
kowego, a najwyższą ekspresję MT stwierdza się w ją-
drze komórkowym w fazie S i G2 cyklu komórkowego 
[21-23]. Metalotioneiny wiążą także metale ciężkie min. 
kadm, ołów, nikiel, rtęć, co zabezpiecza organizm przed 
ich toksycznym działaniem [24]. MT mają dodatkowo 
zdolność hamowania apoptozy, pobudzania angioge-
nezy, zmniejszania stanu zapalnego oraz wykształca-
nia oporności na radioterapię i chemioterapię w ko-
mórkach nowotworowych [25-26]. Wszystkie te cechy 
sprawiły, że metalotioneiny stały się cennym obiektem 
badań w kontekście ich znaczenia dla przebiegu trans-
formacji nowotworowej komórek. 

Wpływ na proliferację i różnicowanie komórek polega 
prawdopodobnie na dostarczaniu jonów Zn do synte-
zy białek i molekuł regulatorowych zaangażowanych 
w proces proliferacji zarówno komórek prawidłowych 
jak i nowotworowych [22,27]. Jak dotąd nie zostało wy-
jaśnione, czy wzrost ekspresji MT w tkance nowotwo-
rowej jest zjawiskiem pierwotnym czy wtórnym w sto-
sunku do większego gromadzenia się Zn w komórkach 
guza. Podając dietę ubogą w cynk zwierzętom doświad-
czalnym, uzyskano zmniejszenie masy nowotworu oraz 
spadek zawartości MT w wątrobie [17]. Jednak samo 
ograniczenie ilości Zn nie wystarcza do zmniejszenia 
syntezy MT, która może być pobudzana również przez 
inne czynniki [17]. Stwierdzono np.: że wraz ze wzro-
stem guza, rośnie także synteza MT w wątrobie nie ob-
jętej procesem chorobowym, a usunięcie chirurgiczne 
nowotworu powoduje spadek stężenia MT w surowicy 
i komórkach wątrobowych do wartości prawidłowych 
[28]. Cynk w tkance nowotworowej gromadzi się kosz-
tem Zn w tkankach gospodarza. Jednocześnie zwięk-
sza się jego resorpcja z przewodu pokarmowego i spada 
stężenie Zn w surowicy [14,17]. 

Wzmożoną ekspresję MT wykazano w tkankach wie-
lu nowotworów narządów wewnętrznych takich jak: 
nowotwory płuc, sutka, nerek, pęcherza moczowego, 
nosogardła, ślinianek, krtani, przełyku, szyjki i trzo-
nu macicy, jajnika, jądra, trzustki, natomiast spadek 
aktywności MT obserwowany był w raku wątroby, 
żołądka, jelita grubego, tarczycy i w nowotworach 
centralnego układu nerwowego [16,21,22,29].

Na ekspresję MT mogą wpływać: stopień zróżnicowa-
nia histologicznego (G) oraz indeks proliferacyjny no-
wotworu (mitotic index - MI). Niektórzy badacze su-
gerują, że komórki nowotworowe bardziej niedojrzałe 
i szybciej się dzielące wykazują wyższą ekspresję MT, 
a białko to może być wykorzystane jako ważny czynnik 
rokowniczy. Korelację pomiędzy niekorzystnym prze-
biegiem choroby nowotworowej a nadekspresją MT 
wykazano jak dotychczas w rakach: sutka [16,30], płuc 
[31], nerek i dróg moczowych [32], pęcherzyka żółcio-
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wego [33], trzustki [34], jajnika [35], mięsakach tkanek 
miękkich [36], w płaskonabłonkowych rakach jamy 
ustnej, krtani i przełyku [37-39] oraz w czerniaku skóry 
[40-44]. Nie stwierdzono natomiast wpływu ekspresji 
MT na przebieg raka żołądka [45], jelita grubego [46-
47], ostrej białaczki limfoblastycznej [48] oraz guzów 
mózgu [16]. Zaobserwowano niższą aktywność MT 
w bardziej zaawansowanych i rokujących gorzej nowo-
tworach tarczycy, wątroby i prostaty [22]. 

Dowiedziono także, że wysoki poziom metalotione-
in w tkankach nowotworowych jest jednym z czynni-
ków odpowiedzialnych za wielolekową oporność tka-
nek guza na cytostatyki (multiple drug resistence) oraz 
na radioterapię [14] (Ryc.1). Mechanizm unieczynnie-
nia chemioterapeutyków przez MT może być bezpo-
średni (wiązanie leku przez MT z utworzeniem jego 
nieaktywnej formy) lub pośredni przez inaktywację 
wolnych rodników tlenowych powstałych po zastoso-
waniu niektórych leków przeciwnowotworowych np.: 
antracyklin [16]. Wśród leków, których efekt terapeu-
tyczny ulega obniżeniu przy wysokich poziomach MT, 
wymienia się: cisplatynę, adriamycynę, bleomycynę, 
cyklofosfamid, chlorambucil, melfalan [14,49]. Rów-
nież inne substancje wykorzystywane w terapii nowo-
tworów (kortykosteroidy, INF) mogą zwiększać synte-
zę MT, a przez to powodować oporność tkanek guza 
na chemioterapię [49]. Brak skuteczności radioterapii 
wynika z wychwytywania przez MT wolnych rodni-
ków tlenowych, powstałych w następstwie działania 
promieni jonizujących [14]. Wykazano także, ze MT 
mogą hamować apoptozę indukowaną podaniem eto-
pozydu czy doksorubicyny [50-51]. 

Metalotioneiny hamują apoptozę poprzez wpływ jo-
nów Zn na kaspazę 3 i endonukleazę zależną od Ca/

Mg. Kaspaza 3 i endonukleaza są ważnymi białka-
mi pobudzającymi fragmentację DNA, będącą klu-
czowym zjawiskiem w procesie apoptozy [22]. MT 
inaktywują dodatkowo zależne od jonów cynku 
białko p53 (Ryc.1).W ten sposób, niezależnie od mu-
tacji genu p53, dochodzi do zmniejszenia aktywno-
ści białka p53, zahamowania apoptozy i w rezultacie 
proliferacji komórek z nieprawidłowym materiałem 
genetycznym.

Rosnący nowotwór wymaga obecności większej licz-
by naczyń krwionośnych, dzięki którym dostarczany 
jest tlen i substancje odżywcze dla szybko dzielących 
się komórek guza. Metalotioneiny stymulują angio-
genezę poprzez pobudzenie syntezy VEGF, TGF, FGF 
[26,52-53] (Ryc.1).

Gniazda komórek nowotworowych otaczają zwykle 
nacieki zapalne złożone z limfocytów, neutrofili, ma-
krofagów, z których uwalniane są cytokiny o działa-
niu proonkogennym: TNFα, IL-1, IL-6 oraz wolne 
rodniki tlenowe [22,54]. MT-I i MT-II zmniejszają 
aktywację i napływ komórek zapalnych oraz obniża-
ją poziom TNFα, IL-1, IL-6 [22,26] (Ryc.1).

Metalotioneiny w skórze zdrowej

Wiadomo, że synteza MT w skórze jest pobudzana 
po ekspozycji na UV bezpośrednio lub wtórnie po-
przez uwalnianie czynników zapalnych i wolnych 
rodników tlenowych [46-47]. Ablett i wsp. [55] oce-
niali wpływ intensywnego opalania na ekspresję MT 
w skórze zdrowej. Stwierdzili znaczący wzrost syn-
tezy MT w warstwie podstawnej naskórka i w mniej-
szym stopniu w warstwie przypodstawnej u osób, 

Ryc.1. Wpływ metalotionein na onkogenezę [22] – modyfikacja własna
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które przebywały na słońcu w ciągu 72 godzin przed 
badaniem. Co ciekawe w grupie tej nadekspresję MT 
wykazano zarówno w skórze bezpośrednio ekspono-
wanej na ultrafiolet jak i w skórze zasłoniętej. Auto-
rzy tłumaczyli fakt ten obecnością krążących we krwi 
cytokin, głównie IL-6, które uwalniane z komórek 
pod wpływem UV mogą stymulować syntezę meta-
lotionein w obszarach skóry nie eksponowanych na 
UV [55]. Podobne obserwacje opublikował Nashi-
mura i wsp. [56]. Uczeni japońscy zaobserwowali, że 
uszkodzone pod wpływem UV keratynocyty uwal-
niają cytokiny, głównie IL-6, a przy jej braku TNF-α, 
które silnie pobudzają syntezę MT w fibroblastach 
i keratynocytach odpowiednio w 24 i 72 godzin po 
naświetlaniu [56]. Jednocześnie badacze ci wyklu-
czyli możliwość wpływu jonów Zn lub Cu na synte-
zę MT po ekspozycji na ultrafiolet. Widyarini i wsp. 
[57] potwierdzili, że w skórze zdrowej naświetlanej 
promieniami UV, wzrasta znacząco synteza MT, ale 
tłumaczyli to odpowiedzią komórek na zwiększoną 
ilość wolnych rodników tlenowych. Udowodniono 
także, że MT inaktywują działający immunosupre-
syjnie kwas cis-urokinowy (cis-UCA) [58]. Potwier-
dziły to badania Hanady [59], który stwierdził więk-
szą liczbę uszkodzonych przez UVB komórek, tzw. 
sunburn cells (SBC) w skórze myszy pozbawionych 
genu dla MT-I i MT-II. 

Badacze z Australii wykazali, że aplikacja na skórę 
izoflawonoidów: equolu (4’,7-dihydroxyizoflavane) 
lub jego syntetycznej pochodnej NV-07α, może po-
budzać syntezę MT w skórze naświetlanej przez pro-
mieniowanie imitujące promienie słoneczne (SSUV 
- solar simulated UV radiation), co łącznie zmniej-
sza reakcję zapalną wywołaną ultrafioletem oraz ha-
muje supresję układu immunologicznego [57]. Jed-
nocześnie samo podawanie equolu bez naświetlań 

UV nie powoduje wzrostu syntezy MT w skórze [57]. 
Equol zmniejsza także karcynogenezę indukowa-
ną przez UV i DMBA (7,12-dimethylbenzantracen) 
[60]. U myszy, którym aplikowano na skórę preparat 
z tym izoflawonoidem, po 40 tygodniach jednocze-
snego naświetlania UV i stosowania DMBA, liczba 
zmian nowotworowych była nawet do 58 % mniej-
sza, a powstałe SCC miały rozmiar o 71-82 % mniej-
szy w porównaniu z myszami, których skóra nie była 
chroniona [60]. Korzystne działanie miejscowych 
izoflawonidów u ludzi potwierdził natomiast Fried-
man i wsp. [61]. Wykazał on, że stosowanie NV-07α 
hamuje efekt immunosupresyjny UV, co wynika ze 
zwiększenia aktywności MT w skórze [61]. 

Wzmożona ekspresja MT w skórze hamuje także 
transformację nowotworową spowodowaną czyn-
nikami chemicznymi. W badaniu na modelu zwie-
rzęcym wykazano, że MT jako antyoksydanty chro-
nią skórę przed rozwojem raków indukowanych 
miejscowo aplikowanymi związkami 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 naskórka po zastosowa-
niu forbolu lub toksyny cholery. Wydaje się więc, że 
wzbudzenie syntezy MT w skórze zdrowej jest czyn-
nikiem korzystnym, hamującym wczesny etap karcy-
nogenezy wywołanej zarówno czynnikami chemicz-
nymi jak i promieniowaniem UV.

W skórze zdrowej ekspresję MT wykazują komór-
ki warstwy podstawnej, komórki tworzące opuszkę 
i zewnętrzną pochewkę mieszka włosowego oraz ko-
mórki gruczołów łojowych i potowych, co potwier-
dzają badania własne jak i doniesienia innych auto-
rów [55,64-67]. W prawidłowym naskórku odsetek 

a) b)

Ryc.2. Ekspresja MT w skórze zdrowej - intensywne barwienie komórek warstwy podstawnej naskórka (a) i macierzy włosa (b).
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komórek MT-dodatnich nie przekracza 50% komó-
rek, a ekspresja metalotionein jest słaba, mimo że 
poddano ocenie fragmenty skóry zdrowej z okolic 
eksponowanych na promienie UV [67]. 

Ekspresja MT w rogowaceniu słonecznym 
i w rakach skóry

W ogniskach rogowacenia słonecznego, będące-
go stanem przednowotworowym dla SCC, komór-
ki MT-dodatnie stwierdza się najczęściej w war-
stwie podstawnej i przypodstawnej zmienionego 
naskórka (83% przypadków AK) [67]. Rozmiesz-
czenie MT w rakach pochodzenia ektodermalne-
go wykazuje pewne podobieństwa. W dobrze zróż-
nicowanych rakach płaskonabłonkowych języka 
wykazano największą ekspresję MT na obrzeżach 
guza [68]. Badacze brazylijscy oceniając raki kol-
czystokomórkowe skóry stwierdzili obecność ko-
mórek MT-dodatnich rozproszonych w całej ma-
sie guza, jednak w SCC wysoko zróżnicowanych, 

podobnie jak we wcześniejszej pracy, wybarwie-
niu ulegały głównie komórki na brzegach zmiany, 
natomiast obszary w środku gniazd nowotworo-
wych, gdzie keratynizacja była większa, nie ulegały 
zabarwieniu w ogóle [65]. Własne obserwacje po-
twierdzają powyższe doniesienia. W SCC wysoko 
zróżnicowanych (Broders 1-2) ekspresja metalotio-
nein jest najbardziej nasilona na obrzeżach gniazd 
nowotworowych (61%), natomiast w rakach słabo 
zróżnicowanych i anaplastycznych (Broders 3-4) 
komórki wykazujące obecność MT rozrzucone są 
w całej masie guza (67,5%) [67]. Lokalizacja komó-
rek o największej aktywności MT na obwodzie mas 
nowotworowych wynika prawdopodobnie z naj-
wyższej aktywności proliferacyjnej tych części 
guza. Mimo to, nie stwierdza się istotnych staty-
stycznie różnic pomiędzy nasileniem ekspresji MT, 
a rozmieszczeniem komórek MT-dodatnich w ra-
kach kolczystokomórkowych skóry (p=0,99) [67].

W  rakach głowy i  szyi zaobserwowano ekspre-
sję MT w zdrowych komórkach otaczających no-

a)

c)

b)

Ryc.3. Rogowacenie słoneczne - ekspresja MT 
w warstwie podstawnej i kolczystej naskórka 
(a), wysoko zróżnicowany SCC (b) - barwienie 
głównie na obwodzie tkanki nowotworowej, nisko 
zróżnicowany SCC (c) - barwienie całej masy guza. 
Powiększenie x 100.
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wotwór [25]. W naskórku przylegającym do raka 
kolczystokomórkowego skóry również stwierdzo-
no zwiększoną barwliwość warstwy suprabazalnej 
[65]. Wynika stąd, że komórki nowotworowe mogą 
pobudzać syntezę MT w otaczających tkankach. 

W  zmienionych nowotworowo keratynocytach 
rola metalotionein nie jest do końca jasna. Rossen 
i wsp. [69] badając raki podstawnokomórkowe skó-
ry stwierdzili nasilenie ekspresji MT w postaci na-
ciekającej BCC oraz słabą lub nieoznaczalną ekspre-
sję MT w postaci guzowatej, co przemawiać miało za 
powstaniem gorszej rokowniczo odmiany BCC przy 
zwiększonej aktywności metalotionein. We własnej 
pracy na podstawie badania histopatologicznego do-
konano podziału 73 przypadków SCC na raki rogo-
waciejące (keratodes), nierogowaciejące (akeratodes) 
oraz postaci mieszane SCC/BCC. Zauważono, że 
najwyższe wartości ekspresji MT występują w rakach 
nierogowaciejących, niższe w rakach rogowacieją-
cych a najniższe w postaciach mieszanych, jednak 
różnice te nie były istotne statystycznie, co wskazuje, 
że aktywność MT nie zależy od typu histologiczne-
go guza [67]. Jednocześnie dokonując nieco innego 
podziału SCC skóry z uwzględnieniem ich stopnia 
zróżnicowania histologicznego (G) według Brodersa, 
zauważono wyraźną tendencję do wzrostu ekspresji 
MT w rakach słabiej zróżnicowanych, a różnice mię-
dzy SCC wysoko i słabo zróżnicowanymi zbliżały się 
do granicy istotności statystycznej (p=0,06) [67]. Być 
może analiza większej grupy raków kolczystokomór-
kowych skóry dałaby jednoznaczny wynik, a MT mo-
głaby być dobrym wskaźnikiem złośliwości SCC. Do-
datkowo stwierdzono, że zarówno głębokość nacieku 
nowotworowego jak i wielkość i głębokość stanu za-
palnego wokół SCC nie ma wpływu na ekspresję me-
talotionein [67]. 

Borges i wsp. [65] analizowali różnice w ekspre-
sji metalotionein w BCC, będącym nowotworem 
o mniejszej agresywności i łagodniejszym przebie-
gu klinicznym, w porównaniu z SCC. Do badań zo-
stało włączonych 26 przypadków BCC i 20 przypad-
ków SCC. W przypadku BCC stwierdzono średnio 
18,5 % komórek MT-dodatnich, podczas gdy wartość 
ta dla SCC wyniosła 69,1 % [65]. Badacze sugerowa-
li, że wyższa ekspresja MT towarzyszy rakom skó-
ry o agresywniejszym przebiegu. By przybliżyć rolę 
metalotionein w zmienionych nowotworowo kera-
tynocytach autorka i wsp. [67] porównywali nasi-
lenie ekspresji MT w skórze zdrowej, w rogowace-
niu słonecznym oraz w raku kolczystokomórkowym 
i wykazali, że ekspresja MT jest znamiennie wyż-
sza (średnio 2,89±1,84) w porównaniu z AK (śred-
nio 1,69±1,26) (p=0,006) i wyższa w porównaniu ze 
skórą zdrową (średnio 2±0,79) (p=0,075) [67] (Ryc.4).

Ryc.4. Nasilenie ekspresji MT (IRS) w SCC, w AK i skórze zdrowej [67].

Także inne badania dowodzą, że aktywność MT ro-
śnie w przypadku nowotworów złośliwych w po-
równaniu ze zmianami przednowotworowymi, na 
podłożu których rozwijają się poszczególne raki. 
Wspomnianą zależność obserwowano w przypad-
ku raków krtani i jamy nosowo-gardłowej [70-71]. 
Wydaje się, że większa aktywność MT w nowotwo-
rze złośliwym w porównaniu ze zmianą łagodną spo-
wodowana jest większym zapotrzebowaniem na jony 
Zn, dla których MT jest magazynem oraz bardziej 
nasiloną proliferacją komórek nowotworowych [70]. 
Jednocześnie brak jest różnic w aktywności MT po-
między skórą zdrową, a rogowaceniem słonecznym, 
co zaprzecza tezie, że MT promują karcynogenezę 
w zdrowych tkankach. 

Podobnie jak w przypadku innych nowotworów zło-
śliwych, tak i w raku kolczystokomórkowym skó-
ry poszukuje się nowych markerów, dzięki którym 
można by wyodrębnić te przypadki nowotworów 
złośliwych skóry, które cechuje wyższa aktywność 
proliferacyjna, większa zdolność do naciekania pod-
łoża, szybkiego wzrostu i przerzutowania. W raku 
kolczystokomórkowym zarówno badania własne 
jak i doniesienia badaczy koreańskich potwierdza-
ją, że antygen Ki-67 koreluje pozytywnie ze stop-
niem zróżnicowania histologicznego SCC [67,72]. 
Ponieważ w raku kolczystokomórkowym i w rogo-
waceniu słonecznym ekspresja białka Ki-67 korelu-
je dodatnio z ekspresją metalotionein (odpowiednio 
p=0,017 i p=0,018), oba te białka mogą być wskaź-
nikami proliferacji komórkowej w SCC i AK [67] 
(Ryc.5)

Oznaczenie ekspresji MT oraz białka Ki-67 w przy-
padku zmian, o których nie można jednoznacznie 
powiedzieć czy są rogowaceniem słonecznym czy 
inwazyjnym rakiem kolczystokomórkowym skóry, 
daje możliwość różnicowania obu tych stanów. Eks-
presja Ki-67 jest wysoka zarówno w AK jak i w SCC, 
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natomiast ekspresja MT jest istotnie wyższa w SCC 
w porównaniu z rogowaceniem słonecznym [67]. 
By jednak precyzyjnie określić wartość ekspresji MT, 
od której można już mówić o pewnym rozpoznaniu 
SCC potrzeba badań na większej grupie pacjentów.

Jak wspomniano we wstępie, metalotioneiny mogą 
hamować proces apoptozy. Dzieje się to przez inak-
tywację zależnego od jonów Zn białka p53, zwięk-
szenie syntezy białka Bcl-2 oraz zahamowanie bia-
łek pobudzających fragmentację DNA: kaspazy 3 
i endonukleazy [22]. W SCC języka i w raku jamy 
nosowo-gardłowej synteza MT koreluje ze spad-
kiem liczby komórek apoptotycznych [68,73]. 
W przypadku jednak nieczerniakowych nowotwo-
rów skóry związek między MT, apoptozą, a większą 
złośliwością raków skóry jest nie do końca pewny. 
Stratigos i wsp. [74] nie stwierdzili różnic w ekspre-
sji p53 w BCC i SCC. Bąkowska i wsp. [75] obserwo-
wali obecność antyapoptotycznego białka Bcl-2 we 
wszystkich, badanych przypadkach BCC, podczas 

gdy jedynie połowa raków SCC wykazała ekspresję 
Bcl-2, co sugerowałoby, że apoptoza jest bardziej 
hamowana w nowotworach skóry o mniejszej zło-
śliwości. W badaniach innych autorów, nie stwier-
dzono w ogóle ekspresji Bcl-2 w raku kolczystoko-
mórkowym [76-78]. 

Borges i wsp. [65] sugerują, że MT dezaktywują biał-
ko p53 poprzez zmniejszenie poziomu Zn w ko-
mórce, co ma sprzyjać transformacji nowotworowej 
zdrowych komórek we wczesnych etapach karcyno-
genezy. We własnym doświadczeniu nie stwierdzo-
no istotnych statystycznie różnic pomiędzy ekspre-
sją MT w skórze zdrowej i w ogniskach rogowacenia 
słonecznego, dlatego wydaje się, że MT nie promu-
ją transformacji nowotworowej keratynocytów we 
wczesnym okresie fotokarcynogenezy. Możliwe, że 
funkcja antyoksydacyjna MT i zdolność do inak-
tywacji czynników immunosupresyjnych w skórze 
przeważa nad jej potencjałem proliferacyjnym i anty-
apoptotycznym w skórze zdrowej, co jest zjawiskiem 

a)

c) d)

b)

Ryc.5. Dodatnia korelacja pomiędzy ekspresją MT a antygenem Ki-67 w AK i SCC: słaba ekspresja MT w AK (a) oraz słaba ekspresja antygenu Ki-67 
w AK (b), silna ekspresja MT w SCC (c), silna ekspresja Ki-67 w SCC (d).
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korzystnym. W raku kolczystokomórkowym skóry 
nadekspresja MT wiąże się jednak z większą proli-
feracją nowotworową i prawdopodobnie też większą 
agresywnością guza. Stwierdzenie to ma szczegól-
ne znaczenie w świetle pierwszych doniesień o izo-
flawonoidach: equolu i jego syntetycznej pochod-
nej, które aplikowane na zdrową skórę po ekspozycji 
na słońce wzmagają syntezę metalotionein i chronią 
przed powstaniem nowotworów [57]. Wyproduko-
wanie preparatów do stosowania po opalaniu, które 
pobudzałyby syntezę MT, mogłoby zmniejszyć ryzy-
ko pojawienia się raków skóry w całej populacji. Wy-
daje się jednak, że użycie takich substancji u chorych 
ze zmianami przednowotworowymi lub rakami kol-

czystokomórkowymi skóry przyspieszałoby przebieg 
nowotworu. 

Podsumowując, na podstawie własnych doświadczeń 
oraz nielicznych danych dostępnych ze światowego 
piśmiennictwa wydaje się, że zwiększona aktywność 
MT w komórkach raków skóry jest czynnikiem nie-
korzystnym, wspierającym rozwój nowotworu. 
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2008 roku przyznała zespołowi pracujące-
mu pod kierunkiem dr hab. Barbary Dołęgowskiej grant na realizację projektu 
badawczego pt. Porównanie metod pomiaru aktywności dehydrogenazy dihy-
dropirymidynowej (DPD) w osoczu i limfocytach krwi obwodowej – wybór opty-
malnej metody dla testów przesiewowych poprzedzających leczenie pochodnymi 
5-fluoropirymidynowymi.

Streszczenie

5-Fluorouracyl (5-FU) i jego doustny prolek capecitabina, są dwoma 
najczęściej zalecanymi chemioterapeutykami, stosowanymi u pacjen-
tów z rakiem przewodu żołądkowo-jelitowego, sutka, głowy i szyi. Oko-
ło 80% podanego 5-fluorouracylu jest katabolizowana przez dehydro-
genazę dihydropirymidynową (DPD). U pacjentów z niedoborem tego 
enzymu istnieje ryzyko, że po podaniu 5-FU dojdzie do rozwinięcia się 
ciężkiej, niekiedy nawet letalnej toksyczności tego leku.

Znanych jest co najmniej 30 mutacji genu DPYD, które są związane 
z niedoborem lub zmniejszoną aktywnością DPD. W znacznym stop-
niu utrudnia to wprowadzenie prostego testu genetycznego jako bada-
nia przesiewowego u pacjentów, u których ma być zastosowana chemio-
terapia pochodnymi 5-fluoropirymidynowymi. 

Celem projektu finansowanego przez Naukową Fundację Polpharmy 
było opracowanie badań obejmujących wszystkich pacjentów, u których 
planuje się rozpoczęcie terapii 5-fluorouracylem.

Opracowano dwie metody spektrofotometryczne oznaczania aktyw-
ności DPD w PBMC, przeprowadzono ich walidację i wstępnie oce-
niono trafność diagnostyczną. Jako metodę odniesienia zastosowano 
RP HPLC. Porównano metody spektrofotometryczne z metodami RP 
HPLC, HPLC MS oznaczania aktywności DPD w PBMC oraz z metodą 
pośrednią oznaczając wskaźnik dihydrouracyl/uracyl (DHU/U) w oso-
czach ochotników techniką RP HPLC. Oznaczenia wykonano u 200 
zdrowych ochotników w wieku od 22 do 63 lat.

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono iż metody spektrofo-
tometryczne mogą być stosowane jako badania przesiewowe poprze-
dzające chemioterapię 5-FU. Przed powszechnym zastosowaniem tych 
metod konieczne są dalsze badania na dużej grupie osób z uwzględnie-
niem pacjentów, u których stwierdzono zmniejszoną aktywność DPD 
potwierdzoną badaniami genetycznymi. 

Badania przesiewowe poprzedzające chemioterapię 
5-fluorouracylem

The screening methods preceding 5-FU-based chemotherapy
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WSTĘP

5-Fluorouracyl (5FU) i jego doustny prolek capeci-
tabina, są dwoma najczęściej zalecanymi chemio-
terapeutykami, stosowanymi u pacjentów z rakiem 
przewodu żołądkowo-jelitowego, sutka, głowy i szyi 
[1,2-8]. Siła działania przeciwnowotworowego 5-FU 
jest istotnie związana z nasileniem przemian kata-
bolicznych, którym ulega około 80% podanej daw-
ki leku. Enzymem regulatorowym szlaku katabo-
licznego decydującym o szybkości całego procesu, 
jednocześnie regulującym ilość 5-FU dostępnego dla 
przemian anabolicznych, jest dehydrogenaza dihy-
dropirymidynowa (DPD) [9]. 

Dotychczasowe wyniki badań doświadczalnych, do-
tyczących poszukiwania przyczyny występowania 
ciężkich, niekiedy nawet śmiertelnych powikłań te-
rapii 5-fluorouracylem jako głównego czynnika tok-
syczności leku, wskazują na zmniejszoną aktywność 
dehydrogenazy dihydropirymidynowej w organi-
zmach pacjentów [1]. U chorych, u których zano-
towano skrajnie wysokie stężenia 5-FU w surowicy 
krwi, stwierdzono całkowity lub prawie całkowity 
brak DPD. Towarzyszyło temu występowanie wie-
lu niepożądanych objawów takich jak neutrope-
nia, trombocytopenia, leukopenia, supresja szpiku, 
zapalenie błony śluzowej przewodu pokarmowe-
go, zaburzenia ruchowe, zmiany skórne, biegunka, 

Słowa kluczowe: 5-fluorouracyl • uracyl • dihydrouracyl • dehydroge-
naza dihydropirymidynowa • komórki 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
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nudności, wymioty, zaburzenia sercowo-naczynio-
we, w krańcowych wypadkach prowadzące do zgo-
nu [2,10-20]. 

Poprzez wprowadzenie badań przesiewowych, mają-
cych na celu wykrycie osób z niedoborem białka en-
zymatycznego oraz zmniejszoną aktywnością DPD 
możliwe jest uniknięcie poważnych efektów ubocz-
nych podczas stosowania 5-FU. Obecnie znanych 
jest kilka metod pomiaru aktywności DPD, jednak 
żadna z nich, ze względu na różne ograniczenia nie 
może być powszechnie stosowana. 

Celem pracy było opracowanie metody spektrofo-
tometrycznej oznaczania aktywności dehydrogena-
zy dihydropirymidynowej – prostej i ogólnodostęp-
nej, która będzie mogła być wykorzystana jako test 
przesiewowy w odniesieniu do wszystkich pacjen-
tów, u których planowana jest terapia 5-fluoroura-
cylem, przeprowadzenie jej wstępnej walidacji oraz 
porównanie z innymi metodami wykorzystywanymi 
do oznaczania aktywności DPD. 

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA 
5-FLUOROURACYLU 

5-Fluorouracyl (5-FU) należy do grupy antymeta-
bolitów zasad pirymidynowych [1,21]. Mechanizm 
jego działania polega na zaburzeniu biosyntezy 
kwasów nukleinowych oraz hamowaniu podzia-
łu komórek [1] a swoje szerokie zastosowanie za-
wdzięcza obserwacji, że część nowotworów do bio-
syntezy pirymidyn preferuje uracyl. Ze względu na 
złe wchłanianie z przewodu pokarmowego, głów-
ną drogą podania 5-FU jest infuzja dożylna, w for-
mie krótkotrwałego wstrzyknięcia lub ciągłego wle-
wu kroplowego [21]. Po podaniu drogą dożylną lek 
ulega szybkiej dystrybucji i eliminacji. Okres jego 
półtrwania (t0,5) wynosi 8-20 minut. Krótki t0,5 5-FU 
spowodowany jest intensywnym metabolizmem 
leku zachodzącym głównie w wątrobie.

Farmakokinetyka 5-FU jest nieliniowa, a indeks tera-
peutyczny bardzo wąski, co znacznie utrudnia pro-
gnozowanie reakcji organizmu na podanie standar-
dowej dawki leku [1,21-23]. U różnych pacjentów po 
podaniu tej samej dawki leku można zaobserwować 
zarówno odpowiedź pozytywną, całkowitą oporność 
na leczenie jak i wystąpienie wielu objawów ubocz-
nych terapii, które mogą prowadzić nawet do śmier-
ci [23]. 

Playlearmsaeng i wsp. najkorzystniejsze efekty che-
mioterapii 5-FU obserwowali gdy AUC (pole po-
wierzchni pod krzywą zależności stężenia od cza-

su) leku mieściło się w  granicach 25-30 mg∙h/l, 
natomiast zwiększenie AUC powyżej 30 mg∙h/l było 
przyczyną bardzo dużego wzrostu jego toksyczności. 
Wśród pacjentów, u których po podaniu 5-FU wy-
stąpiły działania niepożądane, zaobserwowano niż-
szy klirens oraz wyższe wartości AUC i Cmax (stężenie 
maksymalne) w porównaniu z osobami, u których 
nie wystąpiły toksyczne efekty indukowane przez 
5-FU [21].

U  kobiet oraz u  osób starszych stwierdza się 
zmniejszony klirens 5-FU [21,22]. W związku z tym 
w przypadku kobiet w wieku powyżej 70 lat zale-
ca się rozpoczynanie terapii 5-FU od 80% standar-
dowo podawanej dawki oraz ścisłe monitorowanie 
zmian parametrów farmakokinetycznych decydują-
cych o możliwych modyfikacjach kolejnych dawek 
leku [22]. 

METABOLIZM 5-FLUOROUACYLU

5-Fluorouracyl jest metabolizowany na dwóch szla-
kach: anabolicznym, na drodze którego powstają 
aktywne farmakologicznie metabolity, odpowiada-
jące za cytotoksyczne właściwości 5-FU [1-3,9,11-
13,24-28] oraz katabolicznym, w wyniku, którego 
tworzą się biologicznie nieaktywne metabolity wy-
dalane z moczem lub żółcią (Rycina 1) [21]. 

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

DPD jest obecna w wielu narządach i tkankach. Naj-
większe jej aktywności stwierdzono w wątrobie oraz 
komórkach mononuklearnych krwi obwodowej 
(PBMC) [11,13,26,29,42]. Stężenie oraz aktywność 
DPD charakteryzuje duża zmienność osobnicza, co 
istotnie wpływa na zróżnicowane stężenia 5-FU we 
krwi pacjentów [1,9,43]. 

Wyniki badań prowadzonych wśród pacjentów 
z  chorobami nowotworowymi wskazują na wy-
stępowanie korelacji pomiędzy aktywnością DPD 
w PBMC i ogólnym klirensem 5-FU [13]. Van Kuilen-
burg i wsp. stwierdzili, że 39-61% przypadków dużej 
toksyczności indukowanej chemioterapią 5-FU kore-
luje ze zmniejszoną aktywnością DPD w PBMC [44]. 
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U 3-5% populacji występuje częściowy, natomiast 
u 0,1% całkowity niedobór DPD [21,31]. 

PODŁOŻE GENETYCZNE METABOLIZMU 
5-FLUOROURACYLU

Zmniejszenie aktywności DPD spowodowane jest 
mutacjami w obrębie genu DPYD kodującego enzym. 
Gen ten zlokalizowany jest na chromosomie Ip22 
i składa się z 23 egzonów. Do chwili obecnej w obrę-
bie genu DPYD zidentyfikowano ponad 30 mutacji 
[21,25,46,47], przy czym ich liczba nadal wzrasta. Naj-
częstszą (52%), a zarazem najlepiej udokumentowaną 
jest mutacja G>A końca 5’ intronu 14 (IVS14 + 1G>A) 
[1,2,26,27,45,47-50]. Allel ten (znany jako DPYD*2A) 
warunkuje powstawanie nieprawidłowego RNA oraz 
białka enzymatycznego, które ulega szybkiej degradacji. 
Badania wykazały, że w przypadku gdy opisana mutacja 
występuje u heterozygot, 50% zmniejszenie aktywności 
DPD powoduje 50% redukcję klirensu 5-FU. Wpływa to 
na wystąpienie u pacjentów wielu niepożądanych dzia-
łań leku. Natomiast wśród homozygot, u których wy-
stępuje całkowity brak DPD podanie 5-FU może stać 
się przyczyną zejścia śmiertelnego. Konsekwencje kli-
niczne innych zmian w obrębie genu DPYD nie zosta-
ły jeszcze tak dobrze poznane jak w przypadku muta-
cji IVS14 + 1G>A. Wiadomo natomiast, że związane są 
między innymi z mutacjami zmiany sensu, nonsensow-
ną oraz delecją (tabela 1) [21,25,51].

METODY OZNACZANIA AKTYWNOŚCI 
DEHYDROGENAZY DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ 

Do chwili obecnej opisano wiele metod oznaczania 
DPD. Są to zarówno badania genetyczne jak i doty-
czące szlaku katabolicznego 5-FU. Są to między in-
nymi takie metody jak wykrywanie SNP (polimorfi-
zmu pojedynczego nukleotydu) w obrębie genu DPYD 
[1,2,26,27,45,46,52-54], analiza poziomu ekspresji 
mRNA DPYD [8,54-58], oznaczanie aktywności DPD 
w komórkach mononuklearnych krwi obwodowej 
[6,13,21,26,44,54,59], pomiar stężenia uracylu w suro-
wicy krwi oraz w moczu [26,27,54,57,60], wyznacza-
nie wartości współczynnika DHU/U (dihydrouracyl/
uracyl) oraz DHTHY/THY (dihydrotymina/tymina) 
w surowicy oraz w moczu [1,21,27,54,57,61], ocena 
zawartości (2-C13)-uracylu w wydychanym powietrzu 
[21,54,57], podanie dawki testowej 5-FU [21,54], a tak-
że analiza stężenia 2-fluoro-β-alaniny [54,62].

Oznaczenia aktywności DPD u ludzi wykonuje się 
najczęściej w  komórkach jednojądrzastych krwi 
obwodowej (PBMC) – limfocytach i monocytach 
[6,13,21,26,44,54,59]. Ploylearmsaeng i wsp. w swo-
ich badaniach wykorzystali analizę z zastosowaniem 
14C-fluorouracylu jako substratu w reakcji katali-
zowanej przez DPD w komórkach PBMC. Jej pro-
duktem jest 14C-5-dihydrofluorouracyl oznaczany 
metodą RP HPLC [21,54]. Średnia aktywność DPD 
oznaczona tą metodą wynosiła 222 (zakres 65-559) 

Rycina 1. Metabolizm 5-fluorouracylu
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pmol/min/mg białka. Pacjentów, u których poziom 
enzymu był mniejszy lub równy 30% wartości śred-
niej (≤150 pmol/min/mg białka), uznano za osoby 
z grupy wysokiego ryzyka niedoboru DPD [21,54]. 

Znana jest także metoda, w której substratem dla DPD 
w komórkach PBMC jest 4-14C-tymina, natomiast ak-
tywność enzymu określana jest na podstawie ilości 4-14C-
-dihydrotyminy oznaczonej z wykorzystaniem RP HPLC 
[6,13,26,54]. Powyższe metody posiadają jednak istot-
ne ograniczenia, związane z koniecznością stosowania 
standardów znakowanych izotopami [21,54]. Déporte-
-Féty i wsp. opracowali metodę z 5-FU jako substratem, 
polegającą na oznaczaniu produktu reakcji katalizowanej 
przez DPD - 5-FUH2 techniką RP HPLC [54,59]. Z kolei 
van Kuilenburg i wsp. jako substrat wykorzystywali tymi-
nę. Analiza polegała na oznaczaniu produktu - dihydro-
tyminy przy użyciu HPLC-MS/MS [44,54]. 

METODY SPEKTROFOTOMETRYCZNE 
OZNACZANIA AKTYWNOŚCI DEHYDROGENAZY 
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMÓRKACH 
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ 

Materiał badany stanowiły komórki mononuklearne 
krwi obwodowej (PBMC) oraz osocze uzyskane od 
200 zdrowych ochotników (102 kobiet i 98 mężczyzn) 
w wieku od 22 do 63 lat (średnio 34±13 lat). W celu 
zminimalizowania wpływu zmienności dobowej ak-
tywności DPD pobranie wykonywano w godzinach 
rannych – pomiędzy 8.00 i 11.00. Wszyscy ochotni-
cy objęci badaniami wyrazili pisemną zgodę na udział 
w badaniu. Badania uzyskały akceptację Komisji Bio-
etycznej przy Pomorskim Uniwersytecie Medycznym. 

Komórki mononuklearne izolowano z  zastoso-
waniem gradientu LymphoprepTM Tube (gęstość 
1,077±0,001 g/ml; osmolalność 280±15 mOsm). Li-
zaty PBMC otrzymywano za pomocą odczynnika li-
zującego Complete Lysis-M, EDTA-free [63].

Opracowano dwie metody spektrofotometryczne 
oznaczania aktywności DPD w lizatach PBMC, które 
następnie poddano walidacji i porównaniu z metodą 
RP HPLC jako metodą odniesienia [51,63]. W pierwszej 
z nich mierzono spadek absorbancji przy 340 nm zwią-
zany ze zmniejszeniem stężenia NADPH+H+ uczest-
niczącego w reakcji redukcji tyminy do dihydrotyminy 
[51,63]. Natomiast druga metoda polegała na pomia-
rze wzrostu absorbancji przy 260 nm związanego ze 
zwiększeniem stężenia uracylu powstającego w wyniku 
reakcji utleniania dihydrouracylu, której towarzyszyła 
redukcja NADP+. Oznaczenia wykonano z zastosowa-
niem spektrofotometru UV-VIS Specord 250 (Analytic 
Jena, Niemcy) [63]. 

OZNACZANIE AKTYWNOŚCI DEHYDROGENAZY 
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMÓRKACH 
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ 
METODĄ RP HPLC 

Substratem w reakcji katalizowanej przez dehydro-
genazę dihydropirymidynową zawartą w  lizatach 
PBMC był uracyl [63]. Analizę wykonano z zastoso-
waniem chromatografu Hewlett Packard 1100 Series 
(Agilent Technologies, Warszawa, Polska). 

Rozdział w  układzie z  odwróconymi fazami (RP-
-HPLC) prowadzono na kolumnie SymmetryShieldTM 
RP18 (250 mm x 4,6 mm, 5 µm) (Waters, Warszawa, 
Polska). Temperatura kolumny wynosiła 25°C. Zasto-
sowano metodę izokratyczną. Fazę ruchomą stanowił 
bufor KH2PO4 (pH 3,0). Szybkość przepływu wynosi-
ła 0,8 mL/min. Próbki o objętości 50 ml były nastrzy-
kiwane co 30 minut. Długość fali dla detekcji uracylu 
oraz 5-fluorocytozyny (wzorzec wewnętrzny) wynosi-
ła 260 nm, a dla 5,6-dihydrouracylu 210 nm. Podstawą 
dla obliczeń zawartości uracylu i 5,6-dihydrouracy-
lu były pola powierzchni pików tych substancji w od-
niesieniu do pola piku standardu wewnętrznego. Do 
identyfikacji pików i kalibracji stosowano mieszani-
nę wzorców standardów uracylu, 5,6-dihydrouracylu, 
5-fluorocytozyny (Sigma-Aldrich, Poznań, Polska). Na 
podstawie wyznaczonych zmian stężenia uracylu i/lub 
5,6-dihydrouracylu w czasie obliczono aktywność de-
hydrogenazy dihydropirymidynowej [63]. 

OZNACZANIE AKTYWNOŚCI DEHYDROGENAZY 
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMÓRKACH 
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ 
METODĄ HPLC MS

Substratem w reakcji katalizowanej przez DPD zawar-
tą w lizatach PBMC była tymina. Analizę przeprowa-
dzono metodą HPLC MS z zastosowaniem analizatora 
Flexar SQ300 (Perkin-Elmer, USA). Rozdział w ukła-
dzie z odwróconymi fazami (RP-HPLC) przeprowa-
dzono na kolumnie SymmetryShieldTM RP18 (250 mm 
x 4,6 mm, 5 µm) (Waters). Cartridge 4 x 4 mm z takim 
samym wypełnieniem posłużył jako prekolumna. Tem-
peratura kolumny wynosiła 20°C. Zastosowano metodę 
gradientową z fazą ruchomą złożoną z roztworu A (50 
mmol/L CH3COOH; pH 4,0) i B (100% metanol). Szyb-
kość przepływu wynosiła 0,6 mL/min. Procentowa za-
wartość roztworu A wynosiła 75% fazy ruchomej w 0,0 
minucie, liniowo malała do 50% w 5 minucie, a następ-
nie rosła liniowo do 75% w okresie od 5,1 do 10 minu-
ty. Kwadrupolowy detektor masowy z jonizacją w polu 
elektrycznym (ESI) posłużył do uzyskania widma ma-
sowego w zakresie od m/z 100 do m/z 210. Uzyskane 
dane były opracowane z wykorzystaniem oprogramo-
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wania Chromera 3.2.1 (Perkin-Elmer, USA). Na pod-
stawie oznaczonych zmian stężenia 5,6-dihydrotyminy 
w czasie obliczono aktywność dehydrogenazy dihydro-
pirymidynowej w lizatach PBMC. 

METODA POŚREDNIA OZNACZANIA AKTYWNOŚCI 
DEHYDROGENAZY DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ 
- OZNACZANIE WSKAŹNIKA DHU/U W OSOCZU 
METODĄ RP HPLC

Osocza uzyskane od zdrowych ochotników oczysz-
czano i zagęszczano techniką SPE z wykorzystaniem 
kolumienek Atoll Xtrem Capacity (Interchim, Fran-
cja). Analizę przeprowadzono metodą RP HPLC z za-
stosowaniem chromatografu Hewlett Packard 1100 
Series (Agilent Technologies, Warszawa, Polska). 

Rozdział w  układzie z  odwróconymi fazami (RP-
-HPLC) prowadzono na kolumnie SymmetryShieldTM 
RP18 (250 mm x 4,6 mm, 5 µm) (Waters, Warszawa, 
Polska). Temperatura kolumny wynosiła 25°C. Zasto-
sowano metodę izokratyczną. Fazę ruchomą stanowił 
bufor KH2PO4 (pH 3,0). Szybkość przepływu wynosi-
ła 0,8 mL/min. Próbki o objętości 50 ml były nastrzy-
kiwane co 30 minut. Długość fali dla detekcji uracylu 
oraz 5-fluorocytozyny (wzorzec wewnętrzny) wyno-
siła 260 nm, a dla 5,6-dihydrouracylu 210 nm. Pod-
stawą dla obliczeń zawartości uracylu i 5,6-dihydro-
uracylu były pola powierzchni pików tych substancji 
w odniesieniu do pola piku standardu wewnętrznego. 
Do identyfikacji pików i kalibracji stosowano miesza-
ninę wzorców standardów uracylu, 5,6-dihydrouracy-
lu, 5-fluorocytozyny (Sigma-Aldrich, Poznań, Polska). 
Wyznaczono stosunek stężeń 5,6-dihydrouracylu do 
5,6-uracylu (współczynnik DHU/U). 

WALIDACJA METOD 
SPEKTROFOTOMETRYCZNYCH OZNACZANIA 
AKTYWNOŚCI DEHYDROGENAZY 
DIHYDROPIRYMIDYNOWEJ W KOMÓRKACH 
MONONUKLEARNYCH KRWI OBWODOWEJ 

Postępowanie walidacyjne polegało na przepro-
wadzeniu charakterystyki metod spektrofotome-
trycznych i ich porównaniu z metodą odniesienia 
(metodą RP-HPLC oznaczania aktywności DPD 
w komórkach mononuklearnych krwi obwodowej). 
Wyznaczono wartości takich parametrów jak: gra-
nice wykrywalności, granice oznaczalności, czułość, 
zakres liniowości, dokładność (poprawność), precy-
zja w warunkach powtarzalności w serii i między se-
riami. Podczas oznaczeń wykorzystano oczyszczony 
preparat enzymu uzyskany z komórek mononukle-
arnych krwi obwodowej zdrowych ochotników [51].

Określono przydatność metod spektrofotometrycz-
nych jako metod przesiewowych pozwalających na 
wykrycie zmniejszonej aktywności DPD. W tym celu 
zostały one poddane analizie w celu oceny ich trafno-
ści diagnostycznej. Obliczono czułość i swoistość dia-
gnostyczną testów oraz przeprowadzono analizę krzy-
wych ROC [63].

WYNIKI I WNIOSKI 

Większość przypadków wystąpienia działań ubocz-
nych po podaniu 5-FU związane jest z niedoborem 
DPD [1-3,5,6,21]. Wykrycie zmniejszonej aktyw-
ności DPD u chorych z planowaną chemioterapią 
wskazywałoby zatem na konieczność zastosowania 
zmniejszonych dawek leku, jego kontrolowanego 
dawkowania lub terapii alternatywnej. 

Liczba znanych mutacji genu DPYD w znacznym stop-
niu utrudnia wprowadzenie prostego testu genetyczne-
go jako badania przesiewowego u pacjentów, u których 
ma być zastosowane leczenie pochodnymi 5-fluoro-
pirymidynowymi. Należy zatem rozważać możliwość 
wykorzystania w tym celu metod pozwalających na po-
średni lub bezpośredni pomiar aktywności DPD, za-
równo w osoczu jak i w komórkach jednojądrzastych. 

Metodą referencyjną oznaczania aktywności DPD w ko-
mórkach jednojądrzastych wyizolowanych z krwi obwo-
dowej jest HPLC/MS/MS [54,64,65]. Metoda ta wyma-
ga wyposażenia w kosztowny i trudno dostępny sprzęt. 

Metoda pośrednia oznaczania aktywności DPD polega-
jąca na pomiarze stężenia uracylu i dihydrouracylu (RP 
HPLC) w osoczu krwi lub moczu, a następnie oblicze-
niu wskaźnika DHU/U ma tę zaletę, że do wykonania 
badań potrzebna jest stosunkowo niewielka ilość łatwo 
dostępnego materiału badanego [66-69]. U osób z nie-
doborem DPD metabolizm uracylu do dihydrouracy-
lu ulega zwolnieniu, a tym samym zmniejsza się iloraz 
stężeń DHU/U. Jiang i wsp. stwierdzili liniową korela-
cję pomiędzy aktywnością wątrobowej DPD u szczu-
rów [66] i wskaźnikiem DHU/U zmierzonym zarówno 
w moczu jak i w surowicy. Ponadto stwierdzono istotną 
korelację pomiędzy klirensem 5-FU i ilorazem DHU/U. 
Wskazuje to na możliwość wykorzystania tego wskaź-
nika podczas diagnozowania niedoboru DPD przed 
podaniem 5-FU. Jednakże stwierdzono, że po poda-
niu 5-FU wartość ilorazu DHU/U ulega zmniejszeniu 
wraz ze wzrostem stężenia 5-fluorouracylu, aby następ-
nie wrócić do wartości wyjściowej kiedy 5-FU jest już 
niewykrywalny [66]. Ploylearmsaeng i wsp. stwierdzili 
również, że wzrost stężenia uracylu w płynach ustro-
jowych występuje jedynie u osób wykazujących całko-
wity brak DPD, podczas gdy heterozygoty nadal wyka-
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zują prawidłowy poziom tych substancji. Co więcej na 
zmiany stężeń uracylu i dihydrouracylu, a tym samym 
na wartość wskaźnika DHU/U duży wpływ ma także 
sposób odżywiania się. W celu jego zminimalizowa-
nia pacjent przed pobraniem krwi powinien być co naj-
mniej przez 10 godzin na czczo [66,67].	  

Wydaje się zatem, że najprostszą, względnie tanią, a za-
razem najbardziej dostępną (ze względu na aparaturę, 
w którą jest wyposażone każde laboratorium), metodą 
oznaczania aktywności DPD byłaby analiza spektrofo-
tometryczna. Parametry walidacyjne wyznaczone dla 
opracowanych metod spektrofotometrycznych oraz 
metody odniesienia wskazują na większą czułość i do-
kładność analityczną oraz lepszą powtarzalność w se-
rii metody RP HPLC. Powtarzalność pomiędzy seriami 
oraz prostoliniowy zakres krzywej zależności aktyw-
ności DPD od stężenia białka w oczyszczonych prepa-
ratach enzymu są porównywalne dla obydwu metod 
spektrofotometrycznych oraz RP HPLC [63].

Aktywności DPD w komórkach mononuklearnych 
krwi obwodowej zdrowych ochotników oznaczane 

metodami spektrofotometrycznymi są istotnie większe 
w porównaniu z wartościami uzyskanymi metodami 
RP HPLC oraz HPLC MS [63]. Jednakże wysokie war-
tości współczynników korelacji pomiędzy metodami 
oraz analiza rozrzutu uzyskanych wyników (Rycina 2 
i 3) wskazują, że metody spektrofotometryczne mogły-
by być stosowane do oceny aktywności DPD, chociaż 
wartości graniczne pozwalające na wykrycie zmniej-
szonej aktywności DPD będą wyższe w porównaniu 
z metodami RP HPLC i HPLC MS. 

Stwierdzono także silną korelację pomiędzy wartościa-
mi aktywności DPD w PBMC, które zostały oznaczo-
ne metodami spektrofotometrycznymi i wskaźnikami 
DHU/U wyznaczonymi metodą pośrednią. Świadczą 
o tym zarówno wykresy rozrzutu (Rycina 4 i 5) jak i ob-
liczone współczynniki korelacji rang Spearmana po-
między porównywanymi metodami. 

Wstępnie oceniono przydatność opracowanych metod 
spektrofotometrycznych jako metod przesiewowych. 
Przy założonej wartości granicznej dla metody RP 
HPLC wynoszącej 0,155 nmoli/min/mg białka [59,63] 

RP HPLC: METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA I: r2 = 0,8751; r = 0,9355, p= 0,0000; 
RP HPLC: METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA II: r2 = 0,8462; r = 0,9199, p = 0,0000;

Rycina 2. Porównanie metod spektrofotometrycznych i metody RP 
HPLC oznaczania aktywności DPD w komórkach mononuklearnych krwi 
obwodowej zdrowych ochotników (n=200)

HPLC MS: METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA I: r2 = 0,8227; r = 0,9071, p= 0,0000; 
HPLC MS: METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA II: r2 = 0,7607; r = 0,8922, p = 0,0000;

Rycina 3. Porównanie metod spektrofotometrycznych i metody HPLC 
MS oznaczania aktywności DPD w komórkach mononuklearnych krwi 
obwodowej zdrowych ochotników (n=200)

Rycina 4. Porównanie metody spektrofotometrycznej I oznaczania 
aktywności DPD w komórkach mononuklearnych krwi obwodowej i 
wartości wskaźnika DHU/U w osoczu krwi zdrowych ochotników (n=200)

Rycina 5. Porównanie metody spektrofotometrycznej II oznaczania 
aktywności DPD w komórkach mononuklearnych krwi obwodowej i 
wartości wskaźnika DHU/U w osoczu krwi zdrowych ochotników (n=200)
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odpowiadającej 98% czułości i 97% swoistości diagno-
stycznej tej metody podzielono badaną grupę na oso-
by ze zmniejszoną aktywnością DPD oraz grupę z pra-
widłową aktywnością enzymu [59,63]. Wyniki analizy 
trafności diagnostycznej wskazują zarówno na wysoką 
czułość jak i swoistość diagnostyczną obydwu metod 
spektrofotometrycznych. Metoda spektrofotometrycz-
na II, w której podstawą analizy był wzrost absorbancji 
przy 260 nm związany z utlenianiem 5,6-dihydrouracy-
lu do uracylu charakteryzuje się większą czułością dia-
gnostyczną w porównaniu z metodą spektrofotome-
tryczną I, mogłaby być zatem stosowana jako metoda 
przesiewowa do wykrywania zmniejszonej aktywno-
ści DPD u pacjentów, u których planowane jest lecze-
nie 5-FU [63]. Wynik testu przesiewowego wskazujący 
na zmniejszoną aktywność DPD powinien być potwier-
dzony metodą pośrednią, RP HPLC, HPLC MS lub po-
przez wykonanie badań genetycznych.

Wprowadzenie metody spektrofotometrycznej do 
rutynowej diagnostyki poprzedzającej leczenie 5-FU 
wymaga znacznego rozszerzenia liczebności grupy 
badanej. 

STAN WIEDZY W CHWILI ROZPOCZĘCIA 
PROJEKTU

Większość przypadków wystąpienia działań ubocz-
nych po podaniu 5-FU związane jest z  niedobo-
rem DPD. Wykrycie zmniejszonej aktywności DPD 
u chorych z planowaną chemioterapią wskazywałoby 
zatem na konieczność zastosowania zmniejszonych 
dawek leku, jego kontrolowanego dawkowania lub 
terapii alternatywnej. Znanych jest co najmniej 30 
mutacji genu DPYD, związanych z niedoborem lub 
zmniejszoną aktywnością DPD. W znacznym stop-
niu utrudnia to wprowadzenie prostego testu gene-

tycznego jako badania przesiewowego u pacjentów, 
u których ma być zastosowana chemioterapia po-
chodnymi 5-fluoropirymidynowymi. Metoda prze-
siewowa pozwalająca na bezpośredni lub pośredni 
pomiar aktywności DPD w komórkach mononukle-
arnych krwi obwodowej i/lub w osoczu, umożliwi 
uzyskanie informacji o tym czy terapia 5-FU może 
okazać się toksyczna dla pacjenta. 

CO PRZYNIOSŁA REALIZACJA GRANTU 
POLPHARMY

W czasie realizacji projektu 3/VII/2008 finansowa-
nego przez Naukową Fundację Polpharmy opraco-
wano dwie metody spektrofotometryczne oznacza-
nia aktywności DPD w PBMC, przeprowadzono ich 
walidację i wstępnie oceniono trafność diagnostycz-
ną. Jako metodę odniesienia zastosowano RP HPLC. 
Porównano metody spektrofotometryczne z meto-
dami RP HPLC, HPLC MS oznaczania aktywności 
DPD w PBMC oraz z metodą pośrednią, wyznacza-
jąc wartość wskaźnika DHU/U w osoczach ochotni-
ków techniką RP HPLC. Na podstawie uzyskanych 
wyników stwierdzono iż metody spektrofotome-
tryczne mogą być stosowane jako badania przesie-
wowe poprzedzające chemioterapię 5-FU. 

DALSZE KIERUNKI BADAŃ

Przed powszechnym wprowadzeniem opracowanych 
metod spektrofotometrycznych jako metod przesie-
wowych konieczne są dalsze badania na znacznie 
większej grupie osób z uwzględnieniem pacjentów, 
u których stwierdzono zmniejszoną aktywność DPD 
potwierdzoną badaniami genetycznymi. Badania są 
kontynuowane.
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pod kierunkiem dr hab. Arkadiusza Piotrowskiego grant na realizację projektu 
badawczego pt. Czas, mechanizm i częstość powstawania subchromosomalnych 
rearanżacji strukturalnych w rejonach flankujących sequencing gaps jako wskaź-
niki diagnostyczne i prognostyczne w sporadycznym raku piersi.

Streszczenie

Chociaż sporadyczny rak piersi jest jednym z najpowszechniej wystę-
pujących nowotworów na świecie, to jego etiologia pozostaje w dużej 
mierze niejasna. Ponadto, miejsce i czas powstawania przerzutów, sta-
nowiących główną przyczynę śmiertelności, są przedmiotem ciągłej de-
baty i kontrowersji. W niniejszej pracy dokonano przeglądu aktualnej 
wiedzy dotyczącej genetyki raka piersi, ze szczególnym uwzględnieniem 
genomowych rearanżacji strukturalnych. Podkreślona została heteroge-
niczność tego nowotworu i jej powiązanie z obrazem klinicznym, przede 
wszystkim z perspektywy znaczenia danych molekularnych dla diagno-
styki i oceny rokowania. Przedstawiono również najnowsze dane doty-
czące modeli inicjacji i progresji guzów oraz przerzutowania. W pod-
sumowaniu zaprezentowano ogólny zarys wyników badań wspieranych 
przez Naukową Fundację Polpharmy, dotyczących subchromosomo-
wych rearanżacji DNA w rejonach flankujących luki w sekwencjono-
waniu w materiale od pacjentek ze sporadycznym rakiem piersi.

Słowa 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 

Sporadyczny rak piersi – charakterystyka molekularna oraz 
genomowe rearanżacje strukturalne 

w diagnostyce i rokowaniu
Sporadic breast cancer – molecular characteristics and structural genomic 

rearrangements in diagnostics and disease outcome prognosis
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WSTĘP

Rak piersi w populacji polskiej – częstość 
zachorowań, profilaktyka, przeżywalność

W skali światowej najczęściej występującym no-
wotworem złośliwym wśród kobiet jest rak gru-
czołu sutkowego [1,2]. Znaczny postęp, zarówno 
w obszarze jego diagnostyki, jak i leczenia zaowo-
cował poprawą ogólnych rokowań i  zmniejsze-
niem wskaźnika śmiertelności z powodu tego no-
wotworu [3-6]. W Polsce rak gruczołu sutkowego 
był najczęstszą przyczyną zgonów nowotworowych 
od połowy lat siedemdziesiątych ubiegłego wieku. 
W latach osiemdziesiątych współczynnik śmier-
telności unormował się, zatrzymując się na sta-
łym poziomie. Z początkiem lat dziewięćdziesią-
tych zaczęto obserwować jego niewielką tendencję 
spadkową, przy stałym wzroście zachorowalności, 
co świadczy o  rosnącej skuteczności profilakty-
ki wtórnej [1]. Między innymi dzięki programowi 
badań profilaktycznych, wprowadzeniu nowych le-
ków oraz lepszych i mniej inwazyjnych metod te-
rapii [3-5], w 2007 roku rak gruczołu sutkowego 
spadł na drugą pozycję wśród przyczyn umieral-
ności z powodu nowotworów u Polek, ustępując 
miejsca rakowi płuca [1]. Wiele pacjentek udaje się 
wyleczyć, bądź wydłużyć okres przeżycia znacznie 
powyżej oczekiwań. Jednak przypadki niepowo-
dzeń terapii, nawrotów choroby i zgonów z powodu 
raka piersi występują nadal nazbyt często [3-5,7]. 
W Polsce, według najnowszych danych Krajowe-
go Rejestru Nowotworów, rak gruczołu sutkowego 
wciąż pozostaje drugą przyczyną śmierci pacjen-
tek onkologicznych, stanowiąc 12,8% wszystkich 
zgonów z powodu nowotworów. Zachorowalność 
u kobiet wynosi 22,8% i nadal znacznie przekracza 
procent zachorowań zarówno na raka jelita grube-
go (10,0%), jak i na raka płuca (8,5%). W 2009 roku 
zdiagnozowano go u 15 700 Polek, zmarło ich zaś 5 
242. Szacuje się, że do 2015 roku liczba zachorowań 
w naszym kraju wzrośnie w przybliżeniu do 20 000 
kobiet rocznie [1].

Podłoże genetyczne raka gruczołu sutkowego

Rak piersi jest chorobą uwarunkowaną czynnikami 
genetycznymi i w niektórych wypadkach możliwe 
jest powiązanie mutacji DNA z obrazem klinicznym 
i histologicznym [2,8]. Dziedziczny rak gruczołu sut-
kowego stanowi jednak jedynie około 10% wszystkich 
przypadków, a nowotwory piersi w wywiadzie ro-
dzinnym wykazuje tylko dodatkowe 15-20% chorych 
[9]. Zdecydowana większość nowotworów gruczołu 
piersiowego to tak zwane przypadki sporadyczne [2]. 
Oznacza to, że dla przeważającej większości pacjen-
tów nie udaje się znaleźć związku między rozwojem 
raka piersi, a mutacją genetyczną, bądź zwiększoną 
zapadalnością na nowotwory w rodzinie. 

Około 1% wszystkich przypadków nowotworów 
wykazuje związek z syndromami dziedziczonymi 
autosomalnie, dominująco lub recesywnie, taki-
mi jak: zespół Cowden, zespół Li-Fraumeni, zespół 
Peutz-Jeghersa, zespół Blooma, zespół Wernera, 
czy skóra pergaminowa (łac. Xeroderma pigmento-
sum) [2]. 2-3% wszystkich chorych na raka gruczołu 
sutkowego jest nosicielami autosomalnie dominu-
jących mutacji genów supresorowych BRCA1 (ang. 
breast cancer susceptibility gene 1) i BRCA2 (ang. 
breast cancer susceptibility gene 2). Mutacja jedne-
go z tych genów stanowi przyczynę 30-40% przy-
padków nowotworów o tak zwanym uwarunkowa-
niu rodzinnym [8], a ryzyko zachorowania na raka 
piersi dla kobiet będących nosicielkami tych mu-
tacji sięga 85% [10,11]. Mutacje w genach BRCA1 
i BRCA2, a także w genach PTEN oraz TP53 na-
leżą do tak zwanej grupy zmian wysokiego ryzy-
ka. Dobrze zbadane i udokumentowane są także 
zmiany umiarkowanego ryzyka w genach CHEK2, 
ATM, BRIP1 i PALB2, a także około 20 zmian w ge-
nach niskiego ryzyka [12]. Wszystkie one wykazu-
ją związek ze zwiększonym ryzykiem zachorowa-
nia na raka gruczołu sutkowego u kobiet. W ciągu 
minionych dwóch dekad obserwowano dynamicz-
ny wzrost liczby doniesień dotyczących powiązań 
wariantów genów z zagrożeniem rakiem piersi [12]. 

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



Kochan K. et al. – Sporadic breast cancer – molecular characteristics...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 29-43 31

Jednak ostatecznie wyselekcjonowanych zostało 
niewiele nowych wariantów genowych, które wyka-
zują znaczące powiązanie z ryzykiem rozwoju raka 
gruczołu sutkowego [12,13], część z nich odkrytych 
zostało dzięki badaniom wykorzystującym skano-
wanie całego genomu – GWAS (ang. genome-wide 
association studies) [13-15]. 

Kliniczna i molekularna heterogeniczność 
raka piersi 

Rak gruczołu sutkowego to jednostka chorobowa 
silnie zróżnicowana pod względem biologicznym 
i klinicznym [2,5,16]. Nowotwór ten jest niejedno-
rodny także, jeśli chodzi o reakcje na zastosowane 
leczenie, wzorce przerzutowania, czy rokowanie 
[3,17]. Ta wielopłaszczyznowa heterogeniczność 
jest niewątpliwie jedną z  przyczyn, dla których 
współczynnik umieralności na raka piersi pozosta-
je wciąż na tak wysokim poziomie [3,18]. Rak gru-
czołu sutkowego powstaje z nabłonka tkanki gru-
czołowej przewodów mlecznych [2,18,19]. Według 
Światowej Organizacji Zdrowia wyróżnia się 17 
histologicznych typów tego nowotworu [20,21], 
choć zdecydowana większość wszystkich inwa-
zyjnych przypadków jest diagnozowana jako rak 
przewodowy (85-95%), bądź też zrazikowy (10%) 
[2,8,19,22]. Do końca lat dziewięćdziesiątych oce-
na guza, określenie rokowań i wybór terapii opie-
rały się wyłącznie na klasyfikacji histopatologicznej 
[18,23], jednak zmiany identyczne pod względem 
patomorfologicznym wykazują często odmienny 
przebieg kliniczny [16,24,25]. Intensywny rozwój 
metod opartych na technikach biologii molekular-
nej przyniósł przełom w poznawaniu nowotworów 
[25]. W 2000 roku, w trakcie badania ekspresji ge-
nów przy użyciu mikromacierzy potwierdzono he-
terogeniczność raka gruczołu sutkowego na po-
ziomie molekularnym [16,23,26]. Wprowadzanie 
metod molekularnych do oceny tkanek nowotwo-
rowych doprowadziło do ustalenia klasyfikacji raka 
gruczołu sutkowego, opartej na ekspresji genowej. 
Obejmuje ona 5 grup: typ normalny, typ HER-2 do-
datni (zwany też 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 wykazały, że grupy 
te różnią się między sobą pod względem często-
ści występowania [31,32], odpowiedzi na leczenie 
[33-36] oraz przeżywalności [26,27,37-39], a no-
wotwory typu ER ujemnego i ER dodatniego są na 
poziomie transkrypcji niemal całkowicie odmien-
ne [16]. Najliczniejszą i najbardziej zróżnicowaną 
grupę stanowi rak z dodatnią ekspresją receptorów 
estrogenowych [28]. Zarówno typ luminalny A, jak 
i  luminalny B wykazują także dodatnią ekspresję 

markerów komórek gruczołowych tworzących we-
wnętrzną warstwę prawidłowych przewodów i zra-
zików piersi, jednak różnią się między sobą ekspre-
sją między innymi TOPO II, antygenu jądrowego 
komórek proliferujących, białek cyklu komórko-
wego [29]. Typ luminalny B przeważnie jest słabiej 
zróżnicowany, ma wyższy indeks mitotyczny i wią-
że się z gorszym rokowaniem niż typ A [40]. Rak 
ER (+) w większości przypadków pozytywnie re-
aguje na terapię hormonalną [18]. Opracowane zo-
stały specjalne testy genowe, wspomagające ocenę 
rokowań pacjentów z nowotworem ER (+) podda-
nych takiemu leczeniu [21,28,40]. Rak basalny, zwa-
ny też potrójnie ujemnym (ang. TNBC - triple-ne-
gative breast cancer) jest najsłabiej zróżnicowany. 
Charakteryzuje się brakiem ekspresji receptorów 
estrogenowych, progesteronowych oraz HER-2, 
a także wysoką ekspresją genów typowych dla war-
stwy podstawnej komórek nabłonka [29]. To typ 
o agresywnym, niekorzystnym przebiegu, dla któ-
rego jedynym leczeniem pozostaje tradycyjna che-
mioterapia [18,28,40]. Rak HER-2 (+) wykazuje na-
dekspresję HER-2 i wielu genów amplikonu 17q11 
oraz brak ekspresji receptorów hormonalnych 
i markerów komórek 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 została o dodatkową grupę zwaną ,,claudin-
-low”, charakteryzującą się niskim poziomem eks-
presji genów z rodziny klaudyn, które kodują białka 
wchodzące w skład obwódki zamykającej – struktu-
ry uszczelniającej nabłonki [3,23,25,36,44,45]. Na-
dal jednak trudno przewidzieć progresję kliniczną 
tego nowotworu [5]. Choć poczyniono znaczny po-
stęp w leczeniu guzów pierwotnych, to brakuje sku-
tecznej terapii skierowanej przeciwko głównej przy-
czynie śmiertelności związanej z rakiem piersi. Są 
nią przerzuty, które mogą zostać wykryte nawet po 
wielu latach remisji [6,41,46]. Badania przeprowa-
dzone w ostatnich kilku latach pozwalają wysunąć 
hipotezę, że potencjał do przerzutowania określo-
ny jest już na etapie inicjacji nowotworzenia, o wie-
le wcześniej niż pojawienie się pierwszych objawów 
[6,41,47]. W świetle powyższych faktów konieczne 
staje się opracowanie metod wczesnej diagnosty-
ki oraz determinacji predyspozycji do zachorowań 
i tworzenia przerzutów [47,48]. 

Dane molekularne w diagnozie i rokowaniu

Możliwość określenia profilu molekularnego nowo-
tworów dostarczyła dodatkowe informacje, uzupeł-
niające klasyfikację histopatologiczną [3,49], a także 
przyczyniła się do odkrycia nowych markerów pre-
dykcyjnych i prognostycznych, co umożliwiło sta-
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wianie bardziej precyzyjnej diagnozy i trafniejszy 
wybór terapii [6,40]. Uzyskanie pełnego obrazu dia-
gnostycznego jest szczególnie ważne w odniesieniu 
do sporadycznych przypadków raka gruczołu sutko-
wego o nieznanej etiologii.

Czynniki prognostyczne służą do przewidywania 
przebiegu choroby, predykcyjne natomiast umoż-
liwiają selekcję pacjentów z wysokim prawdopo-
dobieństwem pozytywnej reakcji na zastosowa-
ną terapię. Ma to na celu zmniejszenie całkowitych 
kosztów leczenia, a także uchronienie osób nie od-
noszących korzyści z jego stosowania przed poważ-
nymi działaniami niepożądanymi leków przeciwno-
wotworowych [21]. W praktyce najczęściej branymi 
pod uwagę czynnikami są: wiek pacjentki, stan pa-
chowych węzłów chłonnych, obraz histologiczny, 
wielkość guza oraz stan ekspresji receptorów hor-
monalnych ER i PR oraz receptora HER-2 [3,16,24]. 
Nie uwzględniają one w pełni biologicznej różno-
rodności nowotworów gruczołu sutkowego, doty-
czącej między innymi zmian molekularnych, składu 
komórkowego i wrażliwości na terapię [3]. Nie po-
zwalają zatem na wystarczająco dokładną ocenę pro-
gnostyczną indywidualnych pacjentów, co rzutuje 
na wybór i skuteczność leczenia [5,6,16,24]. Ma to 
szczególne znaczenie w odniesieniu do przypadków 
sporadycznych raka piersi.

W ostatnich latach, dzięki rozwojowi technik moleku-
larnych, opracowano nowe metody oceny rokowania, 
takie jak badanie obecności CK5/6 (cytokeratyny 5/6), 
EGFR (receptora dla naskórkowego czynnika wzrostu, 
ang. Epidermal Growth Factor Receptor), Ki67 (mar-
kera proliferacji komórkowej), a także ocenę profilu 
genetycznego guza przy użyciu mikromacierzy [24]. 
Ostatnia z metod opiera się na analizie ekspresji wy-
branych genów związanych z rozwojem guzów [50, 
6]. Te charakterystyczne sygnatury genowe posłużyły 
do opracowania testów genetycznych stosowanych do 
rozpoznania pacjentek z wysokim ryzykiem nawro-
tów choroby, które powinny otrzymać chemioterapię 
uzupełniającą. Komercyjnie dostępnych jest kilka róż-
nych testów genowych, w tym: 21-genowy Oncotype 
DX oraz 70-genowy MammaPrint. Dla tych dwóch 
testów prowadzone są obecnie randomizowane pro-
spektywne badania kliniczne mające ocenić ich uży-
teczność w praktyce klinicznej [16,24,40].

TEORIE KARCYNOGENEZY W ODNIESIENIU DO 
RAKA GRUCZOŁU SUTKOWEGO 

Współczesna medycyna coraz większą wagę przy-
wiązuje do zapobiegania i wczesnego wykrywania 
chorób oraz rozwoju terapii personalizowanych. 

Badania nad rakiem piersi nie odbiegają od tej ten-
dencji – prowadzone są liczne projekty mające na 
celu wykrycie markerów umożliwiających ocenę 
ryzyka zachorowania, wczesną diagnozę i progno-
zowanie przebiegu tego nowotworu. Aby tego do-
konać, niezbędne jest jednak poznanie modeli le-
żących u podstaw procesów kancerogenezy raka 
piersi [41,47]. 

Powstanie komórki nowotworowej, potencjał 
metastatyczny i rokowanie

Najbardziej znaną teorią tłumaczącą nowotworzenie 
jest hipoteza Knudsona, zwana także modelem ,,two-
-hits”, zakładająca, że powstanie nowotworu jest efek-
tem nagromadzenia się mutacji w genomie komórki 
i do rozwoju raka niezbędne są dwa uszkodzenia DNA 
(ang. two hits) [51,52]. Przyczyniła się ona do odkry-
cia onkogenów i genów supresorowych [52], tłumaczy 
też przyspieszoną karcynogenezę w rodzinnych przy-
padkach raka gruczołu sutkowego u nosicielek hete-
rozygotycznej mutacji w genie BRCA1. Jednak no-
wotwór piersi pod pewnymi względami wymyka się 
założeniom tej teorii. BRCA1 odgrywa ważną funkcję 
w utrzymaniu integralności genomu i jego biallelicz-
na inaktywacja spowodować powinna apoptozę lub 
upośledzenie proliferacji. Tymczasem tak zmutowa-
nym komórkom udaje się przeżyć, prawdopodobnie 
na skutek akumulacji kolejnych mutacji, na przykład 
w genie p53. Mechanizmem przypuszczalnie ułatwia-
jącym nabycie dodatkowych mutacji jest utrata sta-
bilności genomu, do spowodowania której wystarcza 
inaktywacja pojedynczego allelu BRCA1 [10]. Utra-
ta heterozygotyczności i deregulacja ekspresji genu 
BRCA1 spotykana jest także w sporadycznych przy-
padkach raka piersi [8,53,54].

Komórki nowotworowe powstają na skutek mutacji 
genetycznych i epigenetycznych. Według ,,stocha-
stycznej” teorii karcynogenezy, proces ten zaczyna 
się od przypadkowej pojedynczej komórki ulegają-
cej następnie procesowi klonalnej selekcji. Tymcza-
sem ,,hierarchiczny” model karcynogenezy oraz sto-
sunkowo nowa teoria ,,macierzystych komórek raka”, 
zwana też hipotezą CSC (ang. cancer stem cell hy-
pothesis) zakładają, że transformacji nowotworo-
wej ulega pewna grupa komórek pnia i komórek pro-
genitorowych, występująca w prawidłowej tkance 
gruczołu sutkowego [29]. Komórki nowotworowe 
muszą nabyć fenotyp nowotworowych komórek ma-
cierzystych na drodze przemiany epitelialno-mezen-
chymalnej (ang. epithelial-mesenchymal transition 
or transformation, EMT). Dzięki zdolności do róż-
nicowania oraz samodzielnego odnawiania się, dają 
one początek wszystkim rodzajom komórek produ-
kowanym przez guz pierwotny, co tłumaczy obser-
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wowaną heterogeniczność nowotworów [55]. 

Poszczególne przypadki raka gruczołu sutkowego 
wykazują ogromny stopień różnorodności, jednak 
nawet w obrębie tego samego nowotworu od dawna 
zauważa się obszary odmienne pod względem mor-
fologicznym. Ostatnie lata przyniosły potwierdzenie 
tej wewnątrznowotworowej heterogeniczności na 
poziomie molekularnym. Odkryto, że poszczególne 
populacje komórek, a nawet indywidualne komórki 
tego samego nowotworu, różnią się między sobą ilo-
ścią i rodzajem zmian genetycznych. Niektóre typy 
molekularne wydają się wykazywać większą różno-
rodność wewnątrznowotworową, niż inne [21,56], 
ale zarówno przyczyny tej zmienności, jak i jej konse-
kwencje nadal nie są do końca poznane [21]. Wydaje 
się jednak, że zmienność ta może mieć związek z tak 
ważnymi zjawiskami jak agresywność guza [21,57], 
czy odpowiedź na terapię [21,57-59]. Traktowanie 
heterogenicznych zmian nowotworowych, jako wie-
lu odrębnych populacji komórek może przyczynić się 
do poprawienia efektywności leczenia [57].

Rozwój choroby nowotworowej w kierunku meta-
stazy to proces złożony i wciąż nie w pełni zbada-
ny [41,55]. Znane są jednak podstawowe etapy ko-
nieczne do wytworzenia przerzutów, czyli powstanie 
zmiany pierwotnej, przenikanie komórek nowotwo-
rowych do naczyń krwionośnych (intrawazacja), ich 
transport i przetrwanie w prądzie krwi, migracja 
z krążenia do tkanek (ekstrawazacja), a w końcu ko-
lonizacja tkanek i narządów odległych [41,60]. Pro-
gresja nowotworu wymaga powstania specyficznych 
zmian w genomie, zaczynając od tych inicjujących 
rozwój guza przez zapewnienie komórkom zdolności 
nieograniczonej proliferacji, możliwości tolerowania 
zaburzeń podziałów komórkowych i niestabilności 
genomu oraz utrzymanie fenotypu progenitorowego. 
Transformacja onkogeniczna nie wystarcza jednak 
do nabrania potencjału metastatycznego [41,47,61]. 
Komórka musi nabyć nowe zdolności, przyczyniają-
ce się ostatecznie do umożliwienia założenia wtór-
nych kolonii i zajęcia innych tkanek. Choć podsta-
wowe etapy prowadzące do powstania przerzutów 
są takie same dla wszystkich rodzajów nowotworów, 
to metastaza do różnych organów wiąże się z ko-
niecznością nabycia innych właściwości, a w związ-
ku z tym, z powstawaniem odmiennych mutacji leżą-
cych u ich podstaw [41]. Zidentyfikowano już wiele 
zmian, zarówno genetycznych jak i epigenetycznych, 
przyczyniających się do progresji nowotworowej 
[29,41] i wciąż odkrywane są kolejne [62]. 

Komórki nowotworowe opuszczają guz pierwotny 
drogą limfatyczną lub krwionośną [46,63]. Wiele no-
wotworów, w tym rak gruczołu sutkowego, pierwsze 

ogniska przerzutowe tworzy najczęściej w regional-
nych węzłach chłonnych, stąd pojawienie się kon-
cepcji węzła wartowniczego (ang. sentinel lymph 
node, SLN), czyli pierwszego węzła limfatycznego na 
drodze spływu chłonki z ogniska nowotworowego, 
w którym to wtórna zmiana nowotworowa powin-
na rozwinąć się najszybciej. Zdarza się, że przerzu-
ty w regionalnych węzłach chłonnych są pierwszym 
zauważalnym objawem raka piersi i  ich diagnoza 
poprzedza wykrycie guza pierwotnego [19]. Stan 
pachowych węzłów chłonnych jest jednym z waż-
niejszych czynników pozwalających prognozować 
przebieg raka gruczołu sutkowego, mającym wskazy-
wać, czy prawdopodobne jest powstanie przerzutów 
wisceralnych. Pacjenci bez przerzutów w tych wę-
złach oceniani są jako lepiej rokujący, mimo to jed-
nak u znacznej części z nich rozwiną się guzy wtórne 
[19,46,63] – główna przyczyna wysokiej śmiertelno-
ści raka piersi. Często ma miejsce także sytuacja od-
wrotna: u chorych z przerzutami do węzłów pacho-
wych nigdy nie stwierdza się nawrotu nowotworu. 
Ten brak jednoznacznej korelacji świadczy o złożo-
ności procesów leżących u podstaw karcynogenezy 
[46]. U ponad 80% kobiet z inwazyjnym rakiem pier-
si bez zajętych węzłów chłonnych w ciągu dziesię-
ciu lat od diagnozy prawdopodobnie nie dojdzie do 
pojawienia się przerzutów [19]. Tej grupie pacjentek 
cytotoksyczna chemioterapia niesie jedynie niewiel-
ką poprawę rokowań, tymczasem są one narażone 
na towarzyszące jej poważne działania niepożądane 
ze względu na brak możliwości rozróżnienia, którzy 
chorzy odniosą z niego rzeczywistą korzyść [6,19].

Metastaza – model progresji liniowej a model 
progresji równoległej

Do niedawna, powszechnie akceptowaną teorią tłu-
maczącą proces powstawania przerzutów był tak 
zwany model progresji liniowej, według którego me-
tastaza jest końcowym etapem karcynogenezy [55]. 
Hipoteza ta początkowo opierała się na obserwacji 
stopniowego postępowania zaburzeń morfologicz-
nych związanych z nowotworem [64], zaś później 
powiązano z tym procesem odkryte w genomie raka 
akumulacje zmian genetycznych i epigenetycznych 
[47,65]. Zgodnie z  tym modelem, niewielka gru-
pa komórek nowotworowych w guzie pierwotnym 
przechodzi liczne selekcyjne cykle mutacji. Po tych 
przemianach są one w stanie dzielić się niezależnie 
i w szybkim tempie, dzięki czemu pierwotny guz roz-
rasta się. W późnej fazie rozwoju nowotworu część 
z wyselekcjonowanych klonów komórek rakowych, 
którym udało się uzyskać inwazyjny fenotyp, opusz-
cza zmianę pierwotną, by dać początek przerzutom 
[47,65-67]. Proces adaptacji jest tutaj rozumiany jako 
zakończenie rozwoju i genetycznej ewolucji komór-
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ki [67]. Według tej teorii, ostateczna disseminacja 
w pełni złośliwych klonów komórek nowotworo-
wych zależy od rozmiaru guza – dla przykładu, klo-
nalna ekspansja komórek z mutacją genu supresoro-
wego TP53 występuje najczęściej, gdy średnica guza 
przekracza 2cm [47]. Powyższa obserwacja, popar-
ta faktem, iż częstotliwość występowania przerzu-
tów także wzrasta wraz z rozmiarem guza [47,68-70] 
(co jest podstawą powszechnie stosowanego systemu 
klasyfikacji nowotworów TNM, którego nazwa po-
chodzi od pierwszych liter angielskich słów: Tumor, 
Nodus, Metastases), wydaje się potwierdzać tezę, 
według której zdolność do przerzutowania mogą po-
siadać komórki, które uległy rozsiewowi w zaawan-
sowanej fazie progresji nowotworu pierwotnego 
[47,68,69]. Zgodnie z teorią progresji liniowej, geno-
my komórek tworzących przerzuty mogą wykazywać 
dodatkowe mutacje w stosunku do genomów komó-
rek z guzów pierwotnych, lecz ich ogólny profil gene-
tyczny powinien być zbliżony [55,71].

Zaawansowane badania molekularne pozwoliły na 
weryfikację założeń hipotezy progresji liniowej i za-
sugerowały poprawność innego modelu procesu me-
tastazy [6,65-68,72-74]. Teoria ta, nazwana hipotezą 
progresji równoległej, sformułowana została już w la-
tach 50 ubiegłego wieku. Zmierzono wtedy szybkość 
wzrostu ludzkich nowotworów i odkryto, że wiele 
przerzutów było zbyt dużych, by ich rozwój mógł zo-
stać zapoczątkowany w zaawansowanej fazie rozwoju 
guza pierwotnego [47,75]. Założono więc, że inicjacja 
nowotworzenia może być rozpoczęta już przed poja-
wieniem się pierwszych objawów i zdiagnozowaniem 
choroby [47]. Model ten nie odrzuca podstawowego 
mechanizmu progresji nowotworów, czyli selekcji klo-
nalnej w guzach pierwotnych, czy akumulacji zmian 
genetycznych i epigenetycznych. Zakłada jednak, że 
moment disseminacji komórek o potencjale metasta-
tycznym niekoniecznie przypada na późną fazę roz-
woju guza pierwotnego [6,47,65,72], a nawet może być 
właściwością charakteryzującą zmianę nowotworo-
wą już w momencie jej powstania [6,66]. Ponad dzie-
sięć lat temu pierwszy raz wykazana została niewielka 
ilość cech wspólnych, bądź też ich brak, między geno-
typem komórek z guza pierwotnego, a komórek z prze-
rzutów raka piersi [76] i raka nerki [77], mogąca być 
skutkiem wczesnego oddzielenia się wciąż ewoluują-
cych komórek od zmiany macierzystej [47,67]. Nowe 
badania potwierdziły możliwość ustrojowego rozsiewu 
komórek nowotworowych już w momencie powstania 
początkowych zmian nabłonkowych u kobiet z nowo-
tworem piersi [78]. Według modelu progresji równole-
głej, komórki we wstępnej fazie nowotworzenia, szyb-
ko oddzielające się od zmiany macierzystej, podlegają 
somatycznej progresji w docelowej, odległej lokalizacji 
[67]. Zmiany genetyczne i epigenetyczne w guzie pier-

wotnym i przerzutach są odmienne, gdyż pojawiają się 
paralelnie, niezależnie od siebie. Rozsiane komórki no-
wotworowe – DTC (ang. disseminated tumour cells), 
krążące po organizmie, podlegają wpływowi mikro-
środowiska, do którego trafiają i mutują w sposób od-
rębny. Kolejne pokolenia DTC mogą migrować z guza 
pierwotnego wielokrotnie w różnym czasie, a prze-
rzuty mogą rozwijać się równolegle [41,47]. Koncep-
cją wskazującą na poprawność modelu równoległego 
rozwoju guza pierwotnego i przerzutów jest tak zwa-
na „teoria ziarna i gleby” (ang. seed and soil), podkre-
ślająca wpływ odległego mikrośrodowiska na tworze-
nie przerzutów [79]. Rozsiane komórki nowotworowe 
wykryto głównie w szpiku kostnym [41,65,67], ale tak-
że w węzłach limfatycznych i krwi obwodowej [41,67]. 
Na podstawie zależności między ich obecnością u pa-
cjentów po resekcji guza pierwotnego, a pojawianiem 
się przerzutów, DTC są uważane za prawdopodobną 
przyczynę nawrotów choroby nowotworowej [67,80]. 
Czasowy odstęp między infiltracją narządów, a ich ko-
lonizacją przez komórki nowotworowe, czyli okres la-
tencji – od wykrycia guza pierwotnego do zdiagnozo-
wania przerzutów – może być odmienny dla różnych 
rodzajów nowotworu. Choć zarówno gruczolakora-
ki piersi, jak i płuc przeważnie dają przerzuty do kości, 
płuc, wątroby i mózgu, to znacznie różnią się czasem, 
po jakim pojawiają się zmiany wtórne [41,81]. Podczas 
gdy w przebiegu raka płuc zaawansowane przerzuty 
stwierdza się często już w momencie diagnozy ogniska 
pierwotnego [55], w raku piersi nawroty obserwowa-
ne są nawet po wielu latach remisji [55,65]. W nowo-
tworach złośliwych, których metastaza poprzedzona 
jest długotrwałym okresem latencji, takich jak rak gru-
czołu sutkowego, nabywanie profilu inwazyjnego wy-
daje się odbywać w czasie przebywania DTC w mikro-
środowisku danego organu odległego. Każda z tkanek 
wywiera inny wpływ na rozsiane komórki nowotworo-
we, co może skutkować powstawaniem komórek o po-
tencjale przerzutowym specyficznym dla danego na-
rządu. Mutacje genetyczne i epigenetyczne w populacji 
rozsianych komórek nowotworowych, a także zmiany 
w mikrośrodowisku, mogą ostatecznie skutkować osią-
gnięciem pełnej zdolności tworzenia przerzutów przez 
część DTC. Potwierdzeniem tej hipotezy może być fakt, 
że u pacjentów z rakiem piersi, zmiany wtórne rozwi-
jają się najpierw w jednym organie, a dopiero później 
w kolejnych [41]. W ostatnich latach przy użyciu tech-
nik molekularnych o wysokiej rozdzielczości wykaza-
no, iż genomy DTC wyizolowanych ze szpiku kostnego 
pacjentów z rakiem piersi mogą nie tylko różnić się od 
genomu komórek pochodzących z macierzystego guza 
pierwotnego, ale nawet wykazywać mniej aberracji od 
niego [65,67,82]. Podobne wyniki otrzymano, gdy po-
równywano komórki pobrane ze zmiany pierwotnej do 
komórek z przerzutów, zarówno regionalnych, jak i od-
ległych [46,74,76,83-85]. Ta genetyczna heterogenicz-
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ność komórek raka piersi może sugerować współist-
nienie guzów pierwotnych i przerzutów na wczesnym 
etapie procesu nowotworzenia oraz ich niezależny od 
siebie rozwój [46,65,67,82]. Analogiczne rezultaty do-
starczyły także badania innych nowotworów [67,86-
92]. Możliwe jest też istnienie odrębnych grup genów 
odpowiedzialnych za proces metastazy. Zmiany w „ge-
nach inicjacji” i ,,genach progresji” przerzutowania by-
łyby wspólne dla guza pierwotnego i zmian wtórnych, 
natomiast „geny złośliwości” zapewniałyby przewagę 
komórkom nowotworowym dopiero w nowej lokali-
zacji, dlatego też ich aberracje nie byłyby wykrywane 
w guzach pierwotnych [55,66,93-95].

Fakt, że coraz więcej doniesień wskazuje na popraw-
ność teorii równoległej progresji guzów pierwotnych 
i przerzutów, niesie ze sobą potrzebę zmiany obecne-
go podejścia klinicznego. Zakwestionowane zostaje 
stosowanie guzów pierwotnych w przewidywaniu od-
powiedzi na terapię raka uogólnionego [46,47,67] oraz 
korzystanie z linii komórkowych otrzymanych z za-
awansowanych zmian nowotworowych, gdyż może to 
zaburzać selekcję adaptacyjną klonów komórek i wpły-
nąć na mechanizmy odpowiadające za wczesne prze-
rzutowanie. Choć model progresji liniowej proponuje 
proste rozwiązanie problemu nowotworów: należy za-
pobiec powstaniu przerzutów poprzez usunięcie guza 
we wczesnej fazie progresji, a następnie zniszczyć pozo-
stałe komórki nowotworowe – to jednak takie postępo-
wanie w praktyce nie daje zadawalających efektów [47]. 
Przyczyną może być brak cech wspólnych między ko-
mórkami guza pierwotnego, a rozsianymi komórkami 
nowotworowymi i przerzutami. Model progresji rów-
noległej, uwzględniający heterogeniczność DTC, daje 
nadzieję na opracowanie nowych terapii opartych na 
identyfikacji markerów metastazy oraz zmian DNA 
inicjujących i predysponujących do nowotworzenia, 
umożliwiających wczesną diagnostykę raka uogólnio-
nego [47,67].

RAK PIERSI a ABERRACJE LICZBY KOPII DNA

Mozaikowatość somatyczna w kontekście CNV

Jednym z efektów intensywnych badań molekular-
nych prowadzonych w minionych latach było od-
krycie, że organizmy ludzkie różnią się między sobą 
pod względem somatycznych rearanżacji struk-
turalnych, zwanych CNV (ang. Copy Number Va-
riants) [96-101]. CNV można zdefiniować jako 
fragmenty DNA o długości powyżej 1 kb, występu-
jące w genomie w różnej liczbie kopii. Mogą wystę-
pować w postaci delecji, duplikacji, insercji, bądź 
zmian złożonych zwanych MSVs (ang. Multi-site 
Variants) [98,102]. Polimorfizm liczby kopii DNA 

został uznany za istotny genetyczny element zmien-
ności międzyosobniczej, a liczba doniesień o po-
wiązaniach między aberracjami liczby kopii DNA, 
a schorzeniami – zarówno rzadkimi o podłożu ge-
netycznym, jak i chorobami często występującymi 
– stale rośnie [96,98,102].

Jednak mozaikowatość somatyczna dotycząca CNV, 
występująca w obrębie jednego organizmu była do 
niedawna nieznanym aspektem zmienności ludz-
kiego genomu. Dowiedziono, że takie subchromo-
somalne rearanżacje strukturalne mogą dotykać po-
jedynczych organów oraz jednej lub kilku tkanek, 
także tych patologicznie niezmienionych, w obrę-
bie tego samego organizmu. Podobne zmiany stwier-
dzono pomiędzy bliźniakami jednojajowymi, które 
w ujęciu genetycznym można uznać za ekstremal-
ny przykład mozaikowatości somatycznej. Zmiany 
te występują w wielu komórkach i obejmują od kilku 
tysięcy do kilku milionów par zasad [103-105].

Obecnie uważa się, że zaburzenia w następujących 
mechanizmach molekularnych prowadzą do po-
wstawania większości rearanżacji strukturalnych 
w genomie człowieka: NAHR (ang. non-allelic ho-
mologous recombination), NHEJ (ang. non-homo-
logous end-joining), FoSTeS (ang. Fork Stalling and 
Template Switching) i MMBIR (ang. microhomolo-
gy-mediated break-induced replication) [106,107]. 
Każdy z  nich może odpowiadać za powstawanie 
zmian w czasie mitozy, jak i mejozy, jednak powią-
zanie z procesem nowotworzenia wykazują przede 
wszystkim rearanżacje powstające w komórkach so-
matycznych [107,108]. Mechanizmy te pozostawia-
ją swoiste ślady na poziomie sekwencji nukleotydów 
DNA, na podstawie których możliwe jest określenie 
jakiego rodzaju proces komórkowy uległ zaburzeniu 
i leży u podstaw powstania danej zmiany [106,107]. 
Wyniki najnowszych badań donoszą także o kolej-
nym, zaskakującym mechanizmie powstawania re-
aranżacji strukturalnych. Okazuje się, że dziesiąt-
ki, a nawet setki mutacji mogą powstać w genomie 
w czasie jednego, często katastrofalnego w skutkach, 
procesu komórkowego. Zjawisko to, nazwane chro-
mothripsis (gr. chromos - chromosom; thripsis - roz-
trzaskać na kawałki), zachodzi w 2-3% nowotworów 
[109].

Luki w sekwencjonowaniu, a aberracje 
subchromosomalne

Obecność somatycznych aberracji jest charakte-
rystyczna dla sporadycznego nowotworu gruczołu 
sutkowego [110]. Badania cytogenetyczne i moleku-
larne wykazały występowanie licznych subchromo-
somalnych rearanżacji strukturalnych w komórkach 
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somatycznych raka piersi, a także wyłoniły szereg re-
gionów genomu ulegających aberracjom liczby kopii 
DNA [5,30,111-118]. 

Nabyte zmiany liczby kopii DNA przyczyniają się 
do inicjacji i  progresji karcynogenezy [108,110], 
mają potencjał prognostyczny [30,42,43] i wykazu-
ją powiązanie z typami molekularnymi raka piersi 
[30,42,43,119-122]. Jednak tylko jedna zmiana soma-
tyczna – amplifikacja w obrębie genu HER-2, wystę-
pująca w 10-15% guzów – ma zastosowanie klinicz-
ne [111]. Wyodrębnienie grupy charakteryzującej się 
amplifikacją HER-2, doprowadziło do opracowania 
nowej metody leczenia – terapii celowanej przeciw-
ko receptorowi HER-2 [18,28,112]. Ogólnie, około 
20% różnic w poziomie ekspresji genów, wywołana 
jest zmianami liczby kopii DNA w raku piersi. HER2 
jest rzadkim przykładem onkogenu, którego nade-
kspresja jest bezpośrednio związana z amplifikacją 
ściśle zdefiniowanego locus [111]. Niewątpliwy suk-
ces kliniczny oparty na odkryciu amplifikacji w ob-
rębie genu HER-2 przyczynił się do rozwoju badań 
nad innymi somatycznymi subchromosomalnymi re-
aranżacjami strukturalnymi występującymi w geno-
mie kobiet z rakiem piersi [28,30,42,43].

Obiecującym obszarem poszukiwań nowych aber-
racji strukturalnych o potencjale diagnostycznym są 
rejony flankujące tzw. luki w sekwencjonowaniu, po-
nieważ charakteryzują się ponadprzeciętną podatno-
ścią na powstawanie rearanżacji strukturalnych DNA 
[104,123]. Luki w sekwencjonowaniu (ang. sequen-
cing gaps) są miejscami w genomie ludzkim, których 
scharakteryzowanie w trakcie realizacji Projektu Po-
znania Ludzkiego Genomu (ang. Human Genome 
Project) okazało się problematyczne, ze względu na 
problemy z ich sekwencjonowaniem i klonowaniem. 
Zawierają one najczęściej liczne duplikacje segmen-
talne, palindromy, a czasem także duże, złożone re-
aranżacje strukturalne [124]. Rejony te dzielą się na 
dwa podstawowe rodzaje: luki heterochromatynowe 
i euchromatynowe [124]. W 2004 roku opublikowa-
no 99% sekwencji euchromatynowej ludzkiego ge-
nomu, zidentyfikowano też lokalizacje 341 luk [125]. 
Liczna obecność polimorfizmów strukturalnych 
i rearanżacji chromosomalnych na obrzeżach luk 
w sekwencjonowaniu, sugeruje, że loci te wykazują 
zwiększoną podatność na powstawanie takich aber-
racji, co ma związek między innymi z utratą stabilno-
ści genomu [124]. Efekty zaburzeń działania mecha-
nizmów NAHR, NHEJ, FoSTes i MMBIR powinny 
być w pierwszej kolejności widoczne w częściach 
genomu o budowie najbardziej sprzyjającej powsta-
waniu zmian [125]. Istnieje podejrzenie, że obec-
ność tych stosunkowo dużych zmian genetycznych 
de novo, dotykających często także wielu funkcjo-

nalnych genów, nie pozostaje bez wpływu na feno-
typ nosicieli, szczególnie w kontekście somatycznych 
chorób o podłożu genetycznym, do których należy 
rak gruczołu sutkowego [126]. 

Biobankowanie

Próby odkrycia mechanizmów wpływających na zło-
żone procesy nowotworowe wymagają projektowania 
badań wykorzystujących nowoczesne technologie mo-
lekularne, ale nawet w erze sekwencjonowania całego 
genomu, trudno nie docenić wartości dobrze scharak-
teryzowanych i opisanych próbek tkankowych. Niewła-
ściwa ilość bądź jakość próbek, stanowią większą prze-
szkodę w przeprowadzaniu badań niż skomplikowane 
technologie molekularne [127]. Obecnie trwają prace 
nad wprowadzeniem we wszystkich biobankach jed-
nolitych standardów pobierania, przechowywania oraz 
transportowania próbek w celu ich szerokiego udostęp-
niania [128]. W projekcie realizowanym przy wsparciu 
Naukowej Fundacji Polpharmy powyższe zadania zo-
stały powierzone Centralnemu Bankowi Tkanek i Ma-
teriału Genetycznego – CBTiMG – przy Gdańskim 
Uniwersytecie Medycznym.

Wychodząc tym oczekiwaniom na przeciw CBTiMG 
włączył się w pan-europejską sieć biobanków (BBM-
RI – Biobanking and Biomolecular Resources Re-
search Infrastructure). Od tej pory sukcesywnie 
wprowadza standardy, zwiększa swoje zasoby oraz 
rozwija infrastrukturę badawczą (Partners & Mem-
bers of BBMRI). Podstawą sukcesu CBTiMG jest sta-
ranny dobór grup pacjentów, standaryzacja metod 
pobierania, utrwalania i przechowywania próbek. 
Udostępniany jest również pełen opis kliniczny, jak 
i dane z pełnego okresu obserwacji (ang. follow-up), 
z zachowaniem procedur bioetycznych, takich jak 
świadoma zgoda pacjentów oraz anonimizacja da-
nych osobowych. Próbki pobierane są bezpośrednio 
na sali operacyjnej i natychmiast po pobraniu i opi-
saniu mrożone w oparach ciekłego azotu, następnie 
transportowane do CBTiMG, gdzie przechowywa-
ne są w zamrażarkach niskotemperaturowych. Dane 
kliniczne pochodzą z wojewódzkich rejestrów cho-
rób nowotworowych, oddziałów NFZ, szpitali, po-
radni i są powiązane z przechowywanymi próbkami. 
Dodatkowym źródłem danych oprócz tkanki nowo-
tworowej jest także tkanka zdrowa, krew i mocz - 
pobierane od tego samego pacjenta. W celu bardzo 
dokładnego opisania pobranych próbek CBTiMG 
tworzy „backup” stanowiący lustrzane odbicie 
wszystkich przechowywanych tkanek. Pozwala to na 
precyzyjne określenie badanego materiału oraz pe-
łen opis patomorfologiczny (proporcje tkanek pra-
widłowych, nowotworowych, martwicy, włóknienia 
w danej próbce). „Backup” tkankowy pod postacią 
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zamrożonej próbki i bloczka parafinowego stanowi 
także rezerwę na wypadek konieczności powtórzenia 
lub poszerzenia zakresu badań. 

Biobanki – jako jedna z dziesięciu idei zmieniają-
cych świat – zostały uznane za niezbędny element 
w osiągnięciu postępu w dziedzinie biotechnologii, 
ochronie zdrowia, badaniach naukowych oraz w dal-
szej eksploracji w obszarze nauk o życiu [129,130]. 
Duże biobanki, czy też sieć biobanków, wyposażone 
w roboty i automatyczne stacje przetwarzania pró-
bek w niedalekiej przyszłości będą również cennym 
źródłem dla firm farmaceutycznych poszukujących 
nowoczesnych leków [131].

CEL, ORYGINALNE ASPEKTY 
PRZEPROWADZONYCH BADAŃ, WNIOSKI

W zrealizowanym projekcie finansowanym przez 
Naukową Fundację Polpharmy, postawiono hipote-
zę, że somatyczne CNV w rejonach genomu flanku-
jących luki w sekwencjonowaniu (ang. sequencing 
gaps) stanowią pierwszy objaw niestabilności ge-
nomu i sprawdzono tę hipotezę w kontekście spo-
radycznego raka piersi. Właściwym celem projektu 
było poszukiwanie odpowiedzi na pytanie: czy czas, 
mechanizm i częstość powstawania somatycznych 
subchromosomalnych rearanżacji strukturalnych 
w rejonach flankujących „sequencing gaps” ma zna-

czenie diagnostyczne i prognostyczne w sporadycz-
nym raku piersi? Badanie objęło również zmiany 
epigenetyczne (w znaczeniu metylacji DNA) w tych 
samych rejonach, w szczególności analizę funkcjo-
nalną (inaktywacja ekspresji genów) i strukturalną 
(modyfikacja lokalnej architektury genomu sprzy-
jająca powstawaniu rearanżacji strukturalnych). Po-
wyższą hipotezę oraz cele sformułowano na podsta-
wie stanu wiedzy zestawionego w Tabeli 1.

Podczas realizacji projektu ukazało się kilka raportów 
z szeroko zakrojonych prac dotyczących prób klinicz-
nych raka piersi zrealizowanych w znacznej mierze 
przez duże konsorcja badawcze [28,84,117,132-136]. 
Tym niemniej, szczegółowy przegląd tych prac pozwala 
na wyodrębnienie oryginalnych aspektów badań wspie-
ranych przez Naukową Fundację Polpharmy. 

W odniesieniu do planu badań wyróżniający jest zakres 
materiału badawczego oraz indywidualny projekt plat-
formy badawczej (mikromacierzy). Projekt uwzględniał 
badania guzów pierwotnych, przerzutów (głównie do 
węzłów chłonnych), zdrowej tkanki gruczołowej pobra-
nej z odległej lokalizacji w stosunku do umiejscowienia 
guza oraz leukocytów krwi obwodowej jako materia-
łu referencyjnego. Większość badań uwzględnia guzy 
pierwotne lub przerzuty [70,117,132,133,135-140]. Oba 
rodzaje guzów pochodzące od tych samych pacjen-
tów rzadko są analizowane razem w jednym badaniu 
[67], a ma to istotne znaczenie, ze względu na ograni-

Tabela 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu

Obserwacja Stan wiedzy Pozycja
piśmiennictwa

Rejony flankujące luki 
w sekwencjonowaniu

Rejony te wykazują podwyższoną podatność na powstawanie rearanżacji strukturalnych.
Luki charakteryzują się wysoką częstotliwością występowania rearanżacji strukturalnych.
Rejony flankujące to często sekwencje zbudowane z duplikacji segmentalnych.
Luki w sekwencjonowaniu i rejony je flankujące mogą zawierać geny.

[104,124]

[123,141]

[123]

[104,123]

Czas występowania zmian

Obserwuje się zmiany w guzach pierwotnych i przerzutach. W części doniesień profil tych 
zmian jest zbliżony, niektóre jednak informują o odmiennych wzorach aberracji, a także 
o mniejszej ilości zmian w przerzutach niż w zmianach pierwotnych, z których pochodzą.
Komórki guzów pierwotnych pobranych od pacjentów z przerzutami do węzłów chłonnych 
wykazują wyższą niestabilność genomową, niż komórki pacjentów bez przerzutów. 
Udowodniono możliwość ustrojowego rozsiewu komórek nowotworowych już w momencie 
powstania początkowych zmian nabłonkowych u kobiet z nowotworem piersi.
Brak jest danych w kontekście rejonów flankujących luki w sekwencjonowaniu.

[75,83,85]

[78]

Mechanizm generowania 
zmian

Znane są ogólne mechanizmy generowania zmian w rejonach złożonych strukturalnie, m.in. 
NAHR (ang. non-allelic homologous recombination), NHEJ (ang. non-homologous end-
joining), FoSTeS (ang. Fork Stalling and Template Switching) i MMBIR (ang. Microhomology-
Mediated Break-Induced Replication).

[106,107]

Zmiany w „zdrowej” tkance 
gruczołowej

Nie przeprowadzono analizy zmian strukturalnych i epigenetycznych w zdrowej tkance 
gruczołowej w porównaniu do tkanki nowotworowej. 
Istnieje doniesienie wskazujące na LOH (ang. loss of heterozigosity) w zdrowej tkance 
gruczołowej, brak wysokorozdzielczych danych. 
Brak jest danych w kontekście rejonów flankujących luki w sekwencjonowaniu. [142]
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czone możliwości porównania wyników badań wyko-
nanych na próbach od różnych grup pacjentek i z wy-
korzystaniem odmiennych metod. Ponadto zdrowa 
tkanka gruczołowa jest pomijana w badaniach, a jeśli 
zostanie uwzględniona, to pochodzi z bezpośrednie-
go sąsiedztwa guza, dlatego nie jest materiałem opty-
malnym, z uwagi na procesy zapalne i ryzyko kontami-
nacji komórkami nowotworowymi [139]. Dodatkowo, 
jednoczesna analiza somatycznych rearanżacji struk-
turalnych i metylacji DNA z wykorzystaniem wymie-
nionego, pełnego zakresu tkanek od pacjentek, nie zo-
stała jak dotąd przeprowadzona. Do wykonania badań 
wykorzystano dedykowaną oligonukleotydową mikro-
macierz DNA, zaprojektowaną i wyprodukowaną spe-
cjalnie dla potrzeb zrealizowanego projektu. Mikroma-
cierz, złożona w sumie z ponad 580 tysięcy punktów 
pomiarowych, pozwoliła na analizę rejonów flankują-
cych wszystkie luki w sekwencjonowaniu w genomie 
ludzkim (edycja sekwencji genomu ludzkiego hg19/
GRCh37) z wysoką rozdzielczością (średnia rozmiesz-
czenia przestrzennego sond: 51 bp). Rejony flankują-
ce sequencing gaps ze względu na złożoną strukturę są 
podatne na rearanżacje strukturalne. Przyjęto więc, że 
w trakcie nowotworzenia będą w pierwszej kolejności 
ulegać zmianom strukturalnym i tym samym posiadać 
znaczenie diagnostyczne.

Uzyskane wyniki pozwoliły sformułować ogólne 
wnioski, które przedstawiono w Tabeli 2. Szczegóło-
wa prezentacja wyników projektu jest tematem odręb-
nego raportu badawczego [Ronowicz i wsp., w przygo-
towaniu]. Wprawdzie przeprowadzone badania miały 
charakter zasadniczo podstawowy, to uzyskane wyni-

ki definitywnie zachęcają do realizacji projektów apli-
kacyjnych. Ewentualne wdrożenia wymagają opraco-
wania dedykowanych narzędzi diagnostycznych (np. 
specjalizowanej mikromacierzy), które muszą podle-
gać walidacji w warunkach klinicznych i z wykorzysta-
niem znacznej liczby prób od pacjentek oraz z grup 
kontrolnych. Ponadto, podczas realizacji projektu 
wprowadzono dwa zasadnicze usprawnienia, które 
mają charakter niezależnych rozwiązań metodycz-
nych, czyli już obecnie stanowią samodzielne rozwią-
zania o znaczeniu praktycznym (Tabela 2). 

Podsumowując, realizacja projektu wykazała, że 
czas, mechanizm i  częstość powstawania soma-
tycznych subchromosomalnych rearanżacji struk-
turalnych w rejonach flankujących luki w sekwen-
cjonowaniu mogą mieć znaczenie diagnostyczne 
i prognostyczne u pacjentek ze sporadycznym ra-
kiem gruczołu sutkowego. Przeprowadzone bada-
nia, dotyczące tkanek bardzo rzadko analizowanych 
łącznie i kompleksowo, przyczyniają się do lepszego 
poznania niezwykle zróżnicowanej choroby, jaką jest 
rak piersi i mogą posłużyć do opracowania nowych 
rozwiązań diagnostycznych. Obecny, gwałtowny 
rozwój metod i spadek kosztów wysoce wydajnego 
sekwencjonowania równoległego otwiera drogę do 
rozwojowej kontynuacji przedstawionego projektu. 
Dzięki możliwości określenia indywidualnego profi-
lu mutacji dla każdego guza, a nawet dla każdej sub-
populacji komórek, nowe metody sekwencjonowania 
przybliżają spełnienie marzenia o w pełni spersonali-
zowanej diagnostyce w tak heterogenicznej chorobie 
jaką jest rak piersi [21,58,144].

Tabela 2. Co przyniosła realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

Kategoria obserwacji Wynik

Czas występowania zmian Zmiany strukturalne i epigenetyczne występują już w zdrowej tkance gruczołowej. Niektóre próby wykazują 
zmiany strukturalne w rejonach uważnych za sygnatury genomowe raka piersi. Występowanie zmian 
w zdrowej tkance gruczołowej otwiera drogę do opracowania rozwiązań diagnostycznych.

Mechanizm generowania zmian Stwierdzono obecność powtórzeń modułów sekwencji w rejonach rearanżacji oraz charakterystycznych 
motywów sugerujących możliwą funkcję regulatorową sekwencji niekodujących. Rejony objęte przez 
rearanżacje strukturalne powiązane są również z występowaniem metylacji DNA.

Częstość powstawania zmian Średnia liczba rearanżacji strukturalnych w niezmienionej nowotworowo tkance gruczołowej od pacjentek 
z rakiem piersi jest o ok. ¼ większa niż w grupie tkanek kontrolnych. W tkankach od pacjentek obserwowane 
zmiany są rozproszone w ponad dwukrotnie większej liczbie badanych rejonów w porównaniu do grupy 
kontrolnej.

Geny Mimo że projekt dotyczył w dużej mierze sekwencji niekodujących, możliwe było wytypowanie genów 
występujących w rejonach rearanżacji strukturalnych i zmian epigenetycznych. Większość z tych genów była 
wcześniej raportowana w kontekście związku z nowotworzeniem, jednak zidentyfikowano także grupę genów, 
które jak dotąd nie były przedmiotem szerszych badań w raku piersi.

Rozwiązania metodyczne Regeneracja mikromacierzy oligonukleotydowych umożliwiająca czterokrotne użycie [143].
Genomic Variants Comparator - oprogramowanie do wykonywania zestawień i porównań danych 
z mikromacierzy oraz sekwencjonowania następnej generacji [Madanecki i in., w przygotowaniu].



Kochan K. et al. – Sporadic breast cancer – molecular characteristics...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 29-43 39

1.	 J. Didkowska, U. Wojciechowska i W. Zatoński: Nowo-
twory złośliwe w Polsce w 2009 roku. Centrum Onkolo-
gii Instytut im. M. Skłodowskiej-Curie, Warszawa, 2011.

2.	 M. Benetkiewicz, A. Piotrowski, T. Díaz De Ståhl i wsp.: 
Chromosome 22 array-CGH profiling of breast cancer 
delimited minimal common regions of genomic imbal-
ances and revealed frequent intra-tumoral genetic het-
erogeneity. Int J Oncol, tom 29, pp. 935-45, 2006. 

3.	 A. Prat i C. M. Perou: Deconstructing the molecular por-
traits of breast cancer. Mol Oncol, tom 5, pp. 5-23, 2011. 

4.	 A. Llombart-Cussac: Improving decision-making in early 
breast cancer: who to treat and how? Breast Cancer Res 
Treat, tom 112, pp. 15-24, 2008. 

5.	 F. Bertuccil i D. Birnbaum: Reasons for breast cancer het-
erogeneity. J Biol, tom 7, nr 6, 2008. 

6.	 B. Weigelt, J. L. Peterse i L. J. van ‚t Veer: Breast cancer 
metastasis: markers and models. Nat Rev Cancer, tom 5, 
pp. 591-602, 2005. 

7.	 D. H. Roukos: Trastuzumab and beyond: sequencing can-
cer genomes and predicting molecular networks. Phar-
macogenomics J., tom 11, 2011. 

8.	 P. Kenemans, R. A. Verstraeten i R. H. Verheijen: Onco-
genic pathways in hereditary and sporadic breast cancer. 
Maturitas, tom 61, pp. 141-50, 2008. 

9.	 H. T. Lynch, E. Silva, C. Snyder i J. F. Lynch: Hereditary 
breast cancer: part I. Diagnosing hereditary breast cancer 
syndromes. Breast J, tom 14, pp. 3-13, 2008. 

10.	 H. Konishi, M. Mohseni, A. Tamaki i wsp.: Mutation of 
a single allele of the cancer susceptibility gene BRCA1 
leads to genomic instability in human breast epithelial 
cells. Proc Natl Acad Sci U S A, tom 108, pp. 17773-8, 2011. 

11.	 L. Melchor, E. Honrado, J. Huang i wsp.: Estrogen recep-
tor status could modulate the genomic pattern in familial 
and sporadic breast cancer. Clin Cancer Res, tom 13, pp. 
7305-13, 2007. 

12.	 B. Zhang, A. Beeghly-Fadiel, J. Long i W. Zheng: Genetic 
variants associated with breast-cancer risk: comprehen-
sive research synopsis, meta-analysis, and epidemiologi-
cal evidence. Lancet Oncol, tom 12, pp. 477-88, 2011. 

13.	 S. Peng, B. Lü, W. Ruan i wsp.: Genetic polymorphisms 
and breast cancer risk: evidence from meta-analyses, 
pooled analyses, and genome-wide association studies. 
Breast Cancer Res Treat, tom 127, pp. 309-24, 2011. 

14.	 M. Riaz, E. M. Berns, A. M. Sieuwerts i wsp.: Correlation 
of breast cancer susceptibility loci with patient character-
istics, metastasis-free survival, and mRNA expression of 
the nearest genes. Breast Cancer Res Treat, tom 133, pp. 
843-51, 2012. 

15.	 P. A. Fasching, P. D. Pharoah, A. Cox i wsp.: The role of 
genetic breast cancer susceptibility variants as prognos-
tic factors. Hum Mol Genet, tom 21, pp. 3926-39, 2012. 

16.	 P. E. Colombo, F. Milanezi, B. Weigelt i J. S. Reis-Filho: 
Microarrays in the 2010s: the contribution of microar-

ray-based gene expression profiling to breast cancer clas-
sification, prognostication and prediction. Breast Cancer 
Res., tom 27, 2011. 

17.	 E. H. van Beers i P. M. Nederlof: Array-CGH and breast 
cancer. Breast Cancer Res, tom 8, 2006. 

18.	 K. Polyak: Heterogeneity in breast cancer. J Clin Invest, 
tom 121, pp. 3786-8, 2011. 

19.	 S. Eccles, L. Paon i J. Sleeman: Lymphatic metastasis in 
breast cancer: importance and new insights into cellular 
and molecular mechanisms. Clin Exp Metastasis, tom 24, 
pp. 619-36, 2007. 

20.	 F. A. Tavassoli i P. Devilee: Pathology and Genetics of Tu-
mours of the Breast and Female Genital Organs; World 
Health Organization Classification of Tumours, IARC, 
2003. 

21.	 H. G. Russnes, N. Navin, J. Hicks i A. L. Borresen-Dale: 
Insight into the heterogeneity of breast cancer through 
next-generation sequencing. J Clin Invest, tom 121, pp. 
3810-8, 2011. 

22.	 R. Yerushalmi, M. M. Hayes i K. A. Gelmon: Breast car-
cinoma - rare types: review of the literature. Ann Oncol., 
tom 20, pp. 1763-70, 2009. 

23.	 M. A. Lavasani i F. Moinfar: Molecular classification of 
breast carcinomas with particular emphasis on „basal-
like” carcinoma: a critical review. J Biophotonics, tom 5, 
pp. 345-66, 2012. 

24.	 S. J. Schnitt: Classification and prognosis of invasive 
breast cancer: from morphology to molecular taxonomy. 
Mod Pathol, tom 23, pp. 60-4, 2010. 

25.	 H. K. Vollan i C. Caldas: The breast cancer genome--a key 
for better oncology. BMC Cancer, tom 11, 2011. 

26.	 C. M. Perou, T. Sorlie, M. B. Eisen i wsp.: Molecular por-
traits of human breast tumours. Nature, tom 406, pp. 
747-52, 2000. 

27.	 T. Sørlie, C. M. Perou, R. Tibshirani i wsp.: Gene expres-
sion patterns of breast carcinomas distinguish tumor 
subclasses with clinical implications. Proc Natl Acad Sci 
USA, tom 98, pp. 10869-74, 2001. 

28.	 The Cancer Genome Atlas Network: Comprehensive 
molecular portraits of human breast tumours. Nature, 
tom 490, pp. 61-70, 2012. 

29.	 L. Melchor i J. Benítez: An integrative hypothesis about the 
origin and development of sporadic and familial breast can-
cer subtypes. Carcinogenesis, tom 29, pp. 1475-82, 2008. 

30.	 K. K. Shiu, R. Natrajan, F. C. Geyer i wsp.: DNA amplifi-
cations in breast cancer: genotypic-phenotypic correla-
tions. Future Oncol, tom 6, pp. 967-84, 2010. 

31.	 R. Millikan, B. Newman, C. K. Tse i wsp.: Epidemiology 
of basal-like breast cancer. Breast Cancer Res. Treat., tom 
109, pp. 123-9, 2008. 

32.	 L. A. Carey, C. M. Perou, C. A. Livasy i wsp.: Race, breast 
cancer subtypes, and survival in the Carolina Breast Can-
cer Study. JAMA, tom 295, pp. 2492-502, 2006. 

Piśmiennictwo:



Kochan K. i wsp. – Sporadyczny rak piersi – charakterystyka molekularna...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 29-4340

33.	 R. Rouzier, C. M. Perou, W. F. Symmans i wsp.: Breast 
cancer molecular subtypes respond differently to preope-
rative chemotherapy. Clin Cancer Res., tom 11, pp. 5678-
85, 2005. 

34.	 L. A. Carey, E. C. Dees, L. Sawyer i wsp.: The triple ne-
gative paradox: primary tumor chemosensitivity of bre-
ast cancer subtypes. Clin Cancer Res., tom 13, pp. 2329-
34, 2007. 

35.	 J. Hugh, J. Hanson, M. C. Cheang i wsp.: Breast cancer 
subtypes and response to docetaxel in node-positive bre-
ast cancer: use of an immunohistochemical definition in 
the BCIRG 001 trial. J Clin Oncol., tom 27, pp. 1168-76, 
2009. 

36.	 A. Prat, J. S. Parker, O. Karginova i wsp.: Phenotypic and 
molecular characterization of the claudin-low intrin-
sic subtype of breast cancer. Breast Cancer Res, tom 12, 
2010. 

37.	 Z. Hu, C. Fan, D. S. Oh i wsp.: The molecular portraits 
of breast tumors are conserved across microarray plat-
forms. BMC Genomics, tom 7, 2006. 

38.	 M. C. Cheang, D. Voduc, C. Bajdik i wsp.: Basal-like bre-
ast cancer defined by five biomarkers has superior pro-
gnostic value than triple-negative phenotype. Clin Can-
cer Res., tom 14, pp. 1368-76, 2008. 

39.	 H. Kennecke, R. Yerushalmi, R. Woods i wsp.: Metasta-
tic behavior of breast cancer subtypes. J Clin Oncol. , tom 
28, 2010. 

40.	 N. Normanno, A. De Luca, P. Carotenuto i wsp.: Progno-
stic applications of gene expression signatures in breast 
cancer. Oncology, tom 77, pp. 2-8, 2009. 

41.	 D. X. Nguyen, P. D. Bos i J. Massagué: Metastasis: from 
dissemination to organ-specific colonization. Nat Rev 
Cancer, tom 9, pp. 274-84, 2009. 

42.	 K. Chin, S. DeVries, J. Fridlyand i wsp.: Genomic and 
transcriptional aberrations linked to breast cancer pa-
thophysiologies. Cancer Cell, tom 10, pp. 529-41, 2006. 

43.	 A. Bergamaschi, Y. H. Kim, P. Wang i wsp.: Distinct pat-
terns of DNA copy number alteration are associated with 
different clinicopathological features and gene-expres-
sion subtypes of breast cancer. Genes Chromosomes Can-
cer, tom 45, pp. 1033-40, 2006. 

44.	 J. I. Herschkowitz, W. Zhao, M. Zhang i wsp.: Compara-
tive oncogenomics identifies breast tumors enriched in 
functional tumor-initiating cells. Proc Natl Acad Sci U S 
A, tom 109, pp. 2778-83, 2012. 

45.	 J. I. Herschkowitz, K. Simin, V. J. Weigman i wsp.: Iden-
tification of conserved gene expression features between 
murine mammary carcinoma models and human breast 
tumors. Genome Biol., tom 8, 2007. 

46.	 A. B. Popławski, M. Jankowski, S. W. Erickson i wsp.: Fre-
quent genetic differences between matched primary and 
metastatic breast cancer provide an approach to identifi-
cation of biomarkers for disease progression. Eur J Hum 
Genet, tom 18, pp. 560-8, 2010. 

47.	 C. A. Klein: Parallel progression of primary tumours and 
metastases. Nat Rev Cancer, tom 9, pp. 302-12, 2009. 

48.	 K. Cole, M. Tabernero i K. S. Anderson: Biologic charac-
teristics of premalignant breast disease. Cancer Biomark., 
nr 9, pp. 177-92, 2010. 

49.	 D. T. Miyamoto i J. R. Harris: Molecular predictors of lo-
cal tumor control in early-stage breast cancer. Semin Ra-
diat Oncol, tom 21, pp. 35-42, 2011. 

50.	 C. Sotiriou i L. Pusztai: Gene-expression signatures in 
breast cancer. N Engl J Med, tom 360, p. 790–800, 2009. 

51.	 A. G. J. Knudson: Mutation and cancer: statistical study 
of retinoblastoma. Proc Natl Acad Sci U S A, tom 68, pp. 
820-3, 1971. 

52.	 A. H. Berger, A. G. Knudson i P. P. Pandolfi: A continu-
um model for tumour suppression. Nature, tom 476, pp. 
163-9, 2011. 

53.	 S. Staff, J. Isola i  M. Tanner: Haplo-insufficiency of 
BRCA1 in sporadic breast cancer. Cancer Res, tom 63, 
pp. 4978-83, 2003. 

54.	 M. Wei, T. Grushko, J. Dignam i wsp.: BRCA1 promoter 
methylation in sporadic breast cancer is associated with 
reduced BRCA1 copy number and chromosome 17 aneu-
somy. Cancer Res, tom 65, pp. 10692-9, 2005. 

55.	 S. Kraljevic Pavelic, M. Sedic, H. Bosnjak i wsp.: Meta-
stasis: new perspectives on an old problem. Mol Cancer, 
tom 10, 2011. 

56.	 S. Y. Park, H. E. Lee, H. Li i wsp.: Heterogeneity for stem 
cell-related markers according to tumor subtype and hi-
stologic stage in breast cancer. Clin Cancer Res, tom 16, 
pp. 876-87, 2010. 

57.	 S. Y. Park, M. Gönen, H. J. Kim i wsp.: Cellular and ge-
netic diversity in the progression of in situ human breast 
carcinomas to an invasive phenotype. J Clin Invest, tom 
120, pp. 636-44, 2010. 

58.	 C. Oakman, L. Santarpia i A. Di Leo: Breast cancer as-
sessment tools and optimizing adjuvant therapy. Nat Rev 
Clin Oncol, tom 7, pp. 725-32, 2010. 

59.	 M. Gerlinger i C. Swanton: How Darwinian models inform 
therapeutic failure initiated by clonal heterogeneity in can-
cer medicine. Br J Cancer, tom 103, pp. 1139-43, 2010. 

60.	 A. F. Chambers, A. C. Groom i I. C. MacDonald: Disse-
mination and growth of cancer cells in metastatic sites. 
Nature Rev. Cancer, tom 2, p. 563–72, 2002. 

61.	 C. A. Klein: The systemic progression of human cancer: 
a focus on the individual disseminated cancer cell—the 
unit of selection. Adv. Cancer Res, tom 89, p. 35–67, 2003. 

62.	 T. Ueno, M. Emi, H. Sato i wsp.: Genome-wide copy 
number analysis in primary breast cancer. Expert Opin 
Ther Targets, tom 16, pp. 31-5, 2012. 

63.	 C. N. Qian, B. Berghuis, G. Tsarfaty i wsp.: Preparing the 
„soil”: the primary tumor induces vasculature reorgani-
zation in the sentinel lymph node before the arrival of 
metastatic cancer cells. Cancer Res, tom 66, pp. 10365-
76, 2006. 

64.	 G. Klein: Foulds’ dangerous idea revisited: the multistep 
development of tumors 40 years later. Adv Cancer Res, 
tom 72, pp. 1-23, 1998. 



Kochan K. et al. – Sporadic breast cancer – molecular characteristics...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 29-43 41

65.	 O. Schmidt-Kittler, T. Ragg, A. Daskalakis i wsp.: From la-
tent disseminated cells to overt metastasis: genetic analy-
sis of systemic breast cancer progression. Proc Natl Acad 
Sci U S A, tom 24, pp. 7737-42, 2003. 

66.	 M. Vecchi, S. Confalonieri, P. Nuciforo i wsp.: Breast can-
cer metastases are molecularly distinct from their prima-
ry tumors. Oncogene, tom 27, pp. 2148-58, 2008. 

67.	 N. H. Stoecklein i C. A. Klein: Genetic disparity between 
primary tumours, disseminated tumour cells, and mani-
fest metastasis. Int J Cancer, tom 126, pp. 589-98, 2010. 

68.	 J. Engel, R. Eckel, J. Kerr i wsp.: The process of metastasi-
sation for breast cancer. Eur J Cancer, tom 39, pp. 1794-
806, 2003. 

69.	 R. A. Weinberg: The many faces of tumor dormancy. AP-
MIS, tom 116, p. 548–51, 2008. 

70.	 D. M. Marzese, D. S. Hoon, K. K. Chong i wsp.: DNA me-
thylation index and methylation profile of invasive duc-
tal breast tumors. J Mol Diagn, tom 14, pp. 613-22, 2012. 

71.	 J. W. Gray: Evidence emerges for early metastasis and pa-
rallel evolution of primary and metastatic tumors. Can-
cer Cell, tom 4, pp. 4-6, 2003. 

72.	 R. Gangnus, S. Langer, E. Breit i wsp.: Genomic profiling 
of viable and proliferative micrometastatic cells from ear-
ly-stage breast cancer patients. Clin Cancer Res, tom 10, 
pp. 3457-64, 2004. 

73.	 Y. Feng, B. Sun, X. Li i wsp.: Differentially expressed ge-
nes between primary cancer and paired lymph node me-
tastases predict clinical outcome of node-positive breast 
cancer patients. Breast Cancer Res Treat, tom 103, pp. 
319-29, 2007. 

74.	 L. Torres, F. R. Ribeiro, N. Pandis i wsp.: Intratumor ge-
nomic heterogeneity in breast cancer with clonal diver-
gence between primary carcinomas and lymph node me-
tastases. Breast Cancer Res Treat, tom 102, pp. 143-55, 
2007. 

75.	 V. P. Collins, R. K. Loeffler i H. Tivey: Observations on 
growth rates of human tumors. Am. J. Roentgenol. Ra-
dium Ther. Nucl. Med., tom 76, p. 988–1000, 1956. 

76.	 T. Kuukasjarvi, R. Karhu, M. Tanner i wsp.: Genetic he-
terogeneity and clonal evolution underlying develop-
ment of asynchronous metastasis in human breast can-
cer. Cancer Res, tom 57, pp. 1597-604, 1997. 

77.	 H. Bissig, J. Richter, R. Desper i wsp.: Evaluation of the 
clonal relationship between primary and metastatic re-
nal cell carcinoma by comparative genomic hybridiza-
tion. Am J Pathol, tom 155, pp. 267-74, 1999. 

78.	 Y. Husemann, J. B. Geigl, F. Schubert i wsp.: Systemic 
spread is an early step in breast cancer. Cancer Cell, tom 
13, pp. 58-68, 2008. 

79.	 R. R. Langley i I. J. Fidler: The seed and soil hypothesis 
revisited - the role of tumor-stroma interactions in meta-
stasis to different organs. Int J Cancer, tom 128, p. 2527–
35, 2011. 

80.	 S. Braun, F. D. Vogl, B. Naume i wsp.: A pooled analysis of 
bone marrow micrometastasis in breast cancer. N Engl J 
Med, tom 353, p. 793–802, 2005. 

81.	 K. R. Hess, G. R. Varadhachary, S. H. Taylor i wsp.: Meta-
static patterns in adenocarcinoma. Cancer, tom 106, pp. 
1624-33, 2006. 

82.	 J. A. Schardt, M. Meyer, C. H. Hartmann i wsp.: Genomic 
analysis of single cytokeratin-positive cells from bone 
marrow reveals early mutational events in breast cancer. 
Cancer Cell, tom 8, pp. 227-39, 2005. 

83.	 T. E. Becker, R. E. Ellsworth, B. Deyarmin i wsp.: The ge-
nomic heritage of lymph node metastases: implications 
for clinical management of patients with breast cancer. 
Ann Surg Oncol, tom 15, pp. 1056-63, 2008. 

84.	 L. Ding, M. J. Ellis, S. Li i wsp.: Genome remodelling in 
a basal-like breast cancer metastasis and xenograft. Na-
ture, tom 464, pp. 999-1005, 2010. 

85.	 S. C. Santos, I. J. Cavalli, E. M. Ribeiro i wsp.: Patterns of 
DNA copy number changes in sentinel lymph node bre-
ast cancer metastases. Cytogenet Genome Res, tom 122, 
pp. 16-21, 2008. 

86.	 J. A. Malek, E. Mery, Y. A. Mahmoud i wsp.: Copy num-
ber variation analysis of matched ovarian primary tu-
mors and peritoneal metastasis. PLoS One, tom 6, 2011. 

87.	 J. A. Malek, A. Martinez, E. Mery i wsp.: Gene expression 
analysis of matched ovarian primary tumors and perito-
neal metastasis. J Transl Med, tom 10, 2012. 

88.	 A. Kalikaki, A. Koutsopoulos, M. Trypaki i wsp.: Compa-
rison of EGFR and K-RAS gene status between primary 
tumours and corresponding metastases in NSCLC. Br J 
Cancer, tom 99, pp. 923-9, 2008. 

89.	 J. C. Weber, N. Meyer, E. Pencreach i wsp.: Allelotyping 
analyses of synchronous primary and metastasis CIN co-
lon cancers identified different subtypes. Int J Cancer, 
tom 120, pp. 524-32, 2007. 

90.	 S. Bahrami, L. Cheng, M. Wang i wsp.: Clonal relation-
ships between epidermotropic metastatic melanomas 
and their primary lesions: a loss of heterozygosity and X-
-chromosome inactivation-based analysis. Mod Pathol, 
tom 20, pp. 821-7, 2007. 

91.	 T. D. Jones, M. D. Carr, J. N. Eble i wsp.: Clonal origin 
of lymph node metastases in bladder carcinoma. Cancer, 
tom 104, pp. 1901-10, 2005. 

92.	 T. M. Katona, T. D. Jones, M. Wang i wsp.: Genetical-
ly heterogeneous and clonally unrelated metastases may 
arise in patients with cutaneous melanoma. Am J Surg 
Pathol, tom 31, pp. 1029-37, 2007. 

93.	 D. X. Nguyen i J. Massagué, „Genetic determinants of 
cancer metastasis,” Nat Rev Genet, tom 8, pp. 341-52, 
2007. 

94.	 A. J. Minn, G. P. Gupta, P. M. Siegel i wsp.: Genes that 
mediate breast cancer metastasis to lung. Nature, tom 
436, pp. 518-24, 2005. 

95.	 G. P. Gupta, D. X. Nguyen, A. C. Chiang i wsp.: Mediators 
of vascular remodelling co-opted for sequential steps in 
lung metastasis. Nature, pp. 765-70, 2007. 

96.	 T. D. de Stahl, J. Sandgren, A. Piotrowski i wsp.: Profiling 
of copy number variations (CNVs) in healthy individu-
als from three ethnic groups using a human genome 32 



Kochan K. i wsp. – Sporadyczny rak piersi – charakterystyka molekularna...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 29-4342

K BAC-clone-based array. Hum Mutat, tom 29, pp. 398-
408, 2008. 

97.	 J. O. Korbel, A. E. Urban, J. P. Affourtit i wsp.: Paired-
-End Mapping Reveals Extensive Structural Variation in 
the Human Genome. Science, tom 318, pp. 420-6, 2007. 

98.	 K. K. Wong, R. J. deLeeuw, N. S. Dosanjh i wsp.: A com-
prehensive analysis of common copy-number variations 
in the human genome. Am J Hum Genet, tom 80, pp. 91-
104, 2007. 

99.	 R. Redon, S. Ishikawa, K. R. Fitch i wsp.: Global variation 
in copy number in the human genome Nature, tom 444, 
pp. 444-54, 2006. 

100.	A. J. Iafrate, L. Feuk, M. N. Rivera i wsp.: Detection of lar-
ge-scale variation in the human genome. Nat Genet, tom 
36, pp. 949-51, 2004. 

101.	J. Sebat, B. Lakshmi, J. Troge i wsp.: Large-scale copy 
number polymorphism in the human genome. Science, 
tom 305, pp. 525-8, 2004. 

102.	M. Fanciulli, E. Petretto i T. J. Aitman: Gene copy number 
variation and common human disease. Clin Gent, tom 
77, pp. 201-13, 2010. 

103.	C. E. Bruder, A. Piotrowski, A. A. Gijsbers i wsp.: Pheno-
typically concordant and discordant monozygotic twins 
display different DNA copy-number-variation profiles 
Am J Hum Genet, tom 82, pp. 763-71, 2008. 

104.	A. Piotrowski, C. E. Bruder, R. Andersson i wsp.: Soma-
tic mosaicism for copy number variation in differentiated 
human tissues. Hum Mutat, tom 29, pp. 1118-24, 2008. 

105.	J. P. Dumanski i A. Piotrowski: Structural genetic varia-
tion in the context of somatic mosaicism. Methods Mol 
Biol, tom 838, pp. 249-72, 2012. Praca powstała m.in. 
w wyniku realizacji badań finansowanych z grantu 
Fundacji Naukowej Polpharmy

106.	P. J. Hastings, G. Ira i J. R. Lupski: A Microhomology-Me-
diated Break-Induced Replication Model for the Origin 
of Human Copy Number Variation. PLoS Genet, tom 5, 
2009. 

107.	W. Gu, F. Zhang i J. R. Lupski: Mechanisms for human ge-
nomic rearrangements. Pathogenetics, tom 1, 2008. 

108.	J. Fridlyand, A. M. Snijders, B. Ylstra i wsp.: Breast tumor 
copy number aberration phenotypes and genomic insta-
bility. BMC Cancer, tom 6, 2006. 

109.	P. J. Stephens, C. D. Greenman, B. Fu i wsp.: Massive geno-
mic rearrangement acquired in a single catastrophic event 
during cancer development. Cell, tom 144, pp. 27-40, 2011. 

110.	C. Curtis, S. P. Shah, S. F. Chin i wsp.: The genomic and 
transcriptomic architecture of 2,000 breast tumours re-
veals novel subgroups. Nature, tom 486, pp. 346-52, 2012. 

111.	A. E. Teschendorff i C. Caldas: The Breast cancer somatic 
‚muta-ome’: tackling the complexity. Breast Cancer Res, 
tom 11, p. 301, 2009. 

112.	S. Banerji, K. Cibulskis, C. Rangel-Escareno i wsp.: Se-
quence analysis of mutations and translocations across 
breast cancer subtypes. Nature, tom 486, pp. 405-9, 2012. 

113.	F. Reyal, N. Stransky, I. Bernard-Pierrot i wsp.: Visuali-

zing chromosomes as transcriptome correlation maps: 
evidence of chromosomal domains containing co-expres-
sed genes--a study of 130 invasive ductal breast carcino-
mas. Cancer Res, tom 65, pp. 1376-83, 2005. 

114.	X. Mao, R. A. Hamoudi, P. Zhao i M. Baudis: Genetic 
losses in breast cancer: toward an integrated molecular 
cytogenetic map. Cancer Genet Cytogenet, tom 160, pp. 
141-51, 2005. 

115.	R. J. Leary, J. C. Lin, J. Cummins i wsp.: Integrated analy-
sis of homozygous deletions, focal amplifications, and se-
quence alterations in breast and colorectal cancers. Proc 
Natl Acad Sci U S A, tom 105, pp. 16224-9, 2008. 

116.	T. Ueno, M. Emi, H. Sato i wsp.: Genome-wide copy 
number analysis in primary breast cancer. Expert Opin 
Ther Targets, tom 16, pp. 31-5, 2012. 

117.	J. Staaf, G. Jönsson, M. Ringnér i wsp.: Landscape of so-
matic allelic imbalances and copy number alterations in 
HER2-amplified breast cancer. Breast Cancer Res, tom 
13, 2011. 

118.	P. M. Haverty, J. Fridlyand, L. Li i wsp.: High-resolution 
genomic and expression analyses of copy number altera-
tions in breast tumors. Genes Chromosomes Cancer, tom 
47, pp. 530-42, 2008. 

119.	M. Guedj, L. Marisa, A. de Reynies i wsp.: A refined mo-
lecular taxonomy of breast cancer. Oncogene, tom 31, pp. 
1196-206, 2012. 

120.	S. F. Chin, A. E. Teschendorff, J. C. Marioni i wsp.: High-
-resolution aCGH and expression profiling identifies 
a novel genomic subtype of ER negative breast cancer. 
Genome Biol, tom 8, 2007. 

121.	R. Natrajan, B. Weigelt, A. Mackay i wsp.: An integrative 
genomic and transcriptomic analysis reveals molecular 
pathways and networks regulated by copy number aber-
rations in basal-like, HER2 and luminal cancers. Breast 
Cancer Res Treat, tom 121, pp. 575-89, 2010. 

122.	F. Andre, B. Job, P. Dessen i wsp.: Molecular characteriza-
tion of breast cancer with high-resolution oligonucleoti-
de comparative genomic hybridization array. Clin Cancer 
Res, tom 15, pp. 441-51, 2009. 

123.	D. Bovee, Y. Zhou, E. Haugen i wsp.: Closing gaps in the 
human genome with fosmid resources generated from 
multiple individuals. Nat Genet, tom 40, pp. 96-101, 2008. 

124.	E. E. Eichler, R. A. Clark i X. She: An assessment of the 
sequence gaps: unfinished business in a finished human 
genome. Nat Rev Genet, tom 5, pp. 345-54, 2004. 

125.	G. P. Pfeifer i P. Hainaut: Next-generation sequencing: 
emerging lessons on the origins of human cancer. Curr 
Opin Oncol, tom 23, pp. 62-8, 2011. 

126.	J. R. Pollack, T. Sørlie, C. M. Perou i wsp.: Microarray 
analysis reveals a major direct role of DNA copy number 
alteration in the transcriptional program of human breast 
tumors. Proc Natl Acad Sci U S A, tom 99, pp. 12963-8, 
2002. 

127.	A. Forsti i K. Hemminki: Breast cancer genomics based 
on biobanks. Methods Mol Bio, tom 675, pp. 375-85, 
2011. 



Kochan K. et al. – Sporadic breast cancer – molecular characteristics...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 29-43 43

128.	M. A. Liebert: Best Practices For Repositories. Biopreser-
vation And Biobanking , tom 10, 2012. 

129.	G. Marko-Varga: BioBanking - The Holy Grail of novel 
drug and diagnostic developments? J Clin Bioinforma, 
tom 1, 2011. 

130.	A. Park: 10 Ideas Changing the World Right Now. Bio-
banks. The Times, tom 173, 2009. 

131.	W. Hancock, G. Omenn, P. LeGrain i Y. K. Paik: Pro-
teomics, Human Proteome Project, and Chromosomes. J 
Proteome Res, tom 10, 2011. 

132.	S. P. Shah, A. Roth, R. Goya i wsp.: The clonal and mu-
tational evolution spectrum of primary triple-negative 
breast cancers. Nature, tom 486, pp. 395-9, 2012. 

133.	P. J. Stephens, P. S. Tarpey, H. Davies i wsp.: The land-
scape of cancer genes and mutational processes in breast 
cancer. Nature, tom 486, pp. 400-4, 2012. 

134.	N. Navin, J. Kendall, J. Troge i wsp.: Tumour evolution 
inferred by single-cell sequencing. Nature, tom 472, pp. 
90-4, 2011. 

135.	G. Jönsson, J. Staaf, J. Vallon-Christersson i wsp.: Genom-
ic subtypes of breast cancer identified by array-compar-
ative genomic hybridization display distinct molecular 
and clinical characteristics. Breast Cancer Res, tom 12, 
2010. 

136.	S. Nik-Zainal, L. B. Alexandrov, D. C. Wedge i wsp.: Mu-
tational processes molding the genomes of 21 breast can-
cers. Cell, tom 149, pp. 979-93, 2012. 

137.	S. Kamalakaran, V. Varadan, H. E. Giercksky Russnes 
i wsp.: DNA methylation patterns in luminal breast can-
cers differ from non-luminal subtypes and can identify 

relapse risk independent of other clinical variables. Mol 
Oncol, tom 5, pp. 77-92, 2011. 

138.	S. A. Joosse, E. H. van Beers, I. H. Tielen i wsp.: Predic-
tion of BRCA1-association in hereditary non-BRCA1/2 
breast carcinomas with array-CGH. Breast Cancer Res 
Treat, tom 116, pp. 479-89, 2009. 

139.	A. Sadanandam, A. Lal, S. C. Benz i wsp.: Genomic aberra-
tions in normal tissue adjacent to HER2-amplified breast 
cancers: field cancerization or contaminating tumor cells? 
Breast Cancer Res Treat, tom 136, pp. 693-703, 2012. 

140.	W. Han, E. M. Jung, J. Cho i wsp.: DNA copy number al-
terations and expression of relevant genes in triple-neg-
ative breast cancer. Genes Chromosomes Cancer, tom 47, 
pp. 490-9, 2008. 

141.	International Human Genome Sequencing Consortium: 
Finishing the euchromatic sequence of the human ge-
nome. Nature, tom 431, pp. 931-45, 2004. 

142.	D. M. Euhus, L. Cler, N. Shivapurkar i wsp.: Loss of het-
erozygosity in benign breast epithelium in relation to 
breast cancer risk. J Natl Cancer Inst, tom 94, pp. 858-
60, 2002. 

143.	A. Ronowicz, M. Brzeskwiniewicz, P. Madanecki i wsp.: 
Regeneration of comparative genomic hybridization oli-
gonucleotide microarrays with dimethylurea. Anal Bio-
chem, tom 426, pp. 91-3, 2012. Praca powstała m.in. 
w wyniku realizacji badań finansowanych z grantu 
Fundacji Naukowej Polpharmy

144.	E. A. Perez: Breast cancer management: opportunities 
and barriers to an individualized approach. Oncologist, 
tom 16, p. 20–2, 2011.





© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 45-55 45

Autor do korespondencji: 
Dr hab. Katarzyna Koziak, 
Zakład Immunologii, Biochemii 
i Żywienia Warszawski Uniwersytet 
Medyczny, ul. Banacha 1a, 
02-097 Warszawa,  
katarzyna.koziak@wum.edu.pl

Wpłynęło: 2013-10-15
Zaakceptowano: 2013-10-29
Opublikowano: 2013-12-31

Barbara 
Żyżyńska-Granica1, 
Oliwia Zegrocka-Stendel1, 
Małgorzata Dutkiewicz1, 
Szymon Niewieczerzał2, 
Bartosz Trzaskowki2, 
Sławomir Filipek2, 
Piotr Krzeczyński3, 
Magdalena Winiarska4, 
Katarzyna Koziak1

1 �Zakład Immunologii, Biochemii i Żywienia, Wydział Nauki o Zdrowiu, War-
szawski Uniwersytet Medyczny

2 �Wydział Chemii, Uniwersytet Warszawski
3 �Zakład Chemii, Instytut Farmaceutyczny, Warszawa 
4 �Zakład Immunologii, Centrum Biostruktury, I Wydział Lekarski, Warszawski 

Uniwersytet Medyczny

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2010 roku przyznała zespołowi pra-
cującemu pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Koziak grant na realizację 
projektu badawczego pt. Identyfikacja związku chemicznego hamującego 
biologiczne efekty interleukiny 15 (IL-15) poprzez selektywne blokowanie 
receptora IL-15Rα

Streszczenie

Interleukina 15 (IL-15) jest cytokiną o plejotropowym działaniu od-
działującą zarówno na komórki układu immunologicznego, jak i sze-
reg innych typów komórek. IL-15 wiąże się z receptorem zbudowa-
nym z trzech podjednostek: specyficznej dla IL-15 podjednostki α 
(IL-15Rα); podjednostki β, którą współdzieli z IL-2 (IL-2/IL-15Rβ) 
oraz podjednostki γc, biorącej udział w wiązaniu większej grupy cy-
tokin. Zaburzenie mechanizmów regulujących ekspresję IL-15 pro-
wadzące do jej nadprodukcji bezpośrednio przyczynia się do rozwoju 
procesów zapalnych, autoimmunologicznych, zakaźnych i nowotwo-
rowych. 

W artykule omówiono dotychczas stosowane metody hamowania 
aktywności biologicznej IL-15. Przedstawiono również wyniki ba-
dań, które pozwoliły zidentyfikować 13 związków skutecznie hamu-
jących odpowiedź komórkową indukowaną IL-15. Badane substancje 
wyselekcjonowano na podstawie biomodelowania komputerowego. 
W oparciu o trójwymiarową strukturę modelu kompleksu IL-15∙IL-
15Rα wyznaczono farmakofory miejsc wiążących w receptorze oraz 
ligandzie, po czym przeszukano bazę skupiającą znane i dostępne 
handlowo związki chemiczne pod kątem najsilniejszego oddziaływa-
nia z wyznaczonymi fragmentami receptora lub liganda. Ocena ak-
tywności biologicznej wybranych związków została zweryfikowana in 
vitro w oparciu o odpowiedź jednojądrzastych komórek krwi obwo-
dowej (PBMC). Zbadany został wpływ wyselekcjonowanych substan-
cji na indukowaną przez IL-15 syntezę dwóch cytokin prozapalnych, 
TNF-α i IL-17 oraz na proliferację komórek wywołaną IL-15. Związ-
ki te mogą stanowić podstawę do stworzenia skutecznego i niedro-
giego leku hamującego choroby zapalne i autoimmunologiczne, ta-
kie jak RZS.

Słowa kluczowe: interleukina 15 • IL-15Rα • reumatoidalne zapalenie 
stawów • inhibitor

Hamowanie aktywności biologicznej interleukiny 15 
– nowe perspektywy

Inhibition of the biological activity of interleukin-15 - new perspectives
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Wstęp

Interleukina 15 (IL-15) jest cytokiną o plejotropo-
wym działaniu oddziałującą zarówno na komórki 
układu immunologicznego, jak i szereg innych ty-
pów komórek. Ze względu na silny wpływ na ko-
mórki układu odpornościowego, m.in. na pro-
liferację i  różnicowanie limfocytów T, białko to 
początkowo zostało scharakteryzowane jako cyto-
kina naśladująca funkcjami interleukinę 2 (IL-2) [1]. 
Szybko jednak okazało się, że właściwości obu cyto-
kin istotnie się różnią. W odróżnieniu od IL-2, która 
jest produkowana praktycznie wyłącznie przez lim-
focyty T, IL-15 charakteryzuje szeroki zakres wystę-
powania. Transkrypt IL-15 powstaje w wielu tkan-
kach, między innymi w mięśniach szkieletowych, 
łożysku, nerkach, płucach, sercu i wątrobie. Mimo, 
że mRNA kodujące IL-15 występuje powszechnie, 
do translacji i wydzielania białka najczęściej docho-
dzi dopiero po ich aktywacji zachodzącej m.in. pod 
wpływem cytokin prozapalnych [2-4]. Głównym 
źródłem IL-15 są monocyty i fibroblasty [1,2]. 

IL-15 wykazuje szeroką aktywność w obrębie swo-
istej i  nieswoistej odpowiedzi immunologicz-
nej. Podobnie jak IL-2, IL-15 stymuluje prolifera-
cję aktywowanych limfocytów T CD4+ i CD8+ oraz 
komórek NK, indukuje aktywację limfocytów T 
cytotoksycznych, bierze udział w dojrzewaniu ma-
krofagów i komórek dendrytycznych podczas in-
fekcji bakteryjnych [5]. W przeciwieństwie do IL-
2, IL-15 pełni również wiele istotnych funkcji poza 
układem immunologicznym. Między innymi wpły-
wa na różnicowanie mioblastów i hamuje apopto-
zę miocytów. Jest czynnikiem różnicowania oste-
oklastów, co może mieć znaczenie w procesie erozji 
kości w reumatoidalnym zapaleniu stawów [6], jest 
czynnikiem wzrostowym komórek nabłonka jelito-
wego [7] i wykazuje działanie angiogenne oraz an-
tyapoptotyczne na komórki śródbłonka [8,9]. 

IL-15 oddziałuje z  receptorem zbudowanym 
z trzech podjednostek: specyficznej dla IL-15 pod-
jednostki α (IL-15Rα); podjednostki β, którą współ-
dzieli z IL-2 (IL-2/IL-15Rβ) oraz podjednostki γc, 

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 α subunit (IL-15Rα), β subunit, which is shared with IL-2 
(IL-2/IL-15Rβ) and γc 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-15Rα, 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-α 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-15Rα • rheumatoid arthritis • inhibitor
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biorącej udział w wiązaniu większej grupy cytokin, 
m.in. IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 i IL-21 [2]. Sygnał biolo-
giczny najczęściej jest przekazywany przez podjed-
nostki β i γ. Wprawdzie istnieją doniesienia opisu-
jące przekazywanie sygnału przez IL-15Rα, wydaje 
się jednak, że główną funkcją tej podjednostki re-
ceptora jest silne i specyficzne wiązanie IL-15. 

Szerokie spektrum aktywności IL-15 powoduje, że 
bardzo często umieszcza się ją na szczycie kaskady 
cytokin prozapalnych. Zaburzenie mechanizmów 
regulujących ekspresję IL-15 prowadzące do jej 
nadprodukcji bezpośrednio przyczynia się do roz-
woju procesów zapalnych, autoimmunologicznych, 
zakaźnych i nowotworowych. Zwiększony poziom 
IL-15 w surowicy krwi obserwuje się w takich cho-
robach, jak łuszczyca [10,11], sarkoidoza [12], to-
czeń rumieniowaty układowy, nieswoiste zapale-
nie jelit, astma oskrzelowa, stwardnienie rozsiane 
[2,13], czy reumatoidalne zapalenie stawów (RZS) 
[14,15]. Zauważono również związek pomiędzy 
podwyższonym stężeniem IL-15 a częstością od-
rzucania przeszczepów [16]. 

Eksperymentalne leczenie chorób związanych 
z nadmierną ekspresją IL-15 uzyskuje się między 
innymi stosując jej inhibitory. Większość z nich 
to związki wielkocząsteczkowe, aczkolwiek ist-
nieją również prostsze substancje organiczne ha-
mujące aktywność IL-15 [17,18]. Prace zmierzają-
ce do opracowania skutecznych metod blokowania 
aktywności biologicznej IL-15 do niedawna były 
prowadzone przy wykorzystaniu cząstkowych in-
formacji na temat jej budowy, uzyskanych przede 
wszystkim w wyniku mutagenezy. Nowe perspek-
tywy w poszukiwaniu inhibitora IL-15 pojawiły się 
w 2007 roku, kiedy wyznaczono strukturę krysta-
liczną kompleksu IL-15∙IL-15R [19,20] oraz dwa 
lata później, gdy określono najistotniejsze termo-
dynamicznie fragmenty biorące udział w wiązaniu 
IL-15 do podjednostki α jej receptora [21]. 

Znane metody inhibicji IL-15

W większości badań prowadzonych na eksperymen-
talnych modelach chorób związanych z nadmierną 
ekspresją IL-15 hamowanie aktywności biologicz-
nej IL-15 osiągane jest poprzez stosowanie związ-
ków oddziałujących bezpośrednio z tą cytokiną bądź 
jej receptorem (IL-15R). Do blokowania IL-15 wyko-
rzystuje się przeciwciała monoklonalne rozpoznają-
ce IL-15 lub rozpuszczalne formy rekombinowanej 
podjednostki IL-15Rα. Z kolei do blokowania recep-
tora stosuje się przeciwciała skierowane przeciwko 
podjednostkom IL-15R lub zmodyfikowane formy 

IL-15. Dotychczas opisane metody inhibicji IL-15 
wykorzystujące oddziaływanie z nią bądź jej recep-
torem zestawiono w Tabeli 1. 

Związki wiążące się z IL-15 

Pośród przeciwciał skierowanych przeciwko IL-
15 i hamujących jej aktywność biologiczną wyróż-
nić można przeciwciała blokujące wiązanie IL-15 
z podjednostką IL-15Rα oraz przeciwciała unie-
możliwiające wiązanie cytokiny z pozostałymi pod-
jednostkami IL-15R. Do przeciwciał blokujących 
IL-15Rα należą B-E29 [22] oraz DISC0280 [23]. 
Przeciwciało DISC0280 hamuje ponadto wiązanie 
IL-15 z heterodimerem IL-2/IL-15Rβ∙γc. Jednak, 
mimo wysokiej skuteczności in vitro, w warun-
kach in vivo przeciwciało to wykazuje właściwości 
hiperagonistyczne, wynikające prawdopodobnie 
z wydłużenia okresu półtrwania IL-15 po związa-
niu z przeciwciałem, bądź z ułatwiania trans-pre-
zentacji IL-15 komórkom NK [23]. 

Kolejne obiecujące przeciwciało, MAB247, hamu-
je przekazywanie sygnału przez IL-15 uniemożli-
wiając jej wiązanie z podjednostką γc [22]. Podobne 
właściwości wykazuje przeciwciało HuMax-IL-15 
(146B6, AMG714), które wiąże się z IL-15 w miej-
scu wiązania z  podjednostką γc receptora [10]. 
Wysoką aktywność biologiczną tego przeciwciała 
potwierdzono w badaniach in vitro i in vivo, prze-
prowadzono także dobrze rokujące próby klinicz-
ne na chorych z RZS [24]. Poważne obawy badaczy 
budzi jednak zjawisko tzw. odwrotnej sygnalizacji 
(ang. reverse signalling) [25]. Istnieje uzasadnione 
podejrzenie, że przeciwciało HuMax-IL-15 może 
wiązać się do IL-15 związanej z błoną komórko-
wą indukując jednocześnie odpowiedź komórkową 
i właśnie to zjawisko jest przyczyną ograniczonej 
skuteczności terapeutycznej przeciwciał neutrali-
zujących IL-15 [2]. 

Kolejnym sposobem inhibicji aktywności IL-15 jest 
zastosowanie rozpuszczalnych form podjednostki 
IL-15Rα (sIL-15Rα) lub jej fragmentów [26]. Wy-
kazano, że wprawdzie minimalny fragment tego 
receptora niezbędny do wiązania IL-15 stanowi 
65-aminokwasowa domena sushi [27], to w celu 
uzyskania właściwości antagonistycznych wzglę-
dem trimeru IL-15Rαβγ niezbędna jest obecność 
dodatkowego 13-aminokwasowego fragmentu 
przylegającego do C-końca tej domeny [28]. Roz-
puszczalne analogi podjednostki IL-15Rα nie mogą 
być jednak uniwersalnie stosowane jako inhibito-
ry IL-15, wykazano bowiem, że pewne fragmenty 
sIL-15Rα mogą działać agonistycznie wobec he-
terodimeru βγ [28-30] prawdopodobnie wydłuża-
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jąc okres półtrwania IL-15 oraz umożliwiając jej 
trans-prezentację komórkom zawierającym hete-
rodimer βγ. 

Związki wiążące się z IL-15R

Działanie IL-15R można selektywnie zahamować 
poprzez zablokowanie specyficznej dla IL-15 pod-
jednostki IL-15Rα. Blokada pozostałych dwóch łań-
cuchów, IL-2/IL-15Rβ i γc, również zmniejsza ak-
tywność IL-15, jednak, ponieważ mogą one być 
aktywowane przez inne cytokiny, zablokowanie ich 
hamuje także szlaki sygnałowe niespecyficzne dla 
IL-15. Do tego typu inhibitorów należy humanizo-
wane przeciwciało HuMiKβ1 skierowane przeciwko 
wspólnej dla IL-2 i IL-15 receptorowej podjednostce 
β. Oprócz hamowania aktywności IL-2 wykazuje ono 
także właściwości antagonistyczne wobec IL-15 [31, 

32]. Podobne właściwości wykazuje dwufunkcyjne, 
humanizowane przeciwciało skierowane przeciwko 
IL-2Rαβ, BF-IgG, które hamuje odpowiedź prolife-
racyjną limfocytów T indukowaną przez IL-15 [32]. 
Bardziej specyficzne właściwości względem IL-15 
wykazuje natomiast przeciwciało M161 skierowane 
przeciwko IL-15Rα. Praktycznie całkowicie hamuje 
ono wiązanie IL-15 do receptora [22]. 

Innym sposobem inhibicji IL-15R jest zastosowanie 
polipeptydów o budowie zbliżonej do IL-15. Ziden-
tyfikowano kilka mutacji IL-15 wpływających na jej 
oddziaływanie z receptorem oraz na przekazywanie 
sygnału. Są one oznaczone symbolami E64K, N65K, 
I68D oznaczającymi miejsce mutacji oraz informu-
jącymi o rodzaju zamiany aminokwasu z zastosowa-
niem skrótów jednoliterowych [22]. Takie mutanty 
IL-15 wiążą się z IL-15Rα z wysokim powinowac-

Tabela 1. Metody inhibicji IL-15 (na podstawie [22])

Cel Rodzaj Nazwa Krótki opis Literatura

IL-15

Przeciwciała 
monoklonalne 
przeciwko IL-15

B-E29 Wiązanie z IL-15, hamowanie wiązania z IL-15Rα [23]

DISC0280
Wiązanie z IL-15, hamowanie wiązania z IL-15Rα oraz 
z heterodimerem IL-2/IL-15Rβγc in vitro, natomiast efekt 
hiperagonistyczny in vivo

[24] 

MAB247 Wiązanie z IL-15, hamowanie wiązania z IL-2/IL-15Rβ i/lub γc [23]

HuMax-IL15 
(146B7, 
AMG714)

Wiązanie z IL-15, hamowanie wiązania z γc, I/II faza badań 
klinicznych [10, 25]

Fragmenty IL15Rα

sIL-15Rα Pozakomórkowy fragment IL-15Rα (193 aa, 26 kDa) [26, 27]

T1 Pozakomórkowy fragment IL-15Rα (182 aa) [28]

T2 Domena sushi + linker IL-15Rα (85 aa) [28]

T3 Domena sushi IL-15Rα (65 aa) [28]

IL-15R

Przeciwciała 
monoklonalne 
przeciwko IL-15R

HuMikβ1 Humanizowane przeciwciało przeciwko IL-2Rβ [29, 30]

BF-IgG Dwufunkcyjne przeciwciało przeciw podjednostkom α i β 
receptora dla IL-2, o aktywności również wobec IL-15R [30]

M161 Humanizowane przeciwciało przeciwko IL-15Rα [23]

Mutanty IL-15

E64K Wiązanie z IL-15Rα, hamowanie dalszego wiązania z IL-2/IL-
15Rβ i γc

[23]

I68D Wiązanie z IL-15Rα, hamowanie dalszego wiązania z IL-2/IL-
15Rβ i γc

[23]

N65K Wiązanie z IL-15Rα, hamowanie aktywności biologicznej 
kompleksu IL-15∙IL-15Rα [23]

CRB-15 Białko fuzyjne mutant IL-15/Fcγ2a [31, 32]

Komórki 
z IL-15R Immunotoksyny

IL-15-
PEΔ293 
(IT1)

Białko fuzyjne złożone z IL-15 i endotoksyny Pseudomonas 
aeruginosa [33]

IL15M-
PEΔ293 
(IT2)

Białko fuzyjne złożone z antagonisty IL-15 i endotoksyny 
Pseudomonas aeruginosa [34]
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twem, blokując w ten sposób dostęp natywnej IL-15 
do receptora, a przy tym nie powodują wyzwolenia 
sygnału [22,33]. 

Jedną z podstawowych trudności związanych z pro-
jektowaniem zmodyfikowanych cząsteczek IL-15 
o właściwościach antagonistycznych względem IL-
-15R stanowi ich krótki okres półtrwania (t1/2) in 
vivo. Problem ten można ominąć łącząc odpowied-
nio zmodyfikowaną IL-15 o właściwościach antago-
nistycznych z łańcuchem ciężkim przeciwciała IgG, 
co wykorzystano przy projektowaniu białka fuzyj-
nego CRB-15 [33]. Białko to okazało się wykazywać 
szerokie właściwości antagonistyczne względem ak-
tywności IL-15 [16,34-36]. Co więcej, obecność łań-
cucha Fc nadaje cząsteczce również właściwości cy-
totoksyczne w stosunku do komórek prezentujących 
na swojej powierzchni IL-15R. Dzięki temu elimi-
nowane są komórki uczestniczące w wiązaniu IL-15 
i przekazywaniu sygnału przez IL-15R [36]. Podobne 
właściwości wykazują białka fuzyjne IL-15-PEΔ295 
(IT1) i IL-15M-PEΔ295 (IT2) złożone z IL-15, bądź 
jej mutanta o  właściwościach antagonistycznych 
i  fragmentu egzotoksyny PE produkowanej przez 
pałeczkę ropy błękitnej Pseudomonas aeruginosa 
[37,38]. Egzotoksyna PE jest proenzymem, który do-
staje się do wnętrza komórki na drodze endocyto-
zy. Tam ulega aktywacji i poprzez inhibicję czynnika 
elongacji 2 (EF2, ang. elongation factor) hamuje syn-
tezę białek prowadząc do śmierci komórki. Immu-
notoksyny te, dzięki wbudowanej IL-15, specyficznie 
rozpoznają komórki, na których powierzchni znaj-
duje się IL-15R, a następnie za pomocą egzotoksyny 
PE prowadzą do ich apoptozy [39]. 

Inne metody hamowania aktywności IL-15

Oprócz leków biologicznych oddziaływujących bezpo-
średnio z elementami kompleksu IL-15∙IL-15R, znane 
są również cząsteczki modyfikujące aktywność IL-15 
w inny sposób. Przykładem takiego związku jest dek-
sametazon. Jest to lek przeciwzapalny i immunosupre-
syjny z grupy syntetycznych glikokortykosteroidów, 
który hamuje ekspresję podjednostki IL-15Rα w jedno-
jądrzastych komórkach krwi obwodowej (PBMC, ang. 
peripheral blood mononuclear cells) [40]. Innym lekiem 
o działaniu immunosupresyjnym i cytostatycznym jest 
antagonista kwasu foliowego, metotreksat [41,42]. Ba-
dania dowiodły, że znacząco zmniejsza on wydzielanie 
IL-15 z fibroblastów izolowanych z błony maziowej sta-
wów chorych z RZS [43]. 

Wszystkie stosowane dotychczas strategie hamowa-
nia IL-15, choć wydają się skuteczne, do dziś wyko-
rzystywane są tylko w warunkach doświadczalnych. 
Wprawdzie pojawienie się na rynku leków biologicz-

nych stanowi duży postęp w leczeniu chorób zwią-
zanych z nadmierną ekspresją IL-15, takich jak RZS, 
jednak leki te są skuteczne w ograniczaniu objawów 
i spowalnianiu choroby tylko u około 30% pacjentów. 
Co więcej, nie są to leki celujące w IL-15, a hamujące 
inne cytokiny prozapalne. Ograniczone efekty tera-
peutyczne oraz wysokie koszty produkcji leków bio-
logicznych sprawiają, że wciąż istnieje zapotrzebo-
wanie na skuteczny lek nowej generacji. 

Jedyne opisane dotychczas małe cząsteczki chemicz-
ne o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu reuma-
toidalnego zapalenia stawów, działające prawdopo-
dobnie na zasadzie interferencji w oddziaływania 
pomiędzy IL-15 a receptorem IL-15Rα, to pochodne 
fenylopirazoloanilidów. Należący do tej grupy zwią-
zek Y-320 hamuje aktywację limfocytów T induko-
waną przez IL-15 oraz ogranicza wywołane kola-
genem zapalenie stawów u myszy i małp z rodziny 
makakowatych [44,45]. 

Modelowanie molekularne 
potencjalnych inhibitorów IL-15 i IL-15Rα

Poznanie struktury IL-15 i  jej receptora stworzy-
ło możliwość wykorzystania innych, niż dotychczas 
metod poszukiwania inhibitorów IL-15. Model kom-
pleksu IL-15∙IL-15Rα został opracowany z zastoso-
waniem spektrometrii magnetycznego rezonansu 
jądrowego (NMR, ang. nuclear magnetic resonan-
ce) [46] oraz badań krystalograficznych [19,20]. Do-
datkowo w 2009 roku scharakteryzowano parametry 
termodynamiczne oddziaływań pomiędzy IL-15 i IL-
15Rα [21]. W przeciwieństwie do większości kom-
pleksów typu cytokina-receptor, w miejscu wiązania 
IL-15 z IL-15Rα znajduje się niewiele hydrofobowych 
reszt aminokwasów. Przeważają natomiast silne od-
działywania elektrostatyczne pomiędzy zasadowymi 
resztami aminokwasów znajdującymi się w centrum 
aktywnym receptora, a kwaśnymi resztami amino-
kwasów występującymi na powierzchni IL-15. 

Celem pierwszego etapu projektu finansowanego 
przez Naukową Fundację Polpharmy było wyselek-
cjonowanie potencjalnych inhibitorów IL-15 i IL-
15Rα przy pomocy modelowania komputerowe-
go. Na podstawie trójwymiarowej struktury modelu 
kompleksu IL-15∙IL-15Rα opracowanej w oparciu 
o strukturę krystaliczną tego kompleksu (kod 2Z3Q 
z bazy danych Protein Data Bank) wyznaczono far-
makofory miejsc wiążących w receptorze oraz ligan-
dzie, czyli elementy ich budowy zawierające frag-
menty biorące udział w istotnych oddziaływaniach 
pomiędzy tymi białkami. Poszukiwanie cząsteczek 
spełniających warunki narzucone przez farmakofo-
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ry przeprowadzono wśród około 20 milionów związ-
ków małocząsteczkowych zebranych w bazie ZINC 
[47], która skupia dostępne handlowo i znane związ-
ki chemiczne. Pierwsza faza poszukiwań doprowa-
dziła do uzyskania dwóch zbiorów zawierających po 
około 10 tysięcy potencjalnych inhibitorów liganda 
oraz receptora. Celem przeprowadzonych następ-
nie obliczeń było sprawdzenie w sposób teoretycz-
ny, które z wybranych związków najsilniej wiążą się 
z ligandem, bądź z receptorem. Dokowanie, czyli do-
pasowywanie wszystkich wyznaczonych uprzednio 
związków, przeprowadzono w programie GLIDE. 
Podczas dokowania miejsce wiązania na IL-15 bądź 
IL-15Rα pozostawało sztywne, natomiast wiążąca się 
cząsteczka posiadała możliwość zmian konformacyj-
nych poprzez modyfi kacje wiązań rotowalnych. Dla 
najsilniej oddziaływujących z badanymi białkami 500 
związków z obydwu grup przeprowadzono dodatko-
we dokowania, w których indukcyjne dopasowanie, 
czyli możliwość zmian konformacyjnych zwiększają-
cych powinowactwo cząsteczek, było dozwolone dla 
obydwu oddziałujących partnerów: małocząstecz-
kowego liganda i receptora białkowego bądź mało-

cząsteczkowego liganda i IL-15. NaRycinie 1 przed-
stawiono model fragmentu receptora IL-15Rα oraz 
IL-15 i sposób wiązania cefazoliny, jednego z poten-
cjalnych inhibitorów do receptora, którego aktyw-
ność biologiczną potwierdzono w badaniach in vitro. 

Stosując wyżej opisane metody przesiewowe zi-
dentyfi kowano grupę 25 związków o silnym powi-
nowactwie do IL-15 i IL-15Rα i potencjalnych wła-
ściwościach inhibitorów IL-15 lub IL-15Rα. Ich 
skuteczność w hamowaniu efektów biologicznych 
indukowanych przez IL-15 została zweryfi kowana in 
vitro w kolejnym etapie badań. 

ocena sKutecZnoŚcI WybRanych ZWIĄZKóW 
W bLoKoWanIu eFeKtóW bIoLoGIcZnych 
InduKoWanych pRZeZ IL-15

Celem przeprowadzonych badań biologicznych było 
wyselekcjonowanie związków, które wykazują ak-
tywność w hamowaniu efektów biologicznych wywo-
łanych stymulacją IL-15. Jako model do analiz zasto-

Rycina 1. Model fragmentu receptora IL-15Rα oraz IL-15 i sposób wiązania cefazoliny. 
Model przedstawia fragment IL-15Rα (kolor zielony), IL-15 (kolor fi oletowy) oraz cefazolinę (kolor czerwony) w potencjalnym miejscu wiązania 
z receptorem. Związanie cefazoliny w tym miejscu powoduje zablokowanie miejsca wiązania IL-15 z IL-15Rα. 
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Tabela 2. Wzory i nazwy chemiczne badanych inhibitorów IL-15 i IL-15Rα

Wzór chemiczny, nazwa chemiczna (symbol) Wzór chemiczny, nazwa chemiczna (symbol)

N N

S S N

S

OHO

O

NH

N
N N

N

O
Cefazolina (cef)

OH

O

NH

O
O OH

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

O
OH

NH2

NH2

O
OH

Kwas 2,9-diaminodekanodiowy (R1)
NH

O OH

NH
OH

O

OO

O

OH

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

F

N
N

N
N

S

OH

O
Kwas 4-({[1-(4-fluorofenylo)-1H-tetrazol-5-ylo] sulfanylo}etylo)

benzoesowy (R2)

O

O

NH

O

O

O

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

NH2 N
NH

N NH2

NH2OONH2
N,N-bis[(etyl-2-on)guanidyno]amina (L1)

OH

OH
O

O

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

NH2

NH2

N
N

N N
NH2

NH2

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

OH

OH
O

NH
O

O

NH

O
OH

Kwas 3-{[(E)-2-karboksyetenylo]amino}-5-{[(2E)-3-karboksyprop-2-
enoilo]amino} benzoesowy (R4) N

N
H

OH

O

NH

NH2

O
 

β-L-Alanylo-L-histydyna (L3)
OH

O O

NH

O

OH

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

N
H

N

NH

NH2

O

 
Propionamid 3-amino-N-2-(1H-imidazol-4-ylo) etylu (L4)
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sowano komórki PBMC izolowane z krwi zdrowych 
dawców. Komórki PBMC pod wpływem stymula-
cji IL-15 syntetyzują szereg cytokin prozapalnych, 
w tym m.in. TNF-α i IL-17 [48]. Hipoteza badawcza 
zakładała, że zablokowanie IL-15 lub jej receptora 
spowoduje zahamowanie wydzielania TNF-α i IL-17 
przez komórki PBMC stymulowane IL-15. W prze-
prowadzonych doświadczeniach komórki PBMC 
izolowano z krwi obwodowej zdrowych dawców me-
todą wirowania w gradiencie stężeń z wykorzysta-
niem buforu Lymphoprep (Axis-Shield, Norwegia), 
a następnie przenoszono na płytki 48-dołkowe w po-
żywce RPMI 1640 zawierającej GlutaMax (Gibco, 
Wielka Brytania) oraz 10% surowicy bydlęcej (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 inhibitorów receptora przed 
dodaniem IL-15 (5 ng/ml) zastosowano 30 minuto-
wą preinkubację komórek z wybranymi związkami. 
Etap ten miał umożliwić ich związanie z IL-15Rα. 
Z kolei potencjalne inhibitory liganda preinkubowa-
no przez 30 minut z IL-15, aby umożliwić ich zwią-
zanie z cytokiną, a następnie taką mieszaninę doda-
wano do zawiesiny komórek. Hodowlę prowadzono 
w stężeniu 2 mln komórek/ml w 0,5 ml pożywki. Po-
żywkę znad komórek zbierano po 48 godzinach ho-
dowli. Stężenie TNF-α i IL-17 w pożywce oznaczono 
za pomocą testów immunoenzymatycznych ELISA 
(TNF-α: Quantikine DTA00C, R&D Systems, USA, 
IL-17: IL-17A High Sensitivity BMS2017HS, eBio-
sciense, USA). 

Jednym z efektów stymulacji PBMC przez IL-15 jest 
ich zwiększona proliferacja [2]. Wpływ wybranych 
związków na zależną od IL-15 proliferację komó-
rek zbadano za pomocą testu oceniającego ilość bro-
modeoksyurydyny (BrdU) wbudowanej do jąder ko-
mórkowych (BrdU Cell Proliferation Assay, QIA58, 
Merck, Niemcy). Świeżo wyizolowane PBMC wy-
siewano na płytki 96-dołkowe w ilości 20 tysięcy na 
dołek, a następnie do hodowli dodawano badane 
związki i IL-15. Ilość wbudowanej BrdU mierzono 
po 4-dniowej hodowli.

Wpływ badanych związków na syntezę TNF-α 
w PBMC stymulowanych przez IL-15 

Wyniki przeprowadzonych badań wykazały, że pod 
wpływem badanych związków ekspresja TNF-α 
w komórkach PBMC stymulowanych IL-15 zmniej-
sza się. Wyraźny, zależny od stężenia efekt uzyskano 
dla 13 substancji przedstawionych w tabeli 2. Związ-
ki oznaczono symbolem zawierającym literę R lub L, 
dla potencjalnych inhibitorów odpowiednio recep-
tora lub liganda oraz kolejnym numerem porząd-

Rycina 2. Wpływ cefazoliny na wywołaną przez IL-15 syntezę TNF-α 
(a) i IL-17 (b) przez PBMC oraz na indukowaną przez IL-15 proliferację 
PBMC (c). Wszystkie wyniki przedstawiono jako relatywną zmianę 
w odpowiedzi komórkowej odniesioną do komórek stymulowanych 
IL-15 (100%). Wykresy przedstawiają wartość średnią wyników 
uzyskanych dla trzech populacji komórek. Zaznaczono także 
standardowy błąd pomiaru (SEM). 
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kowym. Rycina 2a przedstawia wynik uzyskany dla 
cefazoliny, która jest antybiotykiem β-laktamowym 
z grupy cefalosporyn I generacji. 

Wpływ badanych związków na indukowaną przez 
IL-15 syntezę IL-17 przez PBMC

Przeprowadzone badania wykazały, że pod wpływem 
badanych związków zmniejsza się ekspresja IL-17 
w komórkach PBMC stymulowanych IL-15. Wyraź-
ny efekt uzyskano dla tych samych substancji, które 
działały hamująco na ekspresję TNF-α indukowaną 
IL-15. Również w tym przypadku wszystkie analizo-
wane związki wykazywały efekt zależny od stężenia. 
Wpływ cefazoliny na wywołaną przez IL-15 syntezę 
IL-17 przez PBMC przedstawiono na Rycinie 2b. 

Wpływ badanych związków na zależną od IL-15 
proliferację PBMC

Analizując wpływ badanych związków na prolifera-
cję PBMC indukowaną IL-15 ujawniono, że wszystkie 
substancje przedstawione w Tabeli 2 hamują tę odpo-
wiedź komórkową. Doświadczenie prowadzono sto-
sując związki w stężeniach nie wykazujących cytotok-

syczności. Wpływ cefazoliny na proliferację PBMC 
pod wpływem IL-15 przedstawiono na Rycinie 2c. 

Podsumowanie

W trakcie realizacji projektu zastosowano biomode-
lowanie komputerowe do wyselekcjonowania grupy 
związków potencjalnie zdolnych do blokowania aktyw-
ności biologicznej IL-15. Analizy badań biologicznych 
in vitro doprowadziły do wybrania 13 związków sku-
tecznie hamujących odpowiedź komórkową induko-
waną IL-15. Dziewięć spośród tych związków, zgodnie 
z wynikami biomodelowania, wykazuje działanie biolo-
giczne poprzez blokowanie IL-15Rα, natomiast pozo-
stałe cztery wiążą się z IL-15. Co ciekawe, jednym z tych 
związków jest cefazolina, antybiotyk z grupy cefalospo-
ryn, produkowany m.in. przez Zakłady Farmaceutycz-
ne Polpharma. Wyselekcjonowane związki będą mogły 
stanowić podstawę do dalszych badań biologicznych in 
vivo oraz modyfikacji chemicznych prowadzących do 
zwiększenia ich aktywności. Związki te, po dokładnym 
przebadaniu, mogą stanowić podstawę do stworzenia 
skutecznego i niedrogiego leku hamującego choroby 
zapalne i autoimmunologiczne, takie jak RZS. 

1. �IL-15 jest cytokiną o plejotropowym działaniu. Nadmierna jej ekspresja może prowadzić do wielu 
chorób, przede wszystkim autoimmunologicznych i zapalnych. 

2. �Wszystkie stosowane dotychczas strategie hamowania IL-15, choć wydają się skuteczne, do dziś 
wykorzystywane są tylko w warunkach doświadczalnych. Wprawdzie pojawienie się leków biolo-
gicznych stanowi duży postęp w leczeniu chorób związanych z nadmierną ekspresją IL-15, takich 
jak RZS, jednak leki te są skuteczne w ograniczaniu objawów i spowalnianiu choroby tylko u około 
30% pacjentów i nie celują w IL-15, a w inne cytokiny prozapalne. Ograniczone efekty terapeutycz-
ne oraz wysokie koszty produkcji leków biologicznych sprawiają, że wciąż istnieje zapotrzebowanie 
na skuteczny lek nowej generacji.

Ramka 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu

Ramka 2. Co przyniosła realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

1. �Zidentyfikowano szereg związków o potencjalnych właściwościach inhibitorów IL15 lub jej specy-
ficznego receptora IL-15Rα. Związki o najsilniejszym powinowactwie do IL-15 lub IL-15Rα zostały 
przebadane pod kątem ich aktywności biologicznej wobec IL-15. 

2. �Wyselekcjonowano 13 związków, które hamują aktywność biologiczną IL-15. Jednym z nich jest an-
tybiotyk β-laktamowy – cefazolina. 

3. �Przygotowano cztery zgłoszenia patentowe dotyczące zastosowania przebadanych związków w in-
hibicji aktywności biologicznej IL-15. 
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1. �Dalsze badania będą miały na celu ocenę skuteczności farmakologicznej in vivo związków che-
micznych blokujących aktywność biologiczną IL-15 poszerzoną o wybrane badania toksykolo-
giczne i farmakokinetyczne, których celem jest oszacowanie bezpieczeństwa stosowania bada-
nego związku u ludzi. 
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2009 roku przyznała zespołowi pracującemu pod 
kierunkiem doc. dr hab. Małgorzaty Filip grant na realizację projektu badawczego 
pt. Kinaza białkowa ERK1/2 jako wewnątrz komórkowy obiekt badań  nad mecha-
nizmem uzależnienia od kokainy  i jako cel potencjalnej farmakoterapii tej choroby.

Streszczenie 

Celem projektu finansowanego przez Naukową Fundację Polpharmy było 
uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy kinaza białkowa ERK1/2 odgrywa 
rolę w uzależnieniu od kokainy i czy inhibitory tej kinazy znajdą zastoso-
wanie w farmakoterapii tej choroby mózgu. W badaniach zwrócono szcze-
gólną uwagę na procesy asocjacji bodźców bezwarunkowych (kokainy) 
i bodźców warunkowych kojarzonych z pobieraniem substancji uzależnia-
jącej – w modulacji powstałych asocjacji pamięciowych postuluje się po-
tencjalną farmakoterapię uzależnień. W wyniku przeprowadzonych analiz 
farmakologicznych i molekularnych stwierdzono, że efekty nagradzające 
kokainy w modelu samopodawania zależą od aktywności kinazy białkowej 
ERK1/2, ponieważ wielokrotne podawanie inhibitora kinazy przed sesjami 
doświadczalnymi spowodowało zmniejszenie liczby naciśnięć na dźwignię 
aktywną i liczbę pobieranych porcji kokainy u szczurów, natomiast sama 
kokaina indukowała zmiany w aktywności enzymu w różnych strukturach 
mózgu zwierząt. Blokada kinazy białkowej ERK1/2 w trakcie samopodawa-
nia kokainy i jej odstawienia nie odgrywa roli w  przyspieszaniu wygaszenia 
zachowań poszukiwawczych u szczurów (brak znaczących zmian w liczbie 
naciśnięć na dźwignię aktywną), ale hamuje nawrót do nałogu. Inhibitory 
kinazy białkowej ERK1/2 podawane w okresie intoksykacji kokainowej i/
lub odstawienia mogą stanowić potencjalne leki w farmakoterapii uzależ-
nienia od tej substancji psychoaktywnej.

Słowa kluczowe: kinaza białkowa ERK1/2 • kokaina • dożylne 
samopodawanie • wygaszanie zachowań poszukiwawczych • nawroty do 
nałogu • procedura sprzężenia „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 

Kinaza białkowa ERK1/2 jako wewnątrzkomórkowy obiekt 
badań nad mechanizmem uzależnienia od kokainy i jako 

cel potencjalnej farmakoterapii tej choroby
The protein kinase ERK1/2 as an intracellular object of research on 
the mechanism of cocaine addiction and as a target of the potential 

pharmacotherapy of this brain disorder 
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WPROWADZENIE

Uzależnienie (ang. addiction, dependence) jest chorobą 
ośrodkowego układu nerwowego, która charakteryzu-
je się utratą kontroli nad natrętnym (kompulsywnym) 
poszukiwaniem i przyjmowaniem substancji uzależ-
niającej. Utrata kontroli prowadzi do niebezpiecznych 
i szkodliwych następstw u osoby uzależnionej, zarów-
no w sferze psychicznej jak i somatycznej. Uzależnienie 
należy do chorób o charakterze przewlekłym; nawroty 
do nałogu pojawiają się po długich, trwających wiele lat 
okresach abstynencji. 

Przyczynę uzależnienia należy wiązać ze zmianami za-
chodzącymi pod wpływem substancji psychoaktyw-
nych w układach funkcjonalnych mózgu, mianowicie 
w układzie nagrody, układzie pobudzenia oraz w ukła-
dzie poznawczym (kognitywnym). Spośród nich układ 
nagrody odgrywa zasadniczą rolę w inicjacji i podtrzy-
mywaniu nałogu. Fizjologicznie układ ten zaangażowa-
ny jest w rozróżnianie przyjemności (kojarzonej z na-
grodą) i bólu (odbieranego jako kara). Układ nagrody 
to ściśle określony układ ośrodków i szlaków neuronal-
nych, których drażnienie wywołuje odczucie subiek-
tywnej przyjemności i w związku z tym dążenie do po-
nowienia bodźca. Tworzą go szlaki dopaminergiczne, 
biegnące z pola brzusznego nakrywki śródmózgowia 
do różnych struktur limbicznych, w tym do jądra pół-
leżącego przegrody (szlak mezoakumbalny) i do kory 
przedczołowej (szlak mezokortykalny). Oba te szla-
ki dopaminowe kontrolują zachowania motywacyjne 
związane z działaniem zewnętrznych dodatnich bodź-
ców wzmacniających (odczuwalnych jako przyjemne) 
i to właśnie im przypisuje się duże znaczenie w rozwoju 
uzależnień [1]. Pomimo iż dopamina decyduje o warto-

ściach wzmacniających bodźca odbieranego, w neuro-
chemiczną regulację układu nagrody zaangażowane są 
też inne neuroprzekaźniki oraz zależne od tych neuro-
przekaźników mechanizmy molekularne, polegające na 
zmianach adaptacyjnych na poziomie receptorowym, 
białek G i/lub wtórnych przekaźnikach. Pociągają one 
dalej za sobą kaskadę zmian w poziomie wewnątrzko-
mórkowych białek, a przede wszystkim kinaz i fosfataz. 
Efektem końcowym są zmiany w funkcji kanałów jono-
wych sodowych lub potasowych, zmiany poziomu tych 
jonów a także wewnątrzkomórkowego Ca2+, ekspresji 
czynników transkrypcyjnych oraz genów docelowych, 
determinujących stan aktywności funkcjonalnej komó-
rek nerwowych. 

Obecnie nie istnieje skuteczny sposób leczenia uzależ-
nienia od kokainy, dlatego też zespoły naukowców na 
całym świecie prowadzą badania mające na celu wyja-
śnienie mechanizmów powstawania tej choroby i – na 
bazie uzyskanych analiz molekularnych i neuroche-
micznych – stworzenie nowoczesnej, racjonalnej tera-
pii hamującej nałóg [2]. 

Jedna z hipotez dotyczących procesu uzależnienia sfor-
mułowana na podstawie teorii profesora Barry’ego F. 
Everitt’a, wskazuje na udział procesów uczenia się i za-
pamiętywania jako czynników determinujących rozwój 
uzależnień. Zgodnie z tą teorią uzależnienie to choroba 
związana z nabytą asocjacją pomiędzy bodźcem bez-
warunkowym (substancja psychoaktywna o właści-
wościach nagradzających), a bodźcem warunkowym 
(kojarzonym ze środowiskiem, w którym substancja 
psychoaktywna jest przyjmowana) [3]. Taka nabyta 
asocjacja powoduje, że każda ponowna ekspozycja na 
bodziec warunkowy prowadzi do wyzwolenia automa-

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 
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tycznego odruchu poszukiwania substancji uzależniają-
cej, a w modulację powstałych asocjacji pamięciowych 
ma ingerować potencjalna farmakoterapia uzależnienia 
od kokainy. Wyniki badań przedklinicznych wskazują 
na istotny udział wewnątrzkomórkowych kinaz biał-
kowych ERK (extracellular signal-regulated kinase) w  
modulowaniu śladów pamięciowych u zwierząt, przy 
czym warto także podkreślić, że aktywność kinaz biał-
kowych ERK wpływa nie tylko na pamięć krótkotrwałą, 
ale i na konsolidację i rekonsolidację pamięci związanej 
z rozpoznaniem obiektów [4,5]. Rodzina kinaz białko-
wych ERK obejmując 8 izoform, przy czym do najle-
piej poznanych należą izoforma 1 i 2 (ERK1/2). ERK1 
i ERK2, będące w 84% identyczne w swej budowie, peł-
nią szereg funkcji regulujących procesy komórkowe; ki-
nazy te ulegają aktywacji po pobudzeniu odpowiednich 
receptorów metabotropowych, np. receptorów dopa-
minowych czy glutaminianergicznych. Dane literatu-
rowe wskazują, że modulacja kaskady kinazy białkowej 
ERK1/2 może wpływać na procesy utrwalania śladów 
pamięciowych powstałych podczas stosowania sub-
stancji uzależniających. 

STAN WIEDZY W MOMENCIE ROZPOCZĘCIA 
PROJEKTU

U gryzoni zarówno jednorazowe jak i wielokrotne po-
dania kokainy powodowały wzrost poziomu aktywnej, 
czyli ufosforylowanej, formy kinazy białkowej ERK1/2 
w obrębie struktur związanych głównie z zakończenia-
mi dopaminowego układu mezokortykolimbicznego 
(jądro półleżące przegrody, kora przedczołowa, jądro 
migdałowate) (Tabela 1), choć obserwowane zmiany 
zależały od schematu podawania substancji uzależnia-
jącej, badanej struktury mózgu i/lub procedury beha-
wioralnej zastosowanej do modelowania uzależnienia. 
Proces fosforylacji kinazy białkowej ERK1/2 obserwo-
wany u szczurów po wielokrotnych podaniach koka-
iny w modelu warunkowej preferencji miejsca lub ko-
kainy w modelu samopodawania był hamowany przez 
selektywne inhibitory powyższej kinazy [4]. Te ostat-
nie substancje (np. PD98059, U0126, SL 327) umożli-
wiły przeprowadzenie analiz farmakologicznych oraz 
lepsze poznanie znaczenia enzymu w behawioralnych 
efektach kokainy (Tabela 2). I tak np. wykazano, iż SL 
327 (inhibitor penetrujący do ośrodkowego układu 
nerwowego) po podaniach obwodowych lub PD98059 
(inhibitor, który nie penetruje do ośrodkowego ukła-
du nerwowego) po podaniach do pola brzusznego na-
krywki w modelu sensytyzacji behawioralnej induko-
wanej kokainą hamują nabywanie sensytyzacji, ale nie 
mają wpływu na jej ekspresję [Tabela 2]. Dla SL 327 opi-
sano także brak wpływu na podstawową i indukowaną 
podaniem kokainy aktywność lokomotoryczną gryzoni 
[4]. Inne badania wskazywały na zaangażowanie kina-

zy białkowej ERK1/2 w procesy konsolidacji śladów pa-
mięciowych związanych z kojarzeniem bodźców bez-
warunkowych, takich jak nagradzający efekt substancji 
uzależniających, z bodźcami warunkowymi kojarzony-
mi z pobieraniem tej substancji. I tak, w modelu warun-
kowej preferencji miejsca SL 327 (podania obwodowe), 
U0126 i PD98059 (podania lokalne do jądra półleżącego 
przegrody) stosowane przed kokainą w trakcie nabywa-
nia preferencji hamują ekspresję efektów powyższych 
substancji uzależniających. Takich hamujących efektów 
inhibitorów kinazy białkowej ERK1/2 nie obserwowa-
no w czasie ekspresji warunkowej preferencji miejsca 
indukowanej kokainą (Tabela 2). W przeciwieństwie do 
powyższych wyników, w modelu samopodawania ko-
kainy zaobserwowano, iż lokalne zastosowanie U0126 
do centralnego jądra migdałowatego w 30. dniu odsta-
wienia substancji uzależniającej redukowało nawrót 
zachowań poszukiwawczych indukowany prezentacją 
bodźców warunkowych kojarzonych z wcześniejszymi 
podaniami kokainy [30]. Wyniki tych badań wskazywa-
ły, że aktywacja kinazy ERK1/2 w różnych strukturach 
dopaminowego szlaku mezokortykolimbicznego jest 
niezbędna dla procesów konsolidacji śladów pamięcio-
wych dotyczących bodźców warunkowych związanych 
z wielokrotnym pobraniem kokainy w czasie nabywania 
sensytyzacji lokomotorycznej i warunkowej preferen-
cji miejsca oraz do rekonsolidacji śladów pamięciowych 
bodźców związanych z działaniem kokainy. Powyższe 
wnioski oparto na procedurach biernego podawania 
kokainy (przez eksperymentatora), a przeprowadzone 
do tej pory badania ograniczały się głównie do mode-
lu warunkowej preferencji miejsca lub sensytyzacji lo-
komotorycznej wywoływanej podaniem kokainy. Brak 
efektów inhibitorów kinazy białkowej ERK1/2 w mode-
lu samopodawania kokainy (aktywne pobieranie sub-
stancji uzależniającej przez zwierzęta) nie pozwoliło na 
uzyskanie pełnego obrazu dotyczącego zaangażowania 
powyższej kinazy w efekty motywacyjne/nagradzające 
kokainy. Nieznany był też wpływ blokady kinazy białko-
wej ERK1/2 na zachowania poszukiwawcze kokainy – 
czyli na kluczowe dla uzależnienia procesy. 

CEL ORAZ OPIS PROJEKTU

W projekcie finansowanym przez Naukową Funda-
cję Polpharmy badano wpływ blokady kaskady kinazy 
białkowej ERK1/2 na efekty nagradzające kokainy, wy-
gaszanie reakcji instrumentalnej kojarzonej z samopo-
dawaniem kokainy oraz nawrót zachowań poszukiwaw-
czych kokainy u szczurów. Celem badań było uzyskanie 
odpowiedzi na pytanie czy kinaza białkowa ERK1/2 od-
grywa rolę w uzależnieniu od kokainy i czy inhibitory 
tej kinazy znajdą zastosowanie w farmakoterapii uza-
leżnienia kokainowego. Zwrócono szczególna uwagę 
na procesy asocjacji bodźców bezwarunkowych (koka-
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Tabela 1. Rola kinazy białkowej ERK1/2 w uzależnieniu od kokainy – wyniki analiz molekularnych w chwili rozpoczęcia projektu

Model/procedura
doświadczalna Gatunek Zmiany ufosforylowanej formy ERK1/2 Referencje

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień (5-20 min) mysz
↑ (NAC, STR, HIP (CA1-3), PFC, BLA, CEA, 
BNST)
Ø (VTA, SN, GP)

[6, 7]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień 
(60 min) mysz Ø (NAC, STR) [6]

Kokaina (15 mg/kg, ip) x 1 dzień mysz ↑ (NAC, STR, CC) [8]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień mysz ↑ (NAC, AMY) [9]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień mysz ↑ (STR) [10]

Kokaina (30 mg/kg, ip) x 1 dzień mysz ↑ (STR) [11, 12]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień mysz ↑ (NAC, STR) [13]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień mysz ↑ (NAC) [14]

Kokaina (0.5 mg/kg/infuzję, 4-godz. sesja) x 1 dzień szczur ↑ (NAC, STR, BLA, CEA, HIP)
Ø (PFC, PMC) [15]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 7 dni (5-20 min) mysz ↑ (NAC, STR) [6]

Kokaina (15 mg/kg, ip) x10 dni oraz 12-14 godz. odstawienia mysz ↑ (NAC, STR) [6]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 6 dni; warunkowa preferencja miejsca mysz ↑ (NAC, STR, PFC) [16]

Kokaina (3 mg/kg, ip) x 3 dni; warunkowa preferencja miejsca mysz ↑ (NAC, VTA) [17]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień szczur ↑ (STR) [18]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 1 dzień oraz 2 godz. odstawienia szczur Ø (VTA) [19]

Kokaina (15 mg/kg, dwa razy dziennie, ip) x 10 dni oraz 12-14 godz. 
odstawienia szczur ↑ (VTA)

Ø (SN, FC, NAC) [19]

Kokaina (15 mg/kg, ip) x 7 dni oraz 3 tygodnie odstawienia i kokaina (10 
mg/kg, ip); sensytyzacja lokomotoryczna szczur ↑ (NAC) [20]

Kokaina (15 mg/kg, ip) x 7 dni oraz 7 dni odstawienia i kokaina (15 mg/
kg, ip); sensytyzacja lokomotoryczna szczur ↑ (NAC, STR) [21]

Kokaina (15 mg/kg, ip) x 7 dni oraz 7 dni odstawienia i kokaina (20 mg/
kg, ip); sensytyzacja lokomotoryczna szczur ↑ (NAC) [14]

Kokaina (10 mg/kg, ip) x 9 dni; warunkowa preferencja miejsca szczur ↑ (NACc)
Ø (NACs) [22]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 9 dni oraz 30 min. odstawienia szczur ↑ (STR) [23]

Kokaina (20 mg/kg, ip) x 9 dni oraz 4 godz. odstawienia szczur Ø (STR) [23]

Kokaina (0.5 mg/kg/infuzję, iv) x 3 tygodnie samopodawania szczur ↑ (NAC, STR, BLA, CEA, HIP)
Ø (NAC, STR) [15]

Kokaina (0.5 mg/kg/infuzję, iv) x 3 tygodnie bierne („yoked”) podawanie szczur ↑ (NAC, STR, BLA, CEA, HIP)
Ø (NAC, STR) [15]

Kokaina (0.5 mg/kg/infuzję, iv) x 6-11 tygodni samopodawania oraz 1 
dzień odstawienia i nawrót wywołany bodźcem warunkowym szczur Ø (CEA)

Ø (BLA) [24]

Kokaina (0.5 mg/kg/infuzję, iv) x 6-11 tygodni samopodawania oraz 30 
dni odstawienia i nawrót wywołany bodźcem warunkowym szczur ↑ (CEA)

Ø (BLA) [24]
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a określona liczba naciśnięć na dźwignię aktywną wiąże 
się z uruchomieniem pompy infuzyjnej i dożylną iniek-
cją narkotyku poprzez zaimplantowany do żyły szyjnej 
górnej szczura kateter; każdej infuzji kokainy towarzy-
szył bodziec warunkowy (światło i dźwięk). W porów-
naniu do innych modeli uzależnienia, samopodawanie 
kokainy najdokładniej odzwierciedla proces wejścia 
w nałóg, a zachowania obserwowane w tym modelu 
są wysoce wrażliwe na manipulacje zmiennych środo-

iny) i bodźców warunkowych kojarzonych z pobiera-
niem substancji uzależniającej – w modulacji powsta-
łych asocjacji pamięciowych postuluje się potencjalną 
farmakoterapię uzależnień. W badaniach zastosowano 
model doświadczalny, który polega na utrwaleniu od-
powiedniej reakcji instrumentalnej (np. naciśnięcie na 
dźwignie umieszczone w klatce Skinnera) wzmacnianej 
podaniami kokainy. W tej metodzie o ilości dostarczo-
nej substancji uzależniającej decyduje samo zwierzę, 

Kokaina (0.2 mg/infuzję, iv) x 10 dni oraz 22 godzin odstawienia i nawrót 
wywołany bodźcem warunkowym szczur ↓ (NAC) [25]

↑ – wzrost ufosforylowanej formy kinazy białkowej ERK1/2; ↓ spadek ufosforylowanej formy kinazy białkowej ERK1/2; Ø – brak zmian. 

AMY – ciało migdałowate, BLA –  jądro podstawno-boczne ciała migdałowatego, BNST – jądro łożyskowe prążka krańcowego, 
CC – kora obręczy, CEA – jądro przyśrodkowe ciała migdałowatego, FC – kora czołowa, GP – gałka blada, HIP – hipokamp, NACc 
– rdzeń jądra półleżącego przegrody, NACs - skorupa jądra półleżącego przegrody, PFC – kora przedczołowa, PMC–pierwszorzę-
dowa kora ruchowa, SN – substancja czarna, STR – grzbietowe prążkowie, VTA – pole brzuszne nakrywki

Tabela 1. Rola kinazy białkowej ERK1/2 w uzależnieniu od kokainy – wyniki analiz molekularnych w chwili rozpoczęcia projektu

Model/procedura
doświadczalna Gatunek Zmiany ufosforylowanej formy ERK1/2 Referencje

Tabela 2. Rola kinazy białkowej ERK1/2 w uzależnieniu od kokainy – wyniki analiz behawioralnych w chwili rozpoczęcia projektu

Model/procedura
doświadczalna Gatunek Zmiana funkcji kinazy białkowej 

ERK1/2 Efekt kokainy Referencje

Hyperaktywność lokomotoryczna 

mysz ↓ (SL 327, ip) ↓ [6]

mysz ↓ (SL 327, ip) Ø [13,26]

szczur ↓ (PD 98059, VTA) Ø [27]

Sensytyzacja lokomotoryczna:
faza nabywania

mysz ↓ (SL 327, ip) ↓ [7,16,28]

mysz ↓ knock-out ↑ [28]

szczur ↓ (PD 98059, VTA) ↓ [27]

Sensytyzacja lokomotoryczna:
faza ekspresji mysz ↓ (SL 327, ip) Ø [7]

Warunkowa preferencja miejsca:
faza nabywania

mysz ↓ (SL 327, ip) ↓ [16]

mysz ↓ knock-out ↑ [28]

Warunkowa preferencja miejsca:
faza ekspresji

mysz ↓ (SL 327, ip) Ø (bez kokainy)
↓ (z kokainą) [16]

szczur ↓ (U0126, NACc) ↓ [22]

Warunkowa preferencja miejsca:
faza rekonsolidacji szczur ↓ (U0126, NACc)

↓ (PD98059, NACc)
↓
↓ [22]

Samopodawanie szczur ↓ (U0126, CEA) Ø [24]

Nawrót zachowań poszukiwawczych
wywoływany przez 
bodziec warunkowy

szczur ↓ (U0126, VTA) Ø [29]

szczur ↓ (U0126, BLA) Ø [24]

szczur ↓ (U0126, CEA) ↓ [24]

↑wzrost; ↓spadek; Ø – brak zmian. 

BLA –  jądro podstawno-boczne ciała migdałowatego, CEA – jądro środowe ciała migdałowatego, NACc – rdzeń jądra półleżącego 
przegrody, VTA – pole brzuszne nakrywki
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wiskowych i farmakologicznych [31]. Co więcej, samo-
podawanie kokainy wykorzystywane jest także do ba-
dania głodu narkotycznego  – efekt ocenia się podczas 
przywrócenia reakcji kojarzonej z pobieraniem kokainy 
(naciskanie na dźwignię aktywną) po okresie jej odsta-
wienia  [32]. Do realizacji projektu wykorzystano tak-
że inną innowacyjną w świetle aktualnego stanu wie-
dzy procedurę doświadczalną („yoked”). Procedura ta 
umożliwia oddzielenie motywacyjnych efektów zwią-
zanych z aktywnym pobieraniem kokainy od efektów 
farmakologicznych kokainy (czynne i bierne pobieranie 
kokainy przez zwierzęta) (Ryc.  1). 

PODSUMOWANIE UZYSKANYCH WYNIKÓW  
ORAZ WNIOSKI

W przeprowadzonych eksperymentach ex vivo  z wy-
korzystaniem połączonych metod behawioralnych 
(patrz wyżej) oraz metod molekularnych (Western 
blot) oceniano zmiany w aktywności kinazy białkowej 
ERK1/2 w różnych strukturach mózgu (kora przedczo-
łowa, hipokamp, grzbietowe prążkowie oraz jądro le-
żące przegrody) pobranych od zwierząt eksponowa-
nych na kokainę i podczas jej odstawienia (1., 3. i 10. 
dzień wygaszenia reakcji instrumentalnej). Jak wyka-
zano, w fazie samopodawania kokainy nastąpił istotny 
(o 45%) wzrost ufosforylowanej formy kinazy białkowej 
ERK1/2 w hipokampie zwierząt biernie otrzymujących 
kokainę, podczas gdy w 1. dniu wygaszenia odnotowa-
no spadek o 66 i 35% ufosforylowanej formy kinazy biał-
kowej ERK1/2 w korze przedczołowej szczurów, od-
powiednio, aktywnie i biernie otrzymujących kokainę 
(Tabela 3). Trzeci dzień odstawienia pobierania kokainy 
charakteryzował się spadkiem ufosforylowanej formy 
kinazy białkowej ERK1/2 w hipokampie szczurów ak-
tywnie (o 34%) oraz biernie (o 25%) pobierających koka-
inę, jak również w jądrze półleżącym przegrody (o 40%) 

tylko w grupie zwierząt biernie otrzymujących koka-
inę. W 10. dniu odstawienia nie zaobserwowano zmian 
w ekspresji ufosforylowanej formy kinazy białkowej 
ERK 1/2. Całkowita forma kinazy białkowej ERK1/2 nie 
ulegała zmianom w żadnej analizowanej strukturze bez 
względu na czas w jakim pobrano tkanki. Uzyskane wy-
niki potwierdzają wpływ kokainy na aktywność kinazy 
białkowej ERK1/2 oraz udział tego enzymu w asocja-
cji bodźca bezwarunkowego (kokaina) i warunkowego 
(światło i dźwięk połączone z iniekcją kokainy). 

W kolejnym etapie badań przeprowadzono analizy 
farmakologiczne, w których podjęto próbę odpowie-
dzi na pytanie czy inhibitor kinazy białkowej ERK1/2 
zmniejsza objawy głodu narkotykowego i zapobiega 
nawrotom do nałogu. Takie sytuacje kliniczne dobrze 
obrazują wygaszanie reakcji samopodawania i przy-
wrócenie zachowań poszukiwawczych u szczurów 
poddanych wcześniej procedurze samopodawania ko-
kainy. Jak wykazano, wielokrotnie podawany SL 327 
przed sesjami doświadczalnymi osłabiał (ok. 30%) na-
gradzające efekty kokainy, a hamujące efekty tego in-
hibitora nie ulegały tolerancji podczas jego wielokrot-
nych (6 dni) podań (Tabela 4). SL 327 podawany po 
sesjach doświadczalnych nie zmieniał efektów odpo-
wiedzi zwierząt. Innymi słowy wykazano, że blokada 
enzymu nie zmieniała konsolidacji asocjacji pomiędzy 
bodźcem bezwarunkowym, a warunkowym. SL 327 
podawany w trakcie samopodawania kokainy przed 
i po sesji doświadczalnej hamował nawrót do nałogu 
indukowany bodźcem warunkowym (ale nie kokainą), 
natomiast nie przyspieszał wygaszania reakcji instru-
mentalnej w fazie wygaszania [33]. 

W innej serii doświadczeń blokada kinazy białkowej 
ERK1/2 w trakcie wygaszenia (iniekcje kokainy za-
stąpiono iniekcjami soli fizjologicznej) reakcji instru-
mentalnej nie zmieniała – w porównaniu z grupami 

Rycina 1. Procedura sprzężenia „yoked”
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kokainy, różnią się sposobem aplikowania narkotyku 
(aktywne przez samo zwierzę vs. bierne przez ekspery-
mentatora) oraz neuroanatomicznym podłożem zaan-
gażowanym w taki efekt [2]. Być może te właśnie przy-
czyny powodują odmienną odpowiedź zwierząt po 
podaniu SL 327. 

Reasumując, otrzymane w projekcie wyniki wska-
zują, że:

• �Efekty nagradzające kokainy zależą od aktywno-
ści kinazy białkowej ERK1/2, ponieważ wielokrot-
ne podawanie inhibitora kinazy przed sesjami do-
świadczalnymi spowodowało zmniejszenie liczby 
naciśnięć na dźwignię aktywną i liczbę pobieranych 
porcji kokainy u szczurów.

• �Blokada kinazy białkowej ERK1/2 w trakcie samo-
podawania kokainy i jej odstawienia nie odgrywa 
roli w  przyspieszaniu wygaszenia zachowań poszu-
kiwawczych u szczurów (brak znaczących zmian 
w liczbie naciśnięć na dźwignię aktywną). 

kontrolnymi otrzymującymi w sposób analogiczny 
rozpuszczalnik – liczby naciśnięć na dźwignię aktyw-
ną. Co ciekawe, aplikowany przez 6 dni przed sesjami 
doświadczalnymi w fazie wygaszania, SL 327 osłabiał 
przywrócenie reakcji naciskania indukowanej bodź-
cem warunkowym, natomiast stosowany wielokrotnie 
po sesjach wygaszania, hamował nawrót wywoływany 
przez obwodowe podanie kokainy (Tabela 4). Efekty SL 
327 wydają się być specyficzne, gdyż ten inhibitor nie 
zmieniał liczby naciśnięć na dźwignię nieaktywną i tyl-
ko nieznacznie zmniejszał podstawową aktywność lo-
komotoryczną u zwierząt naiwnych. 

Wyniki uzyskane w tej części pracy pozostają w pewnej 
sprzeczności z wcześniejszymi doniesieniami literatu-
rowymi, w których wykazano, że podanie inhibitora ki-
nazy białkowej ERK1/2 przed kokainą w modelu sensy-
tyzacji lokomotorycznej zahamowało lokomotoryczne 
odpowiedzi samej kokainy, jak i środowiska [16]. War-
to jednak podkreślić, że modele samopodawania i wa-
runkowa preferencja miejsca, pomimo iż oba stoso-
wane w badaniach nad nagradzającymi własnościami 

Tabela 3. �Rola kinazy białkowej ERK1/2 w uzależnieniu od kokainy – wyniki analiz molekularnych (Western blot) uzyskane 
podczas realizacji projektu Naukowej Fundacji Polpharmy

Model/procedura
doświadczalna Samopodawanie kokainy

Odstawienie kokainy

1 dzień 3 dzień 10 dzień

Aktywne pobieranie kokainy 
(0.5 mg/kg/iniekcję) x 14 dni Ø (PFC, HIP, NAC, STR) ↓ (PFC)

Ø (HIP, NAC, STR)
↓ (HIP)
Ø  (PFC, NAC, STR) Ø (PFC, HIP, NAC, STR)

Bierne („yoked”) pobieranie 
kokainy (0.5 mg/kg/iniekcję) 
x 14 dni

↑ (HIP)
Ø  (PFC, NAC, STR)

↓ (PFC)
Ø (HIP, NAC, STR) ↓ (PFC, HIP, NAC) Ø (STR) Ø (PFC, HIP, NAC, STR)

↑ – wzrost ufosforylowanej formy kinazy białkowej ERK1/2; ↓ spadek ufosforylowanej formy kinazy białkowej ERK1/2; Ø – brak zmian. 

HIP – hipokamp, NAC – jądro półleżące przegrody, PFC – kora przedczołowa, STR – grzbietowe prążkowie

Tabela 4. �Rola kinazy białkowej ERK1/2 w uzależnieniu od kokainy – wyniki analiz behawioralnych  i farmakologicznych 
z użyciem inhibitora kinazy uzyskane podczas realizacji projektu Naukowej Fundacji Polpharmy

Model/procedura
doświadczalna

Samopodawanie 
kokainy

Odstawienie
kokainy

Nawrót zachowań 
poszukiwawczych 

kokaina (ip) światło + dźwięk

Samopodawanie kokainy (iv);
SL 327 podawany (6 dni) przed sesjami doświadczalnymi

↓ Ø Ø ↓

Samopodawanie kokainy (iv); SL 327 podawany (6 dni) po sesjach 
doświadczalnych Ø Ø Ø ↓

Samopodawanie kokainy (iv); SL 327 podawany (6 dni) przed sesjami 
doświadczalnymi w trakcie odstawienia Ø Ø ↓

Samopodawanie kokainy(iv); SL 327 podawany (6 dni) po sesjach 
doświadczalnych w trakcie odstawienia Ø ↓ Ø

↓ – spadek; Ø – brak zmian
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• �Zablokowanie kinazy białkowej ERK1/2 w trakcie 
samopodawania kokainy nie wpływa na nawrót za-
chowań poszukiwawczych wywołanych podaniem 
kokainy u szczurów, a w związku z tym inhibitory 
tego enzymy tylko podawane w okresie intoksykacji 
kokainowej (czyli razem z kokainą) mogą stanowić 
potencjalne leki w farmakoterapii uzależnienia od tej 
substancji psychoaktywnej.

• �Zablokowanie kinazy białkowej ERK1/2 w trakcie 
wygaszenia reakcji instrumentalnej zmniejsza na-
wrót do nałogu wywołany bodźcem warunkowym 
i bezwarunkowym (substancja uzależniająca).
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Zakład Immunopatologii, Katedra Alergologii, Immunologii i Dermato-
logii, Uniwersytet Medyczny w Łodzi

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2008 roku przyznała zespołowi pracują-
cemu pod kierunkiem prof. dr hab. Rafała Pawliczaka grant na realizację 
projektu badawczego pt.: Analiza ekspresji genów metodą whole genome 
scan w przebiegu astmy oskrzelowej z nadwrażliwością na aspirynę i nieste-
roidowe leki przeciwzapalne, astmy oskrzelowej bez nadwrażliwości, możli-
wości farmakologicznej interwencji i ewaluacji ryzyka.

Streszczenie

Nadwrażliwość na aspirynę charakteryzuje się szeregiem objawów klinicz-
nych ze strony układu oddechowego, skóry i niekiedy przewodu pokarmo-
wego pojawiających się w ciągu kilkunastu minut do kilku godzin po za-
życiu aspiryny bądź innych niesteroidowych leków przeciwzapalnych. Zaś 
astma obok przewlekłego zapalenia błony śluzowej oskrzeli i zatok obocz-
nych nosa oraz polipów nosa stanowi główny element tzw. triady aspiry-
nowej. Wiedza dotycząca patogenezy astmy aspirynowej jak dotąd przede 
wszystkim opiera się na farmakologicznym mechanizmie działania leku, 
a mianowicie hamowaniu enzymu kaskady kwasu arachidonowego – cy-
klooksygenazy (COX-1 i COX-2) i w konsekwencji zachwiania równowagi 
między syntezą eikozanoidów szlaku cyklooksygenazy o działaniu rozkur-
czającym mięśniówkę mięśni gładkich oskrzeli (PGE2), a syntezą prozapal-
nych eikozanoidów szlaku lipooksygenazy (kwas 15-hydroksyeikozatetra-
enowy (15-HETE), leukotrieny cysteinylowe) z przewagą dla tych ostatnich. 
Jednakże teoria ta nie tłumaczy występowania nadwrażliwości na aspirynę 
tylko u niektórych pacjentów chorych na astmę oskrzelową. Dlatego też ce-
lem projektu było poszukiwanie przypuszczalnie odmiennego podłoża ge-
netycznego pomiędzy chorymi na astmę aspirynową w porównaniu do ast-
matyków bez nadwrażliwości i osób zdrowych metodą whole genome scan.

Słowa 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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Wstęp

Prosta acetylowa pochodna kwasu salicylowego – aspi-
ryna jest pierwszym lekiem uzyskanym w sposób synte-
tyczny, a nie wyizolowanym z surowców występujących 
w przyrodzie – stąd jej syntezę uznaje się za początek 
nowoczesnego przemysłu farmaceutycznego. Pomimo 
110-letniej historii stosowana jest masowo jako środek 
przeciwbólowy, przeciwgorączkowy, przeciwzapalny, 
wykazujący właściwości przeciwzakrzepowe, a także 
ostatnio odkryte działanie przeciwnowotworowe.

Jednak obok wielu korzystnych właściwości farmako-
logicznych aspiryny znajdują się i takie, które mogą być 
przyczyną poważnych konsekwencji zdrowotnych jak 
np. astmy aspirynowej. 

Astma oskrzelowa z nadwrażliwością na aspirynę jest 
niealergicznym fenotypem astmy charakteryzującym 
się dodatkowo przewlekłym, eozynofilowym nieżytem 
nosa i zatok przynosowych, często wraz z towarzyszą-
cymi polipami nosa, w którym aspiryna nie jest czynni-
kiem inicjującym lecz zaostrzającym toczący się proces 
zapalny leżący u podłoża choroby astmatycznej. Szacu-
je się, że częstość występowania tej choroby w populacji 
ogólnej wynosi od 0,6-2,5% [1,2]. Natomiast w zależno-
ści od badanej populacji i zastosowanych metod diagno-
stycznych, w populacji osób dorosłych, chorych na astmę 
oskrzelową wraz z występującymi polipami nosa nawet 
do 21% [3]. Rodzinne występowanie tejże jednostki cho-
robowej szacuje się na 1-6% przypadków [4,5]. 

Przebieg naturalny astmy oskrzelowej z nadwrażliwo-
ścią na aspirynę (aspirin-induced asthma, AIA) jest 
charakterystyczną sekwencją objawów rozpoczynającą 
się między 3 a 4 dekadą życia od przewlekłego nieży-
tu nosa, przechodząc dalej w zapalenie zatok przyno-
sowych i polipy nosa, kończąc na astmie oskrzelowej 
z nadwrażliwością na aspirynę lub inne niesteroidowe 
leki przeciwzapalne (NLPZ). Reakcja na leki pojawia się 
w przeciągu od kilkunastu minut do kilku godzin i obej-
muje takie objawy jak skurcz oskrzeli, uczucie ucisku 
w klatce piersiowej, świsty, wodnisty wyciek z nosa, blo-

kada nosa, kichanie, świąd, łzawienie oczu, przekrwie-
nie spojówek. Może również pojawić się pokrzywka, 
która obok astmy jest najczęstszą manifestacją nad-
wrażliwości. Zdarzają się także objawy ze strony ukła-
du pokarmowego takie jak: nudności, wymioty czy ból 
brzucha. Jednak najcięższą reakcją niepożądaną jest za-
grażający życiu wstrząs anafilaktyczny. 

Jednoznaczne rozpoznanie nadwrażliwości na aspiry-
nę opiera się jak na razie tylko na podstawie testów pro-
wokacyjnych, gdzie „złotym standardem” pozostaje do-
ustny test z aspiryną naśladujący naturalną ekspozycję, 
charakteryzujący się najwyższą czułością (89%) i spe-
cyficznością (93%) [6]. Jednakże zgodnie z wytycznymi 
European Academy of Allergy and Clinical Immuno-
logy (EAACI) i Global Allergy and Asthma European 
Network (GA2LEN) w pierwszej kolejności zalecane 
jest przeprowadzenie próby inhalacyjnej lub donoso-
wej. Jeśli zaś ich wynik pozostanie negatywny, a wy-
wiad wskazuje na nadwrażliwość na NLPZ, wówczas 
konieczne jest przeprowadzenie próby doustnej celem 
postawienia ostatecznej diagnozy [6]. 

Patogeneza astmy aspirynowej

Według Prof. Szczeklika i wsp., pojawienie się skurczu 
oskrzeli wraz z pozostałymi objawami towarzyszący-
mi po podaniu aspiryny nie jest konsekwencją reakcji ze 
strony układu immunologicznego, a efektem farmako-
logicznym działania leku, jakim jest zahamowanie syn-
tezy metabolitów kwasu arachidonowego szlaku cyklo-
oksygenazy (COX) [7]. Enzym ten występuje w postaci 
dwóch izoform: konstytutywnej COX-1 i indukowanej 
w ciągu 2 do 6 godzin poprzez cytokiny, bodźce zapal-
ne oraz czynniki wzrostu – COX-2. Za słusznością po-
wyższej teorii przemawia fakt, że tylko te NLPZ, których 
mechanizm działania polega na hamowaniu przede 
wszystkim COX-1 i w dużo mniejszym stopniu COX-2, 
wywołują skurcz oskrzeli u chorych na AIA [8]. Aspiry-
na, acetylując serynę w pozycji 530 łańcucha aminokwa-
sowego COX-1, powoduje zmianę konformacji białka. 
Zmieniona struktura przestrzenna centrum aktywnego 

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
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w porównaniu do pacjentów chorych na astmę oskrze-
lową z tolerancją na aspirynę [22,23]. 

Ostatnio w literaturze poświęca się dużo uwagi mar-
kerom stresu oksydacyjnego, który jak wiadomo obok 
przewlekłego procesu zapalnego jest ważnym elemen-
tem patogenezy astmy. W przypadku AIA niezwykle 
ważne jest zwrócenie uwagi na 8-izoprostany, syntety-
zowane z kwasu arachidonowego w reakcji peroksyda-
cji, na drodze niezależnej od COX, których zwiększo-
ną produkcję stwierdzono w kondensacie wydychanego 
powietrza u astmatyków z nadwrażliwością na aspirynę, 
nie leczonych glikokortykosteroidami w porównaniu do 
pacjentów chorych na astmę oskrzelową z nadwrażliwo-
ścią na ASA z włączoną steroidoterapią i osób zdrowych 
[24]. W tym samym badaniu wykazano istotną korelację 
dodatnią pomiędzy 8-izo-PGF2α i cysLTs w kondensa-
cie wydychanego powietrza u chorych z AIA zwracając 
uwagę na możliwą zależność dwóch odrębnych proce-
sów: stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego. 

Ponieważ jedynie u  osób z  AIA aspiryna wywołu-
je niealergiczną reakcję nadwrażliwości, można by po-
stulować istnienie w tej grupie chorych pewnych wyj-
ściowych, genetycznych odrębności w metabolizmie 
kwasu arachidonowego. Dlatego też celem badania było 
określenie czy i jak zmienia się ekspresja genów w ko-
mórkach jednojądrzastych krwi obwodowej (PBMC) 
pacjentów chorych na astmę oskrzelową z nadwrażliwo-
ścią na aspirynę po inkubacji z aspiryną lizynową w po-
równaniu z pacjentami chorymi na ciężką postać astmy 
oskrzelowej bez nadwrażliwości na ASA oraz z osoba-
mi zdrowymi, a także jakie znaczenie w patogenezie ast-
my z nadwrażliwością na ASA mogą mieć ewentualne 
produkty tych genów w odniesieniu do aplikacji diagno-
stycznych, klinicznych i farmakologicznych. 

Analiza ekspresji genów w komórkach 
krwi obwodowej osób chorych na astmę 
aspirynową metodą whole genome scan 
– obecny stan wiedzy

Wyniki dotychczas opublikowanych badań dotyczą-
cych różnych chorób w tym układu immunologiczne-
go wskazują, że analiza ekspresji genów w komórkach 
krwi obwodowej pozwala na określenie specyficznego 
profilu ekspresji genów. Zaś w celu jego oznaczenia nie-
wątpliwie użytecznym narzędziem badawczym od koń-
ca lat 90tych ubiegłego wieku pozostają mikromacierze 
cDNA, które pozwalają na jednoczesną analizę dziesią-
tek tysięcy transkryptów. Popularność tej metody jest 
nie tylko rezultatem jej szerokich możliwości aplika-
cyjnych, ale również zasobów uzyskiwanych informa-
cji. Jednakże przygotowując eksperyment mikromacie-
rzowy trzeba liczyć się z niezwykle trudną interpretacją 

uniemożliwia interakcje enzymu z cząsteczką kwasu ara-
chidonowego [9]. W konsekwencji dochodzi do zahamo-
wania syntezy metabolitów kwasu arachidonowego szla-
ku cyklooksygenazy - prostaglandyn i tromboksanów 
[10-12]. Pomimo zablokowania szlaku cyklooksygena-
zowego kwas arachidonowy pozostaje źródłem eikoza-
noidów powstających przy udziale lipoksygenaz i cyto-
chromu P450. COX-1 i COX-2 różnią się wrażliwością 
na hamowanie przez aspirynę ze względu na odmienną 
budowę centrum aktywnego. Obecność w COX-2 wa-
liny zamiast izoleucyny w pozycji 523 łańcucha amino-
kwasowego sprawia, że kanał centrum aktywnego tej 
izoformy enzymu jest szerszy i jego acetylacja zmienia je-
dynie specyficzność reakcji [13]. Zatem acetylacja COX 
powoduje zachwianie równowagi miedzy syntezą eiko-
zanoidów szlaku cyklooksygenazy o działaniu rozkur-
czającym mięśniówkę gładką oskrzeli (PGE2), a syntezą 
eikozanoidów szlaku lipoksygenazy kurczącymi oskrze-
la (15-HETE, LTB4, leukotrieny cysteinylowe), na korzyść 
tych ostatnich. I tak też, u pacjentów chorych na astmę 
związaną z nadwrażliwością na aspirynę - w porówna-
niu z pacjentami chorymi na astmę, tolerującymi aspi-
rynę - stwierdzano większe stężenia leukotrienów cyste-
inylowych i ich metabolitów w moczu, w popłuczynach 
oskrzelikowo - pęcherzykowych (ang. bronchoalveolar 
lavage fluid, BAL), w kondensacie powietrza wydecho-
wego, a także w popłuczynach nosowych [14-17]. Orto-
lan i wsp. wykazali wzrost stężenia LTC4 w popłuczynach 
nosowych po prowokacji donosowej z aspiryną u pacjen-
tów z triadą aspirynową [18]. Ferreri i wsp.[19], podczas 
prowokacji doustnej, obok wzrostu stężenia LTC4 opi-
sali spadek syntezy PGE2. Zespoły Pawliczak, Kowalski 
i wsp. [15] oraz Picado i wsp. [20] otrzymały podobne 
wyniki dotyczące wzrostu stężenia leukotrienów cyste-
inylowych w popłuczynach nosowych po prowokacji 
z aspiryną. Ponadto w wyniku inkubacji z aspiryną za-
obserwowano wzrost wytwarzania 15-HETE tylko przez 
komórki nabłonka nosa i leukocyty krwi obwodowej po-
chodzące od osób nadwrażliwych na ASA [21]. 

Kolejną obserwacją poczynioną u pacjentów nadwraż-
liwych na aspirynę jest zmniejszone wytwarzanie lipok-
syn (lipoxin, LX) – innych metabolitów kwasu arachi-
donowego o działaniu przeciwzapalnym, naturalnych 
antagonistów prostaglandyn i leukotrienów. Aspiryna 
acetylując COX-2, przekierowuje jej aktywność kata-
lityczną z wytwarzania prostaglandyn i tromboksanu 
na produkcję 15-epi-lipoksyny A4, czyli ATL (aspirin-
-triggered 15-epi-lipoxin A4). Obecność ATL wykazano 
również u osób, którym nie podano aspiryny, co wska-
zuje, że COX-2 może być acetylowane poprzez endo-
genne czynniki acetylujące np. 15-HETE i/lub ATL, 
sugerując dodatkowy związek ze ścieżką cytochromu 
P450. Jednakże, u osób chorych na astmę ciężką stęże-
nie lipoksyny A4 jest bardzo niskie, podobnie jest u pa-
cjentów chorych na astmę z nadwrażliwością na ASA, 



Kacprzak D. i Pawliczak R. – W poszukiwaniu podłoża genetycznego astmy oskrzelowej z nadwrażliwością na aspirynę

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2013 | 3(1) | 67-7470

a mianowicie genu kodującego galaktynę-10 – wyka-
zano bowiem istotnie statystyczny, około dwukrotny 
wzrost ekspresji galaktyny-10 u osób chorych na astmę 
oskrzelową z nadwrażliwością na aspirynę w porówna-
niu do astmatyków bez nadwrażliwości i osób zdrowych. 
Jednakże, wyniki te nie zostały potwierdzone w innym, 
niezależnym badaniu, w którym wskazano na wręcz 
mniejszą ekspresję galaktyny-10 w PBMC u pacjentów 
z AIA w porównaniu do ATA i osób zdrowych [29]. Udo-
wodniony zaś został istotnie statystyczny wzrost ekspre-
sji galaktyny-10 w popłuczynach z nosa pochodzących 
od pacjentów z AIA w porównaniu do ATA [29]. Galak-
tyna-10, zwana również kryształem Charcota-Leydena 
(CLC), należy do rodziny wiążących β-galaktozydy lek-
tyn produkowanych przez takie komórki układu immu-
nologicznego zaangażowane w procesy alergiczne jak 
eozynofile, bazofile, limfocyty T CD4+CD25+ (Treg) [30-
32]. Pomimo, że dokładna funkcja tego białka nie zosta-
ła opisana, przypuszcza się, że ekspresja CLC jest nie-
zbędna do prawidłowego funkcjonowania limfocytów 
regulatorowych [31], „strażników” tolerancji obwodo-
wej, hamujących działanie limfocytów pomocniczych, 
jak i wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych [33,34]. 
Dowiedziono także, że zmienność genetyczna w obrę-
bie promotora CLC u osób chorych na alergiczny nieżyt 
nosa w porównaniu do osób zdrowych ma wpływ na re-
gulację transkrypcji i skutkuje zwiększonym poziomem 
ekspresji genu [35].

W drugim badaniu mikromacierzowym mającym na 
celu analizę ekspresji genów w PBMC u pacjentów 
z AIA w porównaniu do ATA, spośród 34.560 bada-
nych transkryptów 2 geny spełniające kryteria p<0,001 
i ≥ 8-krotny fold change zostały potwierdzone za pomo-
cą RT-PCR – CNKSR3 i SPTBN2 [36]. Jednakże, żaden 
z tych genów nie wykazał powiązania ze stanem zapal-
nym, aktywnością układu immunologicznego czy feno-
typem astmy aspirynowej. 

W badaniu Sekigawa i wsp. [37] analizującym zmia-
ny w profilu ekspresji genów w polipach nosa u astma-
tyków nadwrażliwych na aspirynę porównując go do 

wyników ze względu na możliwość powstawania „szu-
mów” mogących zagłuszyć prawidłowy obraz profilu 
ekspresji badanych genów. Dlatego też coraz częściej 
w literaturze rozważana jest kwestia walidacji mikro-
macierzy przede wszystkim na poziomie mRNA po-
przez real time PCR. Wykazano, że korelacja pomiędzy 
wynikami mikromacierzy i RT-PCR, których ekspresja 
ulega zmianie więcej niż 2-krotnie jest często silna i zbli-
żona do 90% [25]. Natomiast częstym jest zanik tej ko-
relacji pomiędzy wynikami otrzymanymi obiema me-
todami w sytuacji, gdy wynik z analizy mikromacierzy 
sugeruje niższy niż dwukrotną zmianę w poziomie eks-
presji badanego genu, np. dla 1,4-krotnej zmiany w po-
ziomie regulacji genu korelacja ta wynosi już tylko 40% 
[26]. Istnieje również możliwość sprawdzenia uzyska-
nych rezultatów na poziomie proteomu wykorzystując 
np. metodę Western blot. Zważywszy jednak na niecał-
kowitą korelację pomiędzy ekspresją na poziomie pro-
teomu, a ekspresją na poziomie transkryptomu, często 
nie obserwuje się oczekiwanych ilościowych zmian na 
poziomie białka, które korespondowałyby z otrzyma-
nymi danymi mikromacierzowymi [27]. 

Biorąc pod uwagę rozwój badań naukowych w obsza-
rze astmy oskrzelowej z nadwrażliwością na aspirynę 
wykorzystujących eksperymenty mikromacierzowe 
nie można stwierdzić, że jest to kierunek wystarczają-
co prospektywny. W latach 2005 – 2012 w literaturze 
pojawiły się zaledwie 3 badania z użyciem mikromacie-
rzy, których celem była analiza profilu ekspresji genów 
w krwi obwodowej u chorych na AIA w porównaniu 
do ATA, w tym 2 badania były zwalidowane metodą 
RT-PCR. Jedno z tych badań wykonano również z za-
miarem porównania profilu ekspresji genów w polipach 
nosa u chorych na AIA do profilu genetycznego prze-
wlekłego zapalenia zatok. Warto wspomnieć, iż w chwi-
li rozpoczęcia projektu opublikowano wnioski z 2 ba-
dań naukowych bazujących na danych uzyskanych za 
pomocą mikromacierzy (Tabela 1).

Devouassoux i wsp. [28] badając ekspresję ponad 22.000 
genów w krwi obwodowej potwierdzili zmianę 1 z nich, 

Tabela 1. �Tabela 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu – analiza ekspresji genów we krwi obwodowej u osób chorych na 
astmę oskrzelową z nadwrażliwością na aspirynę w porównaniu do pacjentów z astmą oskrzelową bez nadwrażliwości 
i zdrowych ochotników. 

Autorzy Liczbność grup
(n = mikromacierze+RT-PCR) Warunki stymulacji z aspiryną Wyniki

Choi S i wsp. AIA n=1+0
ATA n=1+0

PBMCs inkubowane 1h z aspiryną 
lizynową o stężeniu 50μg/ml

Spośród niemal 4000 transkryptów znaleziono 
19 genów, których ekspresja różniła się w sposób 
istotny statystycznie pomiędzy AIA i ATA

Devouassoux G i wsp.(5)
AIA n=13+15
ATA n=13+25
ZDROWI n=0+27

 PB bez stymulacji aspiryną 

Spośród około 22000 transkryptów przedstawio-
no 1 (Galaktyna - 10), którego ekspresja różniła 
się w sposób istotny statystycznie pomiędzy AIA 
vs. ATA
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dilatatorów przynajmniej 8 godzin przed badaniem, 
przy zachowaniu przyjmowania wziewnych lub sys-
temowych glikokortykosteroidów. Bronchospastycz-
na postać nadwrażliwości na aspirynę była definiowa-
na zgodnie z wytycznymi EAACI/GA2LEN. Wszyscy 
pacjenci chorzy na astmę oskrzelową z nadwrażliwo-
ścią na aspirynę zostali włączeni do badania, jeżeli mieli 
dodatnią doustną próbę prowokacyjną z aspiryną w cią-
gu ostatnich 6 miesięcy przed rozpoczęciem projektu. 
Zaś pacjenci chorzy na astmę tolerujący aspirynę, oraz 
osoby zdrowe z grupy kontrolnej, zostali zakwalifikowa-
ni do badania, jeżeli mieli negatywny wywiad w kierun-
ku aspiryny i innych NLPZ również w ciągu, co najmniej 
ostatnich 6 miesięcy przed rozpoczęciem projektu. 

Od pacjentów pobrano po 54 ml krwi obwodowej, a na-
stępnie wyizolowano leukocyty na drodze rozdziału 
w gradiencie stężeń. Komórki zostały zastymulowane za-
równo roztworem aspiryny lizynowej o stężeniu 2 μM, 
jak i roztworem lizyny o stężeniu 20μM jako kontrolą 
negatywną (37°C, 30 min), po czym wyizolowano z nich 
całkowite RNA i przeprowadzono reakcję odwrotnej 
transkrypcji celem uzyskania cDNA do dalszych etapów 
doświadczenia – mikromacierzy i RT-PCR. 

Analiza statystyczna wyników pochodzących z mikro-
macierzy pozwoliła na:
• �znalezienie 344 genów, których różnica w ekspresji 

pomiędzy grupą pacjentów chorych na astmę oskrze-
lową z nadwrażliwością na ASA i pacjentów chorych 
na astmę bez nadwrażliwości była zmieniona w spo-
sób istotny statystycznie. Z grupy tej wyszczególniono 
24 geny, których ekspresja genów po inkubacji z ASA 
była zmieniona istotnie statystycznie dwa lub więcej 
razy w porównaniu do kontroli; 

• �znalezienie 501 genów, których różnica w ekspresji 
była zmieniona w sposób istotnie statystyczny pomię-
dzy pacjentami chorymi na astmę oskrzelową z nad-
wrażliwością na aspirynę, a ochotnikami zdrowymi, 
przy czym 69 genów wykazało zmianę ekspresji co 
najmniej dwukrotnie; 

• �znalezienie 488 genów, których różnica w ekspre-
sji była zmieniona w sposób istotnie statystyczny po-
między pacjentami chorymi na astmę oskrzelową bez 
nadwrażliwości na aspirynę i ochotnikami zdrowymi, 
z czego dla 33 genów różnica ta zmieniła się co naj-
mniej dwukrotnie. 

Do kolejnego etapu projektu wyodrębniono zatem 18 
genów, których zmiana ekspresji pomiędzy dwoma wy-
branymi grupami (AIA vs ATA – BMP2, CSF1, DOCK9, 
GAB3, MARVELD1, TRIP6; AIA vs ZDROWI – CD1A, 
CNPY3, CXCL11, ERAS, FOSL1, FOXF1, KLHDC2, 
MAP1S, MARVELD1, PARVG, PTPRB, TLR7) była co 
najmniej dwukrotna i których udział w procesach za-
palnych został potwierdzony w literaturze. 

profilu ekspresji genów u chorych na przewlekłe za-
palenie zatok, spośród 146 genów zaangażowanych 
w proces zapalny potwierdzono istotnie statystyczną 
zmianę 2 z nich – INDO i IL1R2. Zaobserwowano po-
nad 4-krotny wzrost ekspresji INDO i około 2,5-krot-
ny wzrost ekspresji IL1R2 u pacjentów z AIA w porów-
naniu do osób z przewlekłym zapaleniem zatok. INDO 
koduje enzym 2,3-dioksydazę indoloaminy zaangażo-
waną w katabolizm tryptofanu do kinureniny, zaś de-
gradacja tryptofanu w makrofagach skutkuje inhibicją 
proliferacji limfocytów T [38]. Aktywacja INDO nastę-
puje pod wpływem interferonów (IFNs) i cytokin pro-
zapalnych tj. IL1 [39], zaś supresja pod wpływem takich 
czynników jak TGF-β i IL4 [40,41]. Wykazano również, 
że stymulacja komórek jednojądrzastych krwi obwo-
dowej osób zdrowych aspiryną wywiera efekt inhibują-
cy na IFN- γ a tym samym na INDO hamując degrada-
cję tryptofanu [42]. Z kolei, w normalnych warunkach 
IL1R2 jest odpowiedzialny za hamowanie przyłączania 
się IL1 do receptora w ludzkich monocytach powodu-
jąc zmniejszenie aktywności COX-2, nie wywierając 
wpływu na COX-1 [43]. Zaś w przypadku osób cho-
rych na astmę oskrzelową z nadwrażliwością na aspi-
rynę wykazano istnienie form polimorficznych (SNPs, 
single nucleotide polymorphisms) genów INDO i IL1R2, 
które prawdopodobnie wpływają na zmianę regulacji 
ich transkrypcji [37]. 

Analiza ekspresji genów w komórkach 
jednojądrzastych krwi obwodowej 
osób chorych na astmę aspirynową 
metodą whole genome scan – wyniki badań 
własnych

Objawy astmy oskrzelowej z nadwrażliwością na aspi-
rynę nie są konsekwencją aktywacji układu immuno-
logicznego przez aspirynę, a jedynie jej farmakologicz-
ną właściwością wpływającą na zablokowanie syntezy 
prostaglandyn. W zgodzie z tym, wyniki badań wła-
snych dotyczących analizy globalnych profili ekspresji 
genów w PBMC u osób z astmą aspirynową z wykorzy-
staniem techniki mikromacierzy częściowo potwier-
dzają tę tezę.

Rozpoznanie astmy u chorych potwierdzono w opar-
ciu o wytyczne GINA 2006. U chorych przeprowadzo-
ny został także wywiad w kierunku alergii, zaburzeń 
w obrębie klatki piersiowej, w tym niedawnych infek-
cji dróg oddechowych oraz w kierunku palenia tyto-
niu. U wszystkich chorych w celu zmierzenia funkcji 
płuc została wykonana spirometria. Wszyscy pacjenci 
zostali także poddani testom skórnym z zestawem po-
wszechnych aeroalergenów. Chorzy na astmę oskrze-
lową uczestnicy badania zostali także poproszeni przed 
wykonaniem spirometrii o nieprzyjmowanie broncho-
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dyfikacji białek. Dlatego też, niezwykle ważne było-
by sprawdzenie przedstawionych tendencji metodą 
whole proteome analysis za pomocą chociażby mi-
kromacierzy białkowych, zarówno przed jak i po sty-
mulacji aspiryną PBMCs pacjentów z AIA versus 
ATA i zdrowi. Niewątpliwie dalsza obserwacja inte-
rakcji wybranych białek mogłaby wnieść duży wkład 
w konstrukcji molekularnych szlaków sygnałowych 
wyjaśniających patomechanizm powstawania nad-
wrażliwości na aspirynę. 

Osoby biorące udział w realizacji projektu 
badawczego

Prof. dr hab n. med. Rafał Pawliczak, Prof. dr hab. An-
drzej Bednarek, Dr n. med. Joanna Wieczfińska, Dr n. 
med. Milena Sokołowska, Dr n. med. inż. Karolina Po-
spiech, Dr n. med. Izabela Kupryś- Lipińska, Dr n. med. 
Magdalena Nowakowska, Dr n. med. Emilia Łuczak, 
Mgr inż. Dorota Kacprzak.

Prace, które powstały w wyniku realizacji 
badań finansowanych z grantu Fundacji

Komunikaty zjazdowe:

„Microarray studies of genes involved in pathogenesis 
of aspirin-induced asthma” zaprezentowany podczas 
sesji plakatowej EAACI 11th 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 
odbyła się podczas EAACI & WAO World Allergy & 
Asthma Congress w Mediolanie (Włochy) 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 października 2013 roku

Jednakże, różnice te nie zostały potwierdzone za po-
mocą badania RT-PCR tj. nie wykazano istotnych sta-
tystycznie różnic w ekspresji genów po stymulacji 
aspiryną lizynową w porównaniu do lizyny jako kon-
troli negatywnej. Dlatego też, dane uzyskane w trakcie 
realizacji projektu można podsumować następująco:

Ekspozycja na aspirynę nieznacznie zmienia global-
ne profile ekspresji genów u osób z AIA w PBMC 
w relacji do grup kontrolnych: ATA i osób zdrowych. 
Jednakże wśród tych profili nie znaleziono genów 
mających związek z  fenotypem choroby, których 
zmiana zostałaby potwierdzona na poziomie mRNA 
i okazałaby się istotna statystycznie. 

Brak istotnych różnic w  profilu ekspresji genów 
w PBMC pomiędzy osobami chorymi na AIA, a gru-
pą pacjentów chorych na ATA i osobami zdrowy-
mi po stymulacji aspiryną może również świadczyć 
o tym, że nadwrażliwość na aspirynę nie ma charak-
teru systemowego, ogólnoustrojowego, ponieważ 
w tym przypadku PBMCs nie odzwierciedlają pro-
cesów zapalnych zachodzących podczas ekspozycji 
na lek. Warto nadmienić, że w literaturze większość 
badań naukowych analizujących podłoże genetycz-
ne w astmie aspirynowej obserwuje potwierdzone, 
istotnie statystyczne zmiany ekspresji pojedynczych 
genów badając np. popłuczyny z nosa, wycinki z po-
lipów nosa co sugeruje charakter miejscowy tej jed-
nostki chorobowej. 

Wnioski

Patogeneza astmy oskrzelowej z nadwrażliwością na 
aspirynę niewątpliwie dalej będzie pozostawać w ob-
szarze zainteresowań badaczy i inspiracją do poszu-
kiwania coraz to bardziej wyrafinowanych odpowie-
dzi. Jak dotąd wiadomo, że objawy nadwrażliwości 
na aspirynę nie korelują z upośledzeniem funkcjo-
nowania układu immunologicznego, ani też jak do-
wiedliśmy nie mają związanego z tym podłoża gene-
tycznego. Możliwe, że sama aspiryna nie powoduje 
znacznych zmian na poziomie mRNA lecz w dalszej 
obróbce potranskrypcyjnej i po translacji oraz mo-

Tabela 2. �Co przyniosła realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy – Analiza ekspresji genów w krwi obwodowej u osób 
chorych na astmę oskrzelową z nadwrażliwością na aspirynę w porównaniu do pacjentów z astmą oskrzelową bez 
nadwrażliwości i zdrowych ochotników.

Liczebność grup (n= mikromacierze+RT-PCR) Warunki stymulacji z aspiryną Wyniki

AIA n=6+5
ATA n=3+4
ZDROWI n=4+11 

PBMCs inkubowane 0,5h z aspiryną lizynową 
o stężeniu 2μM (37°C)

Spośród niemal 35000 transkryptów nie zna-
leziono genu związanego z fenotypem choro-
by, którego zmiana okazałaby się istotna sta-
tystycznie pomiędzy AIA vs ATA, zdrowi po 
zastosowaniu mikromacierzy i RT-PCR
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2009 roku przyznała zespołowi pracującemu 
pod kierunkiem dr Grzegorza Plachy grant na realizację projektu badawczego 
pt.: Wpływ zmienności występującej w całym genomie (Genome-wide association) 
na stopień przerostu mięśnia lewej komory serca u chorych ze zwężeniem zastawki 
aortalnej oraz na jego regresję po operacji wszczepienia zastawki aortalnej.

Streszczenie

Objawowe zwężenie zastawki aortalnej (trzeciej pod względem czę-
stości patologii układu sercowo naczyniowego) powoduje przerost 
mięśnia lewej komory serca, który jest niezależnym czynnikiem ry-
zyka zgonu. Z uwagi na brak korelacji między stopniem zwężenia za-
stawki aortalnej a przerostem mięśnia lewej komory serca wysunięto 
hipotezę, że jest on uwarunkowany czynnikami genetycznymi. Po ope-
racji wymiany zastawki następuje redukcja zwiększonej masy lewej 
komory, ale istnieje grupa chorych, u których nie dochodzi do regre-
sji przerostu. Niepełna redukcja przerostu jest przyczyną upośledze-
nia funkcji rozkurczowej lewej komory, co prowadzi do niewydolności 
krążenia oraz zwiększa prawdopodobieństwo zgonu z przyczyn serco-
wych. Można wysunąć hipotezę, że dynamika i  stopień redukcji prze-
rostu mięśnia lewej komory są również determinowane przez czynniki 
genetyczne. Celem projektu było określenie wpływu zmienności gene-
tycznej występującej w całym genomie na stopień przerostu mięśnia 
lewej komory serca u chorych ze zwężeniem zastawki aortalnej oraz 
na jego regresję po operacji wszczepienia zastawki aortalnej. Badanie 
wykazało, że kilkanaście obszarów genomu (7q31, 1p36, 5q14, 2p24, 
1q32, 4q13) wykazuje związek z przerostem lewej komory serca oraz 
z regresją masy mięśnia lewej komory po wymianie zastawki (4q12, 
15q21, 14q22, 12q22). Uzyskane wyniki mogą mieć istotne implikacje 
kliniczne w zakresie kwalifikacji do zabiegu wymiany zastawki, mogły-
by również wpływać na indywidualizację leczenia farmakologicznego 
znanymi lekami po operacji a przez to przyczyniać się do zmniejsze-
nia kosztów leczenia szpitalnego, jak również może umożliwić poszu-
kiwanie nowych, skuteczniejszych leków.

Słowa kluczowe: badanie całego genomu • przerost serca • lewa komora 
serca • zmienność genetyczna • polimorfizm • regresja przerostu lewej 
komory • zwężenie zastawki aortalnej

Związek zmienności występującej w całym genomie (Genome-
wide association) ze stopniem przerostu mięśnia lewej komory 

serca u chorych ze zwężeniem zastawki aortalnej oraz z jego 
regresją po operacji wszczepienia zastawki aortalnej 

Impact of genetic variation on myocardial hypertrophy in patients 
with aortic valve stenosis and on its regression after 

aortic valve replacement surgery. A whole genome approach
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Wstęp

Zwężenie zastawki aortalnej jest trzecią pod 
względem częstości (po nadciśnieniu tętniczym 
i chorobie niedokrwiennej serca) patologią układu 
sercowo-naczyniowego i obejmuje 5% osób po 75 
roku życia. Objawowe zwężenie zastawki aortalnej 
powoduje wzrost ciśnienia skurczowego w lewej ko-
morze i w konsekwencji wyrównawczy koncentrycz-
ny przerost jej mięśnia [1]. Przerost mięśnia lewej 
komory jest niezależnym czynnikiem ryzyka zgo-
nu [2]. Stopień przerostu mięśnia serca lewej komo-
ry u chorych ze zwężeniem zastawki aortalnej może 
być bardzo różny - od prawidłowej masy komory do 
ciężkiego jej przerostu i wykazuje tylko niewielką ko-
relację z powierzchnią zastawki [3]. Z uwagi na brak 
wyraźniej zależności między stopniem zwężenia za-
stawki aortalnej a przerostem mięśnia lewej komory 
serca wysunięto hipotezę, że jest on uwarunkowany 
czynnikami genetycznymi [4]. Badania przeprowa-
dzone w rodzinach potwierdzają tę hipotezę wyka-
zując wysoki (od 0.24 do 0.32) współczynnik dziedzi-
czenia masy lewej komory w populacji ogólnej [5,6]. 
Operacja wymiany zastawki na sztuczną prowadzi 
do redukcji gradientu ciśnień w drodze odpływu 

i usuwa przyczynę przerostu mięśnia lewej komo-
ry. Oczekiwanym skutkiem leczenia operacyjnego 
jest redukcja patologicznie zwiększonej masy lewej 
komory. Jednak nie u wszystkich chorych, pomimo 
usunięcia mechanicznej przeszkody w drodze od-
pływu lewej komory dochodzi do regresji przerostu 
w oczekiwanym okresie [7]. Niepełna redukcja prze-
rostu jest przyczyną upośledzenia funkcji rozkur-
czowej lewej komory, co prowadzi do niewydolności 
krążenia oraz zwiększa prawdopodobieństwo zgonu 
z przyczyn sercowych [1]. Przyczyna braku przewi-
dywanej regresji przerostu jest nieznana, nie wyka-
zano związku z współistnieniem choroby wieńcowej, 
rozmiarem sztucznej zastawki czy gradientem skur-
czowym ciśnień przez sztuczną zastawkę [8]. Moż-
na wysunąć hipotezę, że dynamika i  stopień redukcji 
przerostu mięśnia lewej komory są również determi-
nowane przez czynniki genetyczne. 

Brak skutecznego leczenia farmakologicznego, któ-
re mogłoby być alternatywą do leczenia operacyjne-
go szczególnie u chorych zdyskwalifikowanych od 
leczenia operacyjnego jak również brak skuteczne-
go leczenia wspomagającego regresję u chorych po 
operacji, skłania do poszukiwania mechanizmów 

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, 1q32, 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
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patofizjologicznych a w szczególności uwarunkowań 
genetycznych, których wykrycie ułatwiłoby indywi-
dualizację leczenia znanymi lekami oraz umożliwiło 
poszukiwanie nowych metod leczenia.

W literaturze istnieje tylko kilka sprzecznych ze 
sobą doniesień dotyczących wpływu zmienności 
genetycznej na stopień przerostu lewej komory ser-
ca u chorych ze zwężeniem zastawki aortalnej i tyl-
ko jedna praca dotycząca wpływu czynnika gene-
tycznego na regresję przerostu lewej komory serca 
po operacji wymiany zastawki aortalnej. Wykaza-
no związek polimorfizmu insercyjno-delecyjnego 
(D/I) genu enzymu konwertującego angiotensynę 
II (hACE) oraz polimorfizmu T174M genu angio-
tensynogenu (hAGT) z masą mięśnia lewej komo-
ry serca u 60 chorych ze zwężeniem zastawki aor-
talnej, nie wykazano natomiast takiego związku dla 
polimorfizmu A1166C genu receptora typu 1 dla 
angiotensyny II (hAGTR1) [9]. W kolejnym bada-
niu z udziałem 82 chorych potwierdzono wpływ 
polimorfizmu D/I w hACE na przerost lewej ko-
mory jak również stwierdzono odmienną dynamikę 
regresji przerostu po operacji w zależności od ge-
notypu [4]. Brak związku polimorfizmów  T704C 
w hAGT, A1166C w hAGTR1, 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 zwęże-
niem zastawki aortalnej [10]. Nasz zespół badawczy 
wykazał na dużej, liczącej 392 chorych, grupie zwią-
zek polimorfizmu D/I hACE z przerostem lewej ko-
mory, który jest zależny od płci i występuje tylko 
u mężczyzn [11] oraz brak związku polimorfizmu 
G+1675A w genie receptora typu 2 dla angiotensy-
ny II hAGTR2 [12]. 

W  cytowanych powyżej publikacjach łatwo do-
strzec ograniczenia wynikające z dwóch przyczyn: 

1) �bardzo mała liczebność ocenianych grup (wyją-
tek stanowią doniesienia naszego zespołu) unie-
możliwia prawidłową analizę uwzględniającą 
w modelu statystycznym poza badanymi poli-
morfizmami wpływ płci, maksymalnego gra-
dientu przez zastawkę i innych zmiennych kli-
nicznych. 

2) �badanie jedynie genów kandydatów, najczęściej 
tylko wybiórczych polimorfizmów w genie, wy-
branych na podstawie dostępnej literatury i zna-
nych mechanizmów patofizjologicznych, bez 
możliwości poszukiwania nowych genów i mu-
tacji warunkujących przerost serca. 

Biorąc pod uwagę wyżej wymienione ograniczenia 
dotychczas opublikowanych badań celem projektu 

było określenie, wpływu zmienności w całym geno-
mie na stopień przerostu mięśnia lewej komory ser-
ca u chorych ze zwężeniem zastawki aortalnej oraz 
na jego regresję po operacji wszczepienia zastawki 
aortalnej oraz weryfikacja uzyskanych wyników na 
dużej grupie chorych z uwzględnieniem w analizie 
statystycznej wpływu czynników klinicznych oraz 
analizy haplotypów. Zastosowana metoda, ocenia-
jąca jednocześnie 500 000 markerów genetycznych, 
umożliwiła analizę zmienności całego genomu bez 
hipotezy a priori czyli bez ograniczeń charaktery-
stycznych dla badania genów kandydatów.	

Metodologia

Badana grupa

Grupę badaną stanowili chorzy hospitalizowani w Kli-
nice Wad Nabytych Serca  Instytutu Kardiologii. Kry-
terium włączenia do badania: a) rozpoznanie istotne-
go zwężenia zastawki aortalnej, na podstawie badania 
podmiotowego, przedmiotowego, potwierdzone bada-
niem echokardiograficznym, b) wiek 30-75 lat. Kryte-
rium wykluczenia z badania: współistniejące: a) umiar-
kowana lub istotna niedomykalność zastawki aortalnej, 
b) wady pozostałych zastawek, c) wywiad wyczyno-
wego uprawiania sportu w przeszłości. 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 odległych 
oraz stosowane leczenie farmakologiczne. Podczas wi-
zyty kontrolnej, która odbyła się po 12-24 miesiącach 
od operacji wymiany zastawki, uzyskano dane klinicz-
ne (stan kliniczny, wydolność krążenia, stosowane leki) 
oraz wykonano standardowe badanie Echo. Projekt 
uzyskał zgodę komisji bioetycznej. Wszyscy badani wy-
razili pisemną zgodę na udział w badaniu.

Metody oceny przerostu serca

W badaniu echokardiograficznym oceniane były 
następujące parametry: a) wymiary jam serca, b) 
grubość przegrody międzykomorowej i ściany tyl-
nej, c) względna grubość mięśnia, d) frakcja wy-
rzutowa, e) gradient średni i maksymalny przez za-
stawkę aortalną. Masa mięśnia lewej komory serca 
została obliczona za pomocą wzoru [13] i indekso-
wana do powierzchni ciała obliczonej ze wzoru [14].

Metody genetyczne i bioinformatyczne

Z uwagi na wysoki koszt mikromacierzy genomo-
wych, do analizy genetycznej została zastosowana 
ekonomiczna i skuteczna metoda pulowania (ang. 
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Wybór chorych do poszczególnych grup badanych

Przy użyciu pakietu statystycznego SAS System wer-
sji 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, USA) napisano pro-
gram kwalifikujący z bazy danych chorych do nastę-
pujących grup:

Badanie przekrojowe dla oceny wpływu zmienności 
w całym genomie na stopień przerostu mięśnia lewej 
komory serca u chorych ze zwężeniem zastawki aor-
talnej: 120 chorych (w tym 60 kobiet i 60 mężczyzn) 
o niskiej masie serca oraz 120 chorych (w tym 60 ko-
biet i 60 mężczyzn) ze znacznym przerostem mięśnia 
lewej komory serca. 

Badanie powtórzonych pomiarów (follow-up, lon-
gitudinal analysis) dla zbadania związku zmienności 
w całym genomie z regresją przerostu mięśnia serca 
po operacji wszczepienia zastawki aortalnej u chorych 
ze zwężeniem zastawki aortalnej: 120 (w tym 60 ko-
biet i 60 mężczyzn) chorych o niskiej regresji przero-
stu oraz 120 chorych (w tym 60 kobiet i 60 mężczyzn) 
o dużej redukcji masy serca.

Pulowanie DNA

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

Genotypowanie przy użyciu mikromacierzy

60 kobiet i 60 mężczyzn z najwyższym LVMI zosta-
ło losowo przydzielonych do jednej z czterech pul 
i podobnie 60 kobiet i 60 mężczyzn z najniższą masą 
serca zostało losowo zakwalifikowanych do jednej 
z czterech pul, zostały zastosowane osobne pule dla 
mężczyzn i kobiet. DNA zawarte w poszczególnych 
pulach zostało poddane procedurom zgodnie z za-
leceniami producenta, aby umożliwić hybrydyzację 
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 zawierający intensywność sygnału dla po-
szczególnych typów sond (CEL) został wygenerowany 
za pomocą dedykowanego programu (GeneChip® Ge-
notyping Analysis Software GTYPE v4.0).

Analiza bioinformatyczna danych z mikromacierzy

Pliki zawierające intensywność sygnału z  każ-
dej mikromacierzy zostały wykorzystane do obli-
czenia współczynnika RAS (relative allelic score) 
z uwzględnieniem wszystkich dostępnych dla da-

pooling) poszczególnych próbek DNA [15,16] od-
dzielnie dla grupy badanej (z największym przero-
stem) i oddzielnie dla grupy kontrolnej (z najmniej-
szym przerostem). Poszczególna pula jest tworzona 
dwukrotnie w celu kompensacji błędów w pipetowa-
niu i każda z tak utworzonych mieszanin jest anali-
zowana na płytkach mikromacierzowych. Specjalny 
algorytm pozwala na odczyt sygnału dla alleli po-
szczególnych polimorfizmów a ich wzajemny sto-
sunek umożliwia oszacowanie z dużą dokładnością 
częstości występowania danego allelu w puli oraz 
ocenę statystyczną różnic w częstości występowania 
alleli poszczególnych polimorfizmów między grupą 
badaną, a grupą kontrolną [15,16]. Kluczowym eta-
pem dla metody pulowania jest bardzo dokładny po-
miar i normalizacja stężenia DNA od poszczegól-
nych chorych.

Izolacja DNA

DNA wyizolowano z krwi pełnej metodą opartą na 
trawieniu krwi proteinazą K a następnie na rozdzia-
le od białek i oczyszczeniu DNA na łożach siliko-
nowych. W celu uzyskania DNA o odpowiedniej 
czystości i stężeniu powyżej 50ng/uL, zastosowano 
kolumny do wirowania z prędkością 10 000 G z ło-
żem silikonowym firmy Qiagen. Wstępna ocena stę-
żenia DNA metodą spektrofotometryczną ujawniła 
odpowiednie stężenia 50-150ng/uL dla większości 
próbek DNA. 

Dokładny pomiar stężenia DNA 

Homogenność stężenia DNA między analizowanymi 
próbkami jest warunkiem koniecznym i krytycznym 
dla metod genotypowania przy użyciu pulowanego 
DNA. Dla oznaczenia stężenia DNA stosowano po-
czątkowo pomiar za pomocą metody fluorymetrycz-
nej przy użyciu barwnika PicoGreen, który nie dał 
niestety powtarzalnych wyników, następnie zastoso-
wano pomiar ilości kopii genu dla RNAzy P w danej 
próbce i odnoszoną ją do krzywej standardowej, przy 
pomocy techniki pomiaru kwasów nukleinowych 
w czasie rzeczywistym (Real-time PCR). Pomiary dla 
każdej próbki DNA wykonano w duplikacie. Metoda 
z RNAzą P dała bardzo powtarzalne wyniki. W celu 
minimalizacji błędu pipetowania stosowano podczas 
oznaczeń biorobota Janus firmy Perkin Elmer.

Normalizacja stężenia DNA

Uzyskane roztwory DNA rozcieńczono do stężenia 
50ng/uL za pomocą buforu Tris z EDTA. W celu 
minimalizacji błędu pipetowania stworzono spe-
cjalny program do normalizacji DNA dla biorobota 
Janus firmy Perkin Elmer.
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nego polimorfizmu zestawów sond (24 lub 40) przy 
użyciu programu SNPMap [17], a  formatowanie 
uzyskanej bazy danych wykonano za pomocą pro-
gramu SAS uzyskując pełną informację liczącą 51 
000 000 rekordów.

Analiza statystyczna wyników z mikromacierzy

Analizę związku RAS dla poszczególnych polimorfi-
zmów z ocenianym fenotypem wykonano przy uży-
ciu modelu statystycznego wykorzystującego 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 pomiarów powtórzonych 
(regresja przerostu), dla grup o skrajnym rozkładzie 
badanej cechy, z uwzględnieniem wpływu płci, jako 
wpływ losowy (random) uwzględniono w modelu 
przynależność do danej mikromacierzy.

Weryfikacja mikromacierzy – wybór polimorfizmów

Z uwagi na wysokie ryzyko uzyskania wyniku fałszy-
wie pozytywnego przy oznaczaniu dużej ilości po-
limorfizmów przy zastosowaniu mikromacierzy, 
a szczególnie metody oznaczania pulowanego DNA 
zastosowano następujące zaostrzone kryteria wybo-
ru polimorfizmów do weryfikacji, zgodnie z pracą 
opublikowaną w Nature Genetics [16]: a) SNP wystę-
puje wśród 200 najwyżej uszeregowanych za pomo-
cą współczynnika istotności statystycznej, uzyskane-
go z analizy mikromacierzy, b) polimorfizm znajduje 
się w bliskiej odległości (<50 kb) od znanego lub hipo-
tetycznego (na podstawie dostępnych RNA lub EST) 
genu, c) co najmniej połowa polimorfizmów znajdu-
jących się w silnym niezrównoważeniu sprzężeń, oce-
nianym za pomocą współczynnika korelacji (r2>0,8), 
z badanym polimorfizmem ma współczynnik istotno-
ści statystycznej o wartości poniżej 10tego percenty-
la obliczonego dla wszystkich testowanych polimor-
fizmów. 

Weryfikacja mikromacierzy – genotypowanie 
metodą real-time

Oznaczanie polimorfizmów zostało przeprowadzone 
za pomocą metody pomiaru kwasów nukleinowych 
w czasie rzeczywistym (Real-time PCR), z sondami 
TaqMan (AppliedBiosystems, USA) wykonanymi na 
zamówienie przez producenta przy użyciu aparatu 
ViiA7 (AppliedBiosystems, USA) z blokiem 384-stu-
dzienkowym oraz dedykowanych odczynników zgod-
nie z protokołem dostarczonym przez producenta. 
Dla kontroli jakości genotypowania 10% próbek zo-
stało oznaczonych w duplikatach, dla prezentowa-
nych wyników zgodność duplikatów wynosiła 100%. 

Do pracy z płytkami w formacie 384-studzienkowym 
użyto stacji pipetujące (biorobota) Janus Integrator 
(Perkin Elmer, USA).

Weryfikacja mikromacierzy – analiza statystyczna

Polimorfizmy zostały ocenione pod względem od-
stępstw od równowagi Hardy-Weinberga za pomo-
cą programu Haploview 4.2 (http://www.broad.mit.
edu/mpg/haploview/), przyjęto, że na istotne odstęp-
stwo od równowagi wskazuje współczynnik istotno-
ści p<0,05. 

a) Badanie przekrojowe dla oceny wpływu zmienności 
genetycznej na stopień przerostu mięśnia lewej komo-
ry serca u chorych ze zwężeniem zastawki aortalnej: 

Analizowaną cechą fenotypową był indeks masy lewej 
komory serca, zmienna ta z uwagi na rozkład odbie-
gający od normalnego została przekształcona za po-
mocą logarytmu naturalnego i stanowiła w dalszych 
analizach zmienną zależną. Dla wyboru najlepszych 
zmiennych niezależnych (epidemiologicznych i kli-
nicznych) opisujących w modelu zmienną zależną 
zastosowano procedurę PROC GLMSELECT i kry-
terium informacji Schwarz’a (Schwarz Bayesian In-
formation-SBS). Uogólnione modele liniowe (GLM, 
Genaralized Linear Models) zostały wykorzystane 
w celu oceny związku zmiennych niezależnych o roz-
kładach zarówno ciągłych jak i dyskretnych ze zmien-
ną zależną LVMI o rozkładzie ciągłym. Dla potrzeb 
analizy statystycznej genotypy poszczególnych poli-
morfizmów zostały oznaczone jako liczba kopii rzad-
kiego allelu, tj. 0 – homozygota dla częstego allelu, 1 
– heterozygota, 2 – homozygota dla rzadkiego allelu. 
Związek poszczególnych polimorfizmów z cechą fe-
notypową oceniano dla trzech modeli genetycznych: 
addytywnego, dominującego i recesywnego. Oprócz 
efektu genetycznego, uwzględniono również zmienne 
kliniczne takie jak: płeć i wiek (tzw. prosty model) lub 
płeć, wiek, waga, frakcja wyrzutowa, maksymalny gra-
dient przez zastawkę (tzw. pełny model). Analizy wy-
konano przy użyciu pakietu statystycznego SAS 9.2. 
(SAS Institute Inc., Cary, USA).

b) Badanie powtórzonych pomiarów (follow-up, lon-
gitudinal analysis) dla zbadania związku zmienno-
ści genetycznej z regresją przerostu mięśnia serca po 
operacji wszczepienia zastawki aortalnej u chorych ze 
zwężeniem zastawki aortalnej: 

Różnice pomiędzy grupami chorych o danym ge-
notypie, a zmianą indeksu masy lewej komory serca 
w czasie (longitudinal analysis) oceniano za pomocą 
modeli mieszanych dostępnych w procedurze PROC 
MIXED zawartej w  pakiecie statystycznym SAS. 
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Aby zoptymalizować model statystyczny badano 
dla ocenianej zmiennej zależnej rozkład kowarian-
cji w czasie. W tym celu porównano różne modele 
przestrzenne (Spatial) i wybrano najlepszy (Spatial-
-Power) za pomocą kryterium informacji Akaike-
’a (Akaike’s Information Criterion). W modelu użyto 
opcji empirycznego obliczania wariancji w celu osza-
cowania błędu standardowego współczynników re-
gresji. Zastosowano kodowanie genotypów i ocenia-
no modele genetyczne tak jak opisano powyżej dla 
GLM. Oprócz efektu genetycznego, uwzględniono 
również zmienne kliniczne takie jak: płeć, wiek oraz 
przedoperacyjną masę lewej komory serca – wyrażo-
ną jako logarytm naturalny z indeksu masy lewej ko-
mory (lnLVMI1). Do obliczeń statystycznych użyto 
pakietu statystycznego SAS System wersji 9.2 (SAS 
Institute Inc., Cary, USA).

Wyniki

Wyniki weryfikacji dla badania przekrojowego oce-
niającego wpływ zmienności genetycznej na stopień 
przerostu mięśnia lewej komory serca u 648 chorych 
ze zwężeniem zastawki aortalnej przedstawia Tabela 1. 
Prezentowane wyniki weryfikacji dla badania przekro-
jowego pokazują, że wszystkie wybrane do weryfikacji 
markery wykazują związek z przerostem serca u ba-
danych chorych (p<0,05). Najistotniejsze wyniki uzy-
skały markery z obszarów genomu: 7q31 (model pro-
sty p=9,2x10-5; model pełny p=6,8x10-6), 5q14 (model 
prosty p=6,7x10-4; model pełny p=8,4x10-3) oraz 2p24 
(model prosty p=1,1x10-3; model pełny p=6,9x10-4).

Wyniki weryfikacji badania powtórzonych pomia-
rów badającego związek zmienności genetycznej 
z regresją przerostu mięśnia serca po operacji wsz-
czepienia zastawki aortalnej u 446 chorych ze zwę-
żeniem zastawki aortalnej zawiera Tabela 2. Wyniki 
weryfikacji badania powtórzonych pomiarów wyka-
zują, że 5 z 6 wybranych do weryfikacji markerów 
wykazuje związek z redukcją przerostu serca u bada-
nych chorych (p<0,05). Najistotniejsze wyniki uzy-
skały markery z obszarów genomu: 4q12 (p=2,6x10-4) 
oraz 15q21 (p=1,8x10-3).

Co przyniosła realizacja grantu 
Naukowej Fundacji Polpharmy

Badania prowadzone w ramach projektu Naukowej 
Fundacji Polpharmy wykazały związek kilkudziesię-
ciu obszarów genomu ze stopniem przerostu mięśnia 
lewej komory serca u chorych ze zwężeniem zastawki 
aortalnej oraz jego regresję po operacji wszczepienia 
zastawki aortalnej. Uzyskane pozytywne wyniki dla 20 

wybranych obszarów genomu zostały potwierdzone 
na dużej grupie chorych. Wyznaczone przez badanie 
całego genomu regiony zawierają znane geny o usta-
lonym dla patofizjologii serca znaczeniu, ale również 
geny o nieopisanym związku z patologią mięśnia ser-
ca czy nawet nowe, nie opisane jak dotąd geny. Do dal-
szych badań wybrano obszary genomu o największym 
związku z przerostem serca i po wykonaniu szczegó-
łowych badań genetycznych (badanie haplotypów) 
oraz oceny transkryptów znanych jak również niezna-
nych genów występujących w tym obszarze za pomo-
cą sekwencjonowania RNA (transkryptomu) tkanki 
serca od chorych poddawanych wymianie zastaw-
ki aortalnej wyselekcjonowano geny, które modulują 
przerost serca. Dokładne sekwencjonowanie tych ge-
nów ujawniło kilka znanych polimorfizmów jak rów-
nież nowych mutacji, które mogą wpływać na funk-
cje genu. Obecnie trwają badania funkcjonalne mające 
pokazać, który z wytypowanych polimorfizmów oraz 
w jaki sposób wpływa na funkcję genu a przez to na 
przerost serca. Po zakończeniu badań funkcjonalnych 
wyniki będą opublikowane. Przykładem genu o usta-
lonym znaczeniu dla patofizjologii serca jest chyma-
za (CMA1), a badania prowadzone w ramach projektu 
wykazały, że polimorfizmy i haplotypy w obrębie genu 
chymazy mają związek ze stopniem przerostu mięśnia 
lewej komory serca u chorych ze zwężeniem zastawki 
aortalnej [19-21]. 

Dalsze kierunki badań

Uzyskane w ramach projektu Naukowej Fundacji Po-
lpharmy wyniki wskazują na silny związek wielu ob-
szarów genomu z przerostem serca, które zostało 
poddane przeciążeniu ciśnieniowemu. Wyniki z pro-
jektu umożliwiły uzyskanie dodatkowego finansowa-
nia i dlatego kolejne obszary genomu są dokładnie ba-
dane za pomocą metodologii opracowanej podczas 
realizacji projektu i mającej na celu wskazanie nie tyl-
ko funkcjonalnego polimorfizmu, ale także mechani-
zmu w jaki wpływa on na gen i patomechanizm prze-
rostu serca. 

Uzyskane wyniki mogą mieć istotne implikacje kli-
niczne w zakresie kwalifikacji do zabiegu wymiany za-
stawki np. obciążający genotyp jednego polimorfizmu 
(lub układ alleli dla panelu polimorfizmów) mógł-
by decydować o wcześniejszej kwalifikacji do opera-
cji, celem skrócenia okresu przeciążenia lewej komo-
ry i dalszego rozwoju przerostu – w konsekwencji nie 
w pełni odwracalnego, mógłby również wpływać na 
indywidualizację leczenia farmakologicznego po ope-
racji. Wyjaśnienie funkcji nowych, jeszcze nie opisa-
nych, genów modulujących przerost serca może dać 
podstawy do badań nad nowymi lekami.
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Lp.
obszar 
genomu

współczynnik istotnosci p

mikromecierze 
n=240 panel weryfikacyjny n=648

case/control GLM model prosty* GLM model pełny**

MIN vs. MAX model genetyczny model genetyczny

różnica w RAS addytywny dominujący recesywny addytywny dominujący recesywny

1 7q31 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 1q32 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 15q23 7,541E-06 0,01185 0,08666 0,01497 0,02516 0,14603 0,02441

8 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

11 18q21 5,913E-07 0,02845 0,04002 0,19631 0,01981 0,02842 0,17382

12 17q23 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

Tabela 1. Weryfikacja wyników z mikromacierzy dla badania przekrojowego.

GLM - analiza zmiennej zależnej lnLVMI przy użyciu uogólnionych modeli liniowych
* model prosty uwzględnia wiek i płeć
** model pełny uwzględnia wiek, płeć, maksymalny gradient przez zastawkę, wagę

Tabela 2. Weryfikacja wyników z mikromacierzy dla badania powtórzonych pomiarów (follow-up). Weryfikacja wyników 
z mikromacierzy dla badania powtórzonych pomiarów (follow-up).

Lp. obszar genomu

współczynnik istotnosci p

mikromecierze n=240 panel weryfikacyjny n=446

case/control MIXED MODELS*

MIN vs. MAX model genetyczny

różnica w RAS addytywny dominujący recesywny

1 4q12 1,956E-11 0,00071 0,02668 0,00026

2 15q21 2,417E-08 0,00181 0,00418 0,03305

3 14q22 3,223E-09 0,01045 0,02352 0,07999

4 12q22 1,049E-07 0,01773 0,01638 0,17731

5 8q22 5,354E-10 0,09374 0,45293 0,04023

6 2p14 1,184E-10 0,14601 0,11002 0,68956

*analiza pomiarów powtórzonych, przy użyciu modeli mieszanych, z uwzględnieniem płci, wieku i przedoperacyjnej masy
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I Zakład Medycyny Rodzinnej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi

Naukowa Fundacja Polpharmy w 2007 roku przyznała zespołowi pracującemu pod 
kierunkiem prof. Przemysława Kardasa grant na realizację projektu badawczego 
pt. Wpływ kompleksowej STRATegii edukacyjno-behawioralnej na przestrzeganie 
zaleceń terapeutycznych podczas leczenia hipolipemizującego statynami w warun-
kach opieki zdrowotnej.

Streszczenie

Cel: W przypadku asymptomatycznych schorzeń przewlekłych szczegól-
nie często dochodzi do nieprzestrzegania zaleceń terapeutycznych. Ce-
lem niniejszego badania było określenie częstości nieprzestrzegania za-
leceń terapeutycznych podczas leczenia hiperlipidemii, oraz poznanie 
wpływu wybranych czynników związanych z pacjentem, lekarzem i tera-
pią na przestrzeganie zaleceń terapeutycznych podczas leczenia tej choro-
by. W badaniu postanowiono również ocenić skuteczność interwencji edu-
kacyjno-behawioralnej na poprawę systematyczności przyjmowania leków 
obniżających stężenie cholesterolu.

Metody: Obydwie części projektu przeprowadzono w warunkach podsta-
wowej opieki zdrowotnej. Część ankietową badania przeprowadzono pod 
postacią otwartego badania kwestionariuszowego wśród pacjentów z roz-
poznaną hiperlipidemią. Skuteczność interwencji zweryfikowano w ra-
mach otwartego, prospektywnego, randomizowanego badania klinicznego 
wśród pacjentów z nieleczoną dotychczas hiperlipidemią. Pacjenci z obu 
grup otrzymali zalecenie przyjmowania simwastatyny, a dodatkowo pa-
cjenci z grupy interwencji otrzymywali ulotki edukacyjne podczas każdej 
wizyty (co 8 tygodni); proszono ich również o wybranie rutynowej czyn-
ności wykonywanej wieczorem, w celu przypominania im o konieczności 
przyjęcia leku. Okres obserwacji wynosił 48 tygodni. Pierwszorzędowym 
punktem końcowym było przestrzeganie zaleceń terapeutycznych, wyrażo-
ne jako współczynnik posiadania leków (medication possession ratio, MPR).

Wyniki: Do badania ankietowego włączono 255 pacjentów, których śred-
ni wiek (+/- SD) wynosił 60,2 +/- 10,3 lat. Spośród badanych 25,1% przy-
znało, ze zwykle zdarza się im opuszczanie niektórych dawek leków obniża-
jących stężenie cholesterolu, a jedynie 61,6% badanych realizowało w pełni 
zalecenia terapii. Główną motywacją pacjentów do stosowania leków hipo-
lipemizujących była chęć obniżenia stężenia cholesterolu. Na systematycz-
ność leczenia nie wpływały badane cechy demograficzne. Brak efektywnej 
komunikacji pomiędzy lekarzem i pacjentem stanowił natomiast ważny po-
wód nieprzestrzegania zaleceń terapeutycznych. Badani często deklarowali 
motywy finansowe jako powód nieprzestrzegania zaleceń terapeutycznych 
podczas leczenia hiperlipidemii. Do badania klinicznego włączono 198 pa-
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Nieprzestrzeganie przez pacjentów zaleceń 
terapeutycznych podczas leczenia hiperlipidemii 

– częstość, przyczyny, możliwości poprawy

Non-adherence to hyperlipidemia treatment 
– prevalence, reasons, possible interventions
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cjentów o średnim wieku 59,6 +/- 9,1 lat. Ramiona badania różniły się pozio-
mem przestrzegania zaleceń terapeutycznych: średni MPR (+/- SD) wynosił 
95,4 ± 53,7% w grupie interwencji i 81,7 ± 31,0% w grupie kontrolnej (p<0,05). 

Wnioski: Nieprzestrzeganie zaleceń terapeutycznych podczas leczenia hi-
perlipidemii jest problemem bardzo częstym. Uzyskane wyniki wskazują, 
że właściwa komunikacja pomiędzy lekarzem i pacjentem może odegrać 
szczególnie istotną rolę w motywowaniu pacjentów do systematycznego 
leczenia tego schorzenia. Użycie właściwych informacji może mieć w tym 
procesie kluczowe znaczenie. Poprawy przestrzegania zaleceń można rów-
nież oczekiwać stosując niedrogie leki hipolipemizujące. Prosta, niedroga 
interwencja edukacyjno-behawioralna okazała się skuteczna w zwiększa-
niu przestrzegania zaleceń terapeutycznych podczas profilaktycznego sto-
sowania statyn w warunkach ambulatoryjnych. 

Słowa kluczowe: nieprzestrzeganie zaleceń 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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WPROWADZENIE

Hiperlipidemia jest schorzeniem o bardzo dużym roz-
powszechnieniu w Polsce - wyniki badania WOBASZ 
wskazują, że występuje ona z częstością 67% wśród męż-
czyzn, i 64% wśród kobiet [1]. Hiperlipidemia jest jed-
nym z najważniejszych czynników ryzyka miażdżycy, 
a w konsekwencji – wysokiej chorobowości i śmiertel-
ności sercowo-naczyniowej i mózgowo-naczyniowej. 
Skuteczne leczenie hiperlipidemii ma zatem podstawo-
we znaczenie w pierwotnej i wtórnej profilaktyce kar-
diologicznej. Za obserwowany w Polsce w ostatnich la-
tach spadek umieralności z powodu choroby wieńcowej 
w największym stopniu odpowiadało zmniejszenie się 
rozpowszechnienia czynników ryzyka, w tym aż w 39% 
przypadków związane to było z redukcją średniego stę-
żenia cholesterolu [2]. Efektywność leczenia hiperlipi-
demii w Polsce jest jednak nadal daleka od pożądanej. 
W badaniu WOBASZ wykazano, że z jej powodu leczo-
ny jest jedynie co 10 chory, a leczeni skutecznie stanowią 
zaledwie 3% chorych mężczyzn i 2% chorych kobiet [1]. 

Jednym z ważnych czynników, który odpowiada za taki 
stan rzeczy, jest nieprzestrzeganie zaleceń terapeutycz-
nych, w piśmiennictwie polskim określane terminem 
angielskim non-compliance, a także coraz częściej now-
szym - non-adherence. Zjawisko to polega na stosowa-
niu przez pacjentów przepisanych leków niezgodnie 
z zaleceniami otrzymanymi od pracowników medycz-
nych. Problem ten występuje z różną częstością i w róż-
nym nasileniu w zależności od wielu czynników, w tym 
– od jednostki chorobowej i rodzaju przepisanego leku. 
Światowa Organizacja Zdrowia w swoim raporcie oce-
nia, że przeciętnie dotyczy ono około 50% pacjentów, 
leczących się z powodu chorób przewlekłych [3]. Wie-
le wskazuje na to, że w przypadku leczenia hipolipemi-
zującego, nieprzestrzeganie zaleceń terapeutycznych 
osiąga nawet jeszcze wyższe wartości. Obserwacje 
amerykańskie wskazują, że po 6 miesiącach leczenia 
zadawalająco przestrzega zaleceń terapeutycznych za-
ledwie 36% pacjentów przyjmujących leki hipolipemi-
zujące [4], a w ciągu pierwszego roku co trzeci pacjent 
przerywa leczenie całkowicie [5]. Obserwacje poczy-

nione w Polsce potwierdzają te niekorzystne tendencje: 
analiza danych dotyczących realizacji recept na statyny 
wykazała, że zaledwie 12% pacjentów leczy się tymi le-
kami systematycznie (spełnia kryterium wykupienia re-
cept na co najmniej 80% zaleconych dawek) [6]. 

NASTĘPSTWA NIEPRZESTRZEGANIA ZALECEŃ 
TERAPEUTYCZNYCH W HIPERLIPIDEMII

Podstawowym następstwem nieprzestrzegania zaleceń 
terapeutycznych jest nieskuteczność prowadzonego le-
czenia, a co za tym idzie, nie osiąganie przez pacjentów 
możliwych do osiągnięcia korzyści, udokumentowa-
nych w starannie przeprowadzonych badaniach klinicz-
nych. W wielu badaniach, w szczególności badaniach 
dużych populacji, opartych o analizę realizacji recept na 
leki stosowane w chorobach przewlekłych, przyjmuje 
się arbitralnie wartość 80% przyjętych dawek za wartość 
różnicującą pacjentów przestrzegających zaleceń tera-
peutycznych od pacjentów nieprzestrzegających tych 
zaleceń. Jak jednak wskazują najnowsze analizy, pacjen-
ci osiągają dodatkowe korzyści przyjmując co najmniej 
90% przepisanych dawek leków hipolipemizujących, 
w porównaniu z tradycyjnie akceptowanym poziomem 
odcięcia wynoszącym 80% [7]. Oznacza to jednak, że 
pacjent może względnie bezpiecznie opuścić zaledwie 
trzy dawki leku w ciągu przeciętnego miesiąca.

Nieprzestrzeganie zaleceń terapeutycznych w hiperli-
pidemii prowadzi do istotnego obniżenia skuteczności 
leczenia, wzrostu ryzyka incydentów sercowo-naczy-
niowych i zgonów [8-10]. Jak zaobserwowano, pacjenci 
nie stosujący się do zaleceń podczas leczenia statynami 
mieli o blisko 40% większe ryzyko incydentu sercowo-
-naczyniowego podczas 3-letniej obserwacji, w porów-
naniu z pacjentami stosującymi się do zaleceń [11]. Nie-
systematyczne stosowanie leków hipolipemizujących 
może prowadzić do podobnych wyników leczenia, jak 
nie stosowanie tych leków w ogóle [12,13]. 

Mając na uwadze wspomniane następstwa nieprze-
strzegania zaleceń terapeutycznych, wskazane jest 

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 • statins • simvastatin
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cholesterolu u badanych wynosiło 273,8 +/- 50,5 mg%. 
Najczęściej stosowaną wśród badanych klasą leków hi-
polipemizujących były statyny (53,0% chorych), a spo-
śród nich - simwastatyna (31,4%). Wystąpienia działań 
niepożądanych podczas stosowania leków hipolipemi-
zujących doświadczyło jedynie 9,0% badanych – były 
to przede wszystkim działania niepożądane ze strony 
przewodu pokarmowego (4,8%) oraz bóle głowy (1,3%), 
żaden z badanych nie podawał natomiast bólów mię-
śniowych.

Realizacja leczenia

Jedna czwarta badanych (25,1%) przyznała, ze „zwykle 
zdarza się im opuszczanie niektórych dawek leków ob-
niżających stężenie cholesterolu”. Jako najczęstszy po-
wód respondenci wymieniali zapomnienie (46 osób), 
a znacznie rzadziej – działania niepożądane (4 osoby) 
i obiektywne trudności wynikające z okresowego prze-
bywania poza miejscem zamieszkania (3 osoby).

Rysunek 1 szczegółowo obrazuje deklarowaną przez 
pacjentów realizację leczenia. Ponad 10% pacjentów 
w ogóle nie rozpoczęło zaproponowanego leczenia hi-
polipemizującego, a zbliżony odsetek (7,5%) przerwał 
leczenie po zużyciu pierwszego opakowania leku, naj-
częściej motywując to względami finansowymi. Pa-
cjenci, którzy przerywali leczenie na późniejszym eta-
pie, motywowali to z kolei najczęściej decyzją lekarza, 

opracowanie interwencji, prowadzących do poprawy 
przestrzegania przez pacjentów zaleceń terapeutycz-
nych podczas leczenia hipolipemiującego tak w profi-
laktyce pierwotnej, jak i wspólnej. Jak jednak wykazał 
Peterson i wsp. w przeprowadzonej przez siebie meta-
analizie, dotychczas testowane interwencje miały nie-
wielki wpływ na przestrzeganie zaleceń terapeutycz-
nych podczas leczenia hiperlipidemii [14]. W związku 
z powyższym, w ramach projektu STRATuS (Wpływ 
kompleksowej STRATegii edukacyjno-behawioral-
nej na przestrzeganie zaleceń terapeutycznych pod-
czas leczenia hipolipemizującego statynami w warun-
kach podstawowej opieki zdrowotnej, grant 39/2008 
Naukowa Fundacja Polpharmy) postanowiono zba-
dać rozpowszechnienie nieprzestrzegania zaleceń tera-
peutycznych podczas leczenia hiperlipidemii oraz jego 
uwarunkowania, w tym wpływ wybranych czynników 
związanych z pacjentem, lekarzem i terapią na prze-
strzeganie zaleceń terapeutycznych. Następnie, na tej 
podstawie, postanowiono opracować prostą interwen-
cję edukacyjno-behawioralną, i przetestować jej sku-
teczność w warunkach podstawowej opieki zdrowot-
nej w Polsce.

ROZPOWSZECHNIENIE i UWARUNKOWANIA 
NIEPRZESTRZEGANIA ZALECEŃ 
TERAPEUTYCZNYCH PODCZAS LECZENIA 
HIPERLIPIDEMII

W celu oceny rozpowszechnienia nieprzestrzegania 
zaleceń terapeutycznych podczas leczenia hiperli-
pidemii, a także poznania jego uwarunkowań, prze-
prowadzono otwarte badanie ankietowe wśród pa-
cjentów podstawowej opieki zdrowotnej na terenie 
województwa łódzkiego. Do badania włączani byli 
pacjenci ambulatoryjni z rozpoznaną hiperlipidemią, 
z powodu której lekarz prowadzący przepisał im do-
wolny lek obniżający stężenie cholesterolu. Włącze-
ni do badania pacjenci otrzymywali do samodzielne-
go wypełnienia opracowany na potrzeby niniejszego 
badania anonimowy kwestionariusz. Kwestionariusz 
ten opracowany został na podstawie przeglądu lite-
ratury oraz doświadczenia autora, a zmodyfikowany 
po przeanalizowaniu wyników badania pilotażowe-
go wśród ochotników. Zawierał on pytania dotyczące 
cech demograficznych, pytania dotyczące leczenia le-
kami obniżającymi stężenie cholesterolu, oraz zakresu 
i powodów niestosowania się podczas tego leczenia do 
zaleceń terapeutycznych oraz 17 twierdzeń, co do któ-
rych badani mieli się wypowiedzieć, jak bardzo prze-
konują ich one do systematycznego zażywania leków 
obniżających poziom cholesterolu. 

W badaniu wzięło udział 255 pacjentów, których śred-
ni wiek wynosił 60,2 +/- 10,3 lat. Wyjściowe stężenie 

Rysunek 1. Realizacja zaleceń terapeutycznych co do przyjmowania 
leków obniżających stężenie cholesterolu przez respondentów badania
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Motywacja do leczenia

Zdecydowana większość badanych deklarowała 
przywiązywanie dużej wagi do podwyższonego po-
ziomu cholesterolu (41,6% uznawało to za stan bar-
dzo poważny, a 46,3% - za poważny).

problemami finansowymi, lub działaniami niepożąda-
nymi. Ostatecznie mniej, niż 2/3 badanych (61,6%) za-
deklarowało pełną realizację zaleceń terapii (co ocenio-
no na podstawie ich deklaracji dotyczącej codziennego 
przyjmowania leku obniżającego stężenie cholesterolu 
w ciągu tygodnia poprzedzającego badanie).

Co przekonało Panią/Pana do rozpoczęcia leczenia hipolipemizującego? *# %

Podwyższony poziom cholesterolu 31,9

Chęć bycia zdrowym, uniknięcia chorób 28,8

Zły stan zdrowia, obecność chorób 14,8

Lekarz 12,7

Obecność objawów chorobowych 5,7

Inne 1,7

Brak odpowiedzi 4,4

Czego przede wszystkim spodziewa się Pani/Pan w wyniku leczenia lekiem obniżającym stężenie cholesterolu? *$

Obniżenia/normalizacji poziomu cholesterolu 58,8

Uniknięcia następstw miażdżycy 36,1

Poprawy stanu zdrowia 27,5

Lepszego samopoczucie 12,9

Dłuższego życia 2,7

Inne 3,1

* pytanie otwarte, # dotyczy osób, które zadeklarowały rozpoczęcie leczenia hipolipemizującego, N = 229, $ respondenci mieli możliwość udzielenia 
więcej, niż jednej odpowiedzi – procenty nie sumują się więc do 100%

Tabela 1. Powody podjęcia przez respondentów leczenia hipolipemizującego oraz oczekiwania w stosunku do tego leczenia

Przyczyna N %

Powody finansowe 78 30,6

Brak wiedzy o chorobie i jej skutkach, nieświadomość konsekwencji posiadania wysokiego cholesterolu 44 17,3

Brak przywiązywania wagi do leczenia, lekceważenie zagrożenia, nie zależy im na własnym zdrowiu 38 14,9

Zapominanie 27 10,6

Brak systematyczności, cierpliwości, lenistwo, niedbalstwo 22 8,6

Brak widocznych i odczuwalnych efektów leczenia 17 6,7

Brak chęci do dalszego leczenia 15 5,9

Wobec obniżonego poziomu cholesterolu i/lub lepszego samopoczucia chorym wydaje się, że są wyleczeni 10 3,9

Z powodu działań niepożądanych leków - obecnych lub spodziewanych 9 3,5

Brak czasu, zapracowanie 8 3,1

Brak wiary w skuteczność terapii 7 2,7

Zbyt długotrwałe leczenie, chorych przeraża perspektywa przyjmowania leku do końca życia 6 2,4

Brak motywacji do leczenia („wysoki cholesterol nie boli”) 4 1,6

Przyjmowanie równocześnie wielu innych leków 2 0,8

Inne 10 3,9

Nie wie 32 12,5

Brak odpowiedzi 39 15,3

 $ respondenci mieli możliwość udzielenia więcej, niż jednej odpowiedzi – procenty nie sumują się więc do 100%; N=255 osób

Tabela 2. Przyczyny, dla których, według respondentów, część ludzi przerywa leczenie lekami obniżającymi stężenie cholesterolu$
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dzy o chorobie i jej skutkach, nieświadomość konse-
kwencji posiadania wysokiego poziomu cholesterolu 
oraz brak przywiązywania wagi do leczenia. Zwra-
ca uwagę, że zaledwie 3,5% badanych jako przyczynę 
przerywania leczenia wskazywało na działania nie-
pożądane stosowanych leków.

Odpowiedzi na pytanie, jakiej pomocy oczekiwaliby 
respondenci od lekarza, aby konsekwentnie realizować 
zaleconą terapię lekami obniżającymi stężenie choleste-
rolu zawarto w Tabeli 3; na pierwszym miejscu znalazło 
się częste kontrolowanie poziomu cholesterolu (36,1% 
wskazań).

Dziewięć spośród 17 twierdzeń, przedstawionych ba-
danym do oceny w części trzeciej kwestionariusza, „ra-
czej przekonywało” lub „całkowicie przekonywało” do 
systematycznego stosowania leków obniżających stę-
żenie cholesterolu co najmniej 75% badanych, a najbar-
dziej przekonujące komunikaty zostały ocenione w ten 
sposób przez 81,2% respondentów. 

Rozumienie celów leczenia

Nie wszyscy z badanych deklarowali pełne poznanie 
i zrozumienie celów leczenia lekami obniżającymi stę-
żenie cholesterolu: 87,5% podało, że lekarz poinformo-
wał ich, co jest celem prowadzonego leczenia, 83,5% 
deklarowało rozumienie celu terapii lekiem obniżają-
cym stężenie cholesterolu, ale już tylko 75,7% twier-
dziło, że lekarz poinformował ich, jak długo należy się 
tym lekiem leczyć. Spośród badanych, 76,9% przeczy-

Jako powód, który przekonał ich do rozpoczęcia le-
czenia hipolipemizującego pacjenci, którzy rozpoczę-
li to leczenie, podawali przede wszystkim podwyższo-
ny poziom cholesterolu (31,9%), chęć bycia zdrowym 
i uniknięcia chorób (28,8%), oraz zły stan zdrowia (14,8) 
(Tabela 1). Podobne były oczekiwania badanych, zwią-
zane z prowadzonym leczeniem: dotyczyły one przede 
wszystkim normalizacji stężenia cholesterolu, a także 
uniknięcia następstw miażdżycy i poprawy stanu zdro-
wia. Zwraca uwagę, że tylko 2,7% badanych jako swoje 
oczekiwanie dotyczące skutków leczenia hipolipemizu-
jącego wymieniło oczekiwanie dłuższego życia.

Wyjściowe stężenie cholesterolu u pacjentów, którzy le-
czenie rozpoczęli oraz nie rozpoczęli tego leczenia, było 
podobne (odpowiednio: 274,5 +/- 51,3 mg% i 264,2 +/- 
27,6 mg%; p>0,05).

Na pytanie dotyczące tego, czy wieczorna pora przyj-
mowania leków, wskazana w przypadku niektórych le-
ków obniżających stężenie cholesterolu, jest porą wy-
godną, 79,2% badanych odpowiedziało pozytywnie. 
Jedynie 16,5% badanych uznało, że jest to pora niewy-
godna, a pośród najczęściej podawanych wyjaśnień 
znalazły się argumenty, że „wieczorem łatwiej jest za-
pomnieć o dawce leku i ją pominąć” (10 osób) oraz że 
„rano lepiej się pamięta” (4 osoby). 

Badanych zapytano również, dlaczego część lu-
dzi przerywa leczenie lekami obniżającymi stęże-
nie cholesterolu. Odpowiedzi zawarto w Tabeli 2, do 
najczęstszych należały: powody finansowe, brak wie-

Tabela 3. Rodzaj pomocy, jakiej respondenci oczekiwaliby od lekarza, aby konsekwentnie realizować zaleconą terapię lekami 
obniżającymi stężenie cholesterolu

Rodzaj pomocy N %

Częste badania poziomu cholesterolu 92 36,1

Udzielenie wyczerpujących informacji o przepisanym leku i/lub chorobie 15 5,9

Obecnie otrzymuje odpowiednią pomoc, nie wymaga dodatkowej 14 5,5

Dobór dobrych leków 13 5,1

Kontrole stanu zdrowia 7 2,7

Skuteczna terapia 6 2,4

Motywacja 5 2,0

Tańsze leki 4 1,6

Kontynuacja leczenia 2 0,8

Szybka pomoc 2 0,8

Poinformowanie o właściwej diecie 2 0,8

Inna odpowiedź 12 4,7

Trudno powiedzieć 6 2,4

Brak odpowiedzi 75 29,4

RAZEM 255 100,0
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• �pozytywna opinia badanych na temat skuteczności 
prowadzonego leczenia hipolipemizującego,

• �częstość wizyt u lekarza POZ: najczęściej kontynu-
owali leczenie pacjenci, odbywający wizyty u lekarza 
POZ co miesiąc (82%), co dwa miesiące (79%), lub pół 
roku (75%), rzadziej pacjenci odwiedzający lekarza co 
dwa tygodnie lub częściej (60%), a najrzadziej ci, któ-
rzy odwiedzali lekarza raz w roku lub rzadziej (31%) 
(p<0,01).

WPŁYW INTERWENCJI EDUKACYJNO-
BEHAWIORALNEJ NA PRZESTRZEGANIE ZALECEŃ 
TERAPEUTYCZNYCH PODCZAS LECZENIA 
HIPERLIPIDEMII

W oparciu o wyniki uzyskane w pierwszym badaniu, 
opracowano interwencję, mającą na celu poprawę 
przestrzegania zaleceń terapeutycznych podczas le-
czenia hiperlipidemii. Jej element edukacyjny opierał 
się na specjalnie zaprojektowanych materiałach druko-
wanych, zawierających informacje pozytywnie zwery-
fikowane co do ich oddziaływania na wzrost motywa-
cji do systematycznego leczenia hiperlipidemii. Kolejne 
z zestawu tych materiałów badani otrzymywali pod-
czas każdej wizyty kontrolnej (to jest co 8 tygodni, po-
cząwszy od rozpoczęcia badania). Towarzyszył temu 
element behawioralny, polegający na poproszeniu ba-
danych o wybranie czynności rutynowo wykonywanej 
wieczorem, w celu przypominania im o konieczności 
przyjęcia leku. Podczas każdej wizyty kontrolnej, lekarz 
prowadzący miał za zadanie zapytać pacjenta, czy wy-
brana przez niego czynność przypominająca sprawdza 
się w praktyce, a w przypadku jej nieskuteczności, usta-
lić z pacjentem inną czynność przypominającą. 

Skuteczność tej interwencji edukacyjno-behawioralnej 
przetestowano w ramach randomizowanego badania 
klinicznego. Do badania włączani byli pacjenci ambu-
latoryjni z nieleczoną hipercholesterolemią (choleste-
rol całkowity >= 250mg%), w wieku 40-80 lat. Włączeni 
do badania pacjenci otrzymali zalecenie przyjmowa-
nia simwastatyny, w wyjściowej dawce 20 mg jeden raz 
na dobę, wieczorem (Simvasterol, Polpharma). Dawkę 
simwastatyny zwiększano do 40 mg jeden raz na dobę, 
wieczorem, jeśli poziom cholesterolu całkowitego po 
upływie 16 lub 32 tygodni leczenia wynosił >= 250 
mg%. Przydział do grupy interwencji lub do grupy kon-
trolnej, która otrzymywała zwykłą opiekę, odbywał się 
w sposób losowy, z zachowaniem stosunku 1:1. Okres 
obserwacji wynosił 48 tygodni.

Pierwszorzędowym punktem końcowym było prze-
strzeganie zaleceń terapeutycznych, wyrażone za po-
mocą współczynnika posiadania leków (medication 
possession ratio, MPR), który obliczany był za pomo-

tało ulotkę zawartą w opakowaniu przepisanego leku, 
ale aż 22,0% badanych znalazło tam niepokojące infor-
macje, w tym przede wszystkim: informacje odnośnie 
możliwości uszkodzenia mięśni (10 osób), możliwości 
uszkodzenia wątroby (5 osób) oraz innych działań nie-
pożądanych (25 osób).

Spośród osób, które zadeklarowały, że w momencie 
prowadzenia badania przyjmowały leki hipolipemizu-
jące, 60,7% uznało leczenie za skuteczne, a podstawo-
wą miarą skuteczności prowadzonego leczenia było dla 
nich obniżenie się stężenia cholesterolu oraz lepsze sa-
mopoczucie (odpowiednio: 81,9% i 33,6% wskazań). Je-
dynie 3,1% osób, kontynuujących leczenie w momen-
cie badania, uznało je za nieskuteczne, we wszystkich 
przypadkach w związku z brakiem obniżenia się pozio-
mu cholesterolu.

Badanym zadano również pytanie, jak długo należy się 
leczyć lekiem obniżającym stężenie cholesterolu. Zwra-
ca uwagę, że zaledwie co czwarty respondent (26,7%) 
wskazywał, że leczenie to prowadzić należy „do końca 
życia”, a niemal 25% badanych było przekonane, że le-
czenie to nie jest bezterminowe (tj. należy je prowadzić 
„do obniżenie cholesterolu”, „do osiągnięcia efektu”, „do 
poprawy stanu zdrowia” lub przez określony okres cza-
su – respondenci podawali tu okresy wynoszące od 3 
miesięcy do kilku lat). 

Zależność kontynuacji leczenia od innych 
parametrów

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zależności po-
między żadnym z uwzględnionych w badaniu para-
metrów demograficznych (tj. płcią, wiekiem, miej-
scem zamieszkania, poziomem wykształcenia oraz 
statusem zawodowym badanych) a kontynuacją lecze-
nia w chwili prowadzenia badania (p>0,05). Na konty-
nuację leczenia nie wpływała też istotnie opinia bada-
nych na temat powagi stanu, jakim jest podwyższony 
poziom cholesterolu, obecność lub brak choroby wień-
cowej, uzyskanie od lekarza informacji, jak długo nale-
ży leczyć się lekiem obniżającym stężenie cholesterolu, 
obecność działań niepożądanych leczenia hipolipemi-
zującego, opinia badanych na temat wygody przyjmo-
wania leków hipolipemizujących wieczorem oraz fakt 
podejmowania przez badanych działań, ułatwiających 
im przyjmowanie leku hipolipemizującego wieczorem. 
Na kontynuację leczenia istotnie statystycznie wpływa-
ło natomiast: 
• �przekazanie choremu przez lekarza informacji na te-

mat tego, co jest celem leczenia,
• �rozumienie celów terapii lekami obniżającymi stęże-

nie cholesterolu,
• �przeczytanie ulotki zawartej w opakowaniu leku hipo-

lipemizującego,
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istotnie zróżnicowane w zależności od występowania 
lub braku działań niepożądanych.

Dyskusja

Nieprzestrzeganie zaleceń terapeutycznych jest jedną 
z podstawowych barier rozwoju współczesnej medy-
cyny. To ono odpowiedzialne jest za rozbieżność efek-
tywności terapii, obserwowanej w praktyce, z wynika-
mi osiąganymi w ściśle kontrolowanych warunkach 
randomizowanych badań klinicznych. Pacjenci, nie 
stosujący się do zaleceń terapeutycznych, nie osiągają 
możliwych do osiągnięcia korzyści. Co więcej, w zwięk-
szony sposób korzystają z usług medycznych i są źró-
dłem dodatkowych kosztów [15]. Koszty te oceniane 
są w Niemczech na co najmniej 10 mld euro rocznie 
[16]. Według ostrożnych szacunków autora, koszty po-
noszone w związku z nieprzestrzeganiem zaleceń tera-
peutycznych z budżetu powszechnego systemu opie-
ki zdrowotnej w Polsce mogą wynosić około 6 mld zł 
rocznie. 

Badania prowadzone w Polsce potwierdzają wysoką 
częstość nieprzestrzegania zaleceń terapeutycznych, 
nawet w przypadku pacjentów chorujących na choro-
by objawowe, takie jak choroba wieńcowa [17,18]. Nie-
przestrzeganie zaleceń terapeutycznych jest jednak 
szczególnie częste w przypadku schorzeń przewlekłych 
o charakterze asymptomatycznym, w przypadku któ-
rych prowadzone leczenie nie przynosi bezpośrednich, 
zauważalnych przez pacjenta efektów [19]. Do najczęst-
szych schorzeń tego typu należy hiperlipidemia, która 
z racji swoich poważnych następstw, ma jednocześnie 
istotne znaczenie społeczne. Mając na uwadze wysokie 
rozpowszechnienie tego schorzenia w Polsce [20] oraz 
społeczną skalę następstw zdrowotnych (choroba wień-
cowa, zawały, udary, zaburzenia krążenia obwodowe-
go, zgony) i pozazdrowotnych tej choroby, zapewnie-
nie odpowiednio wysokiego poziomu przestrzegania 
zaleceń terapeutycznych podczas terapii tego schorze-
nia staje się istotną potrzebą społeczną. Tymczasem, 

cą ilorazu liczby dni, podczas których w wyniku prze-
pisania kolejnych recept pacjent był w posiadaniu sim-
wastatyny, do całkowitej liczby dni okresu obserwacji. 
Dodatkowo, oceniany był także odsetek pacjentów kon-
tynuujących leczenie oraz długość nieprzerwanego le-
czenia. 

Do badania włączono 198 pacjentów, których średni 
wiek wynosił 59,6 +/- 9,1 lat. Badane grupy nie różniły 
się pomiędzy sobą w zakresie płci, wieku, wagi, wzro-
stu, współczynnika masy ciała oraz wyjściowych para-
metrów lipidogramu. 

Pacjenci z grupy interwencji wybierali różne czynno-
ści w celu przypominania im o konieczności systema-
tycznego przyjmowania leków, najczęściej była to kola-
cja (53,3%). Podczas kolejnych wizyt, pacjenci uznawali 
wybrane przez siebie czynności przypominające o ko-
nieczności przyjęcia leku za przydatne w ponad 90% 
przypadków. Podczas pierwszej wizyty kontrolnej, to 
jest po 8 tygodniach obserwacji, jedynie 6% pacjentów 
kontynuujących badanie dokonało zmiany wybranej 
prze siebie czynności na inną, podczas kolejnych wizyt 
odsetek ten był jeszcze niższy. 

Odsetek pacjentów kontynuujących terapię malał wraz 
z długością obserwacji do nieco ponad 60% i był porów-
nywalny w obu grupach (Rys. 2). Średni czas kontynu-
acji terapii wynosił 35,5 tyg. w grupie kontrolnej i 36,1 
tyg. w grupie interwencji (p>0,05). Badane grupy róż-
niły się istotnie pod względem poziomu przestrzegania 
zaleceń terapeutycznych: średnia wartość MPR (± SD) 
wynosiła 95,4 ± 53,7% w grupie interwencji i 81,7% ± 
31,0% w grupie kontrolnej (p<0,05). Nie zaobserwowa-
no istotnego zróżnicowania MPR w zależności od płci 
ani wieku w żadnej z badanych grup, ani dla całości ba-
danych, z wyjątkiem grupy kontrolnej, w której MPR 
osiągał większe wartości wśród osób starszych (od-
powiednio 92,0 ± 22,7% wśród pacjentów w wieku 65 
i więcej lat, w porównaniu z 78,2 ± 32,7% wśród młod-
szych badanych, p<0,05). 

W obu grupach obserwowano systematyczny spadek 
poziomu cholesterolu całkowitego, LDL-cholesterolu 
i trójglicerydów, przy względnie stałym poziomie HDL-
-cholesterolu. Na etapie zakończenia 48-tygodniowej 
obserwacji, badane grupy nie różniły się pomiędzy sobą 
wartością żadnego z powyższych parametrów (p>0,05). 

Objawy niepożądane wystąpiły u łącznie 20,7% bada-
nych, z podobną częstością w obu grupach (odpowied-
nio: 22,4% w grupie interwencji oraz 18,7% w grupie 
kontrolnej, p<0,05). Najczęściej miały one charakter ła-
godnych dolegliwości ze strony przewodu pokarmowe-
go. W żadnej z badanych grup przestrzeganie zaleceń 
terapeutycznych, wyrażone za pomocą MPR, nie było 

Rysunek 2. Zmiana odsetka badanych kontynuujących leczenie 
simwastatyną, w zależności od przydziału do grupy badania klinicznego
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perlipidemii wykorzystano simwastatynę. Dla odmiany 
pacjenci przerywający leczenie najczęściej wskazywali 
na problemy finansowe, tą samą przyczynę wymieniali 
respondenci także na pierwszym miejscu wśród przy-
czyn, dla których w ich mniemaniu, inni ludzie przery-
wają leczenie hipolipemizujące. Wskazuje to zatem na 
generalnie bardzo dobrą tolerancję leków hipolipemi-
zujących oraz na potencjalną rolę, jaką w przestrzega-
niu zaleceń terapeutycznych odegrać może stosowanie 
leków niedrogich. W wielu badaniach zaobserwowano 
bowiem, że zwiększenie dostępności finansowej leków 
poprawia przestrzeganie zaleceń terapeutycznych [16]. 
Podkreślić należy, że w chwili obecnej wszystkie waż-
niejsze leki hipolipemiczne mają na polskim rynku do-
stępne wersje generyczne, co pozwala zaoferować pa-
cjentom wysokiej jakości leczenie w przystępnej cenie.

Zwraca również uwagę, że wśród parametrów, różni-
cujących prawdopodobieństwo kontynuacja leczenia, 
nie znalazł się żaden z parametrów demograficznych, 
w przeciwieństwie do parametrów związanych z komu-
nikacją lekarz-pacjent (przekazanie choremu przez le-
karza informacji na temat tego, co jest celem leczenia) 
oraz rozumienia celowości prowadzonej terapii. Komu-
nikacja ta jest szczególnie efektywna, gdy bezpośrednio 
podejmuje temat przestrzegania zaleceń terapeutycz-
nych. Jak wykazano w niedawnym przeglądzie systema-
tycznym, szczególnie dobre efekty dają te interwencje 
zmierzające do poprawy przestrzegania zaleceń tera-
peutycznych, które uwzględniają współpracę z pacjen-
tem w oparciu o informacje odnośnie realizacji terapii, 
uzyskiwane dzięki obiektywnej ocenie przestrzegania 
zaleceń terapeutycznych [23]. Należy zatem mieć na-
dzieję, że wprowadzany w Polsce system elektronicz-
nego konta pacjenta oraz elektronicznych recept ułatwi 
lekarzom, farmaceutom i pacjentom choć przybliżony 
wgląd w realizację zaleceń terapeutycznych i tym sa-
mym, stanie się dobrym punktem wyjścia do wdraża-
nia takich interwencji w codziennej praktyce. 

Sytuacja ta zmusza do poszukiwania interwencji popra-
wiających przestrzeganie przez pacjentów zaleceń te-
rapeutycznych podczas leczenia hipolipemizującego. 
Prowadzone w tym celu badania nie przyniosły jednak 
dotychczas w pełni zadawalających efektów. Jak pod-
kreślają autorzy meta-analizy, obecne metody poprawy 
przestrzegania zaleceń terapeutycznych w przypadku 
schorzeń przewlekłych są najczęściej skomplikowane 
i mało skuteczne. Zaobserwowano, że w przypadku le-
czenia przewlekłego, największą skuteczność w popra-
wie przestrzegania zaleceń terapeutycznych osiągają 
interwencje złożone [24]. Wychodząc z tego założenia, 
w niniejszym projekcie poddano ocenie skuteczność 
interwencji złożonej z elementów edukacyjnych (ma-
teriały informacyjne dystrybuowane wśród pacjentów) 
oraz behawioralnych (zaadoptowanie rutynowej czyn-

jak wykazała analiza danych dotyczących realizacji re-
cept w lubuskim oddziale NFZ, zaledwie 12% pacjen-
tów leczy się statynami systematycznie, przyjmując co 
najmniej 80% zaleconych dawek [6]. Stwierdzony w ni-
niejszym badaniu poziom przestrzegania zaleceń tera-
peutycznych – zaledwie około 60% badanych, którzy 
stwierdzili, że realizowali w pełni zalecenia terapii le-
kiem obniżającym stężenie cholesterolu w trakcie tygo-
dnia poprzedzającego badanie – jest potwierdzeniem 
tej reguły.

Osiągnięcie poprawy przestrzegania zaleceń terapeu-
tycznych w przypadku hiperlipidemii jest zatem szcze-
gólnie ważne. W ramach niniejszego projektu podjęto 
próbę odpowiedzi na pytania dotyczące przyczyn nie-
przestrzegania zaleceń terapeutycznych podczas lecze-
nia tej choroby oraz skutecznych metod profilaktycz-
nych i naprawczych. Jest to o tyle ważne, że w wielu 
badaniach wykazano zmniejszoną o 30-50% śmiertel-
ność wśród pacjentów systematycznie stosujących leki 
hipolipemizujące, w porównaniu z pacjentami nie prze-
strzegającymi zaleceń terapii [16,21].

Zwraca uwagę, że do podjęcia leczenia lekiem hipoli-
pemizującym skłaniało badanych pacjentów przede 
wszystkim wysokie stężenie cholesterolu. Ich oczekiwa-
nia co do leczenia obejmowały obniżenie jego stężenia, 
a oczekiwania co do pomocy ze strony lekarza – częste 
kontrole poziomu cholesterolu. Spodziewane wydłu-
żenie życia nie było natomiast argumentem, skłaniają-
cym badanych do leczenia - zaledwie co 40-ty badany 
podał taką motywację! Miarą skuteczności prowadzo-
nego leczenia było według badanych przede wszystkim 
obniżenie się stężenia cholesterolu, a świadectwem jego 
nieskuteczności – brak takiego efektu. Znaczna cześć 
badanych nie została poinformowana przez lekarzy 
prowadzących, jak długo należy leczyć się lekiem hipo-
lipemizującym, być może zatem dlatego jedynie co 4-ty 
pacjent uważał, że leczenie takie należy prowadzić bez-
terminowo.

Wbrew oczekiwaniom, pacjenci nie wskazywali na wie-
czorną porę przyjmowania leku hipolipemizującego 
jako realną barierę w realizacji tego leczenia. Z innych 
badań wiadomo jednak, że przyjmowanie leków wie-
czorem napotyka znacznie więcej problemów podczas 
realizacji, niż stosowanie tych samych leków w godzi-
nach porannych [22].

Co ważne, działania niepożądane nie były doświadcza-
ne przez badanych często – podało je łącznie zaled-
wie 9,0% badanych, a jeszcze rzadziej wskazywane były 
one przez badanych jako przyczyna, dla której ludzie 
przerywają leczenie hipolipemizujące. Podobnie, nie 
pojawiały się one potem często w ramach randomizo-
wanego badania klinicznego, w którym do leczenia hi-
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ności mającej przypominać o konieczności przyjęcia 
leku). Jak wykazało badanie, ta niedroga i relatywnie 
prosta interwencja przyczyniła się do istotnej poprawy 
przestrzegania zaleceń terapeutycznych, wyrażonego 
za pomocą MPR.

W opublikowanym niedawno przeglądzie systematycz-
nym, oceniającym wpływ różnych interwencji na prze-
strzeganie zaleceń terapeutycznych podczas leczenia 
statynami, zidentyfikowano łącznie 11 badań, wyko-
rzystujących 4 kategorie interwencji: 1. uproszczenie 
schematu leczenia, 2. edukację pacjentów 3. wzmoc-
nienie pacjentów i przypomnienia 4. złożone podej-
ście behawioralne. Z tych czterech kategorii w ocenie 
autorów najbardziej obiecujące okazało się wzmocnie-
nie pacjentów i przypomnienia, zastosowane w 6 ba-
daniach, spośród których w 4 przypadkach wykazano 
istotną statystycznie poprawę przestrzegania zaleceń 
terapeutycznych [25]. 

Podkreślić należy, że z cytowanego powyżej przeglądu 
systematycznego wnika, iż element behawioralny in-
terwencji, zastosowany w niniejszym projekcie, czyli 
zaadoptowanie przez pacjentów rutynowej czynności 
przypominającej o konieczności przyjęcia leku, nie był 
dotychczas wykorzystywany w interwencjach zmierza-
jących do poprawy przestrzegania leczenia hipolipemi-
zującego i ma charakter innowacyjny. Jego rola jest tym 
większa, że zastosowana w niniejszym badaniu simwa-
statyna, podobnie jak i inne statyny, jest lekiem, który 
powinien być przyjmowany w godzinach wieczornych. 
Pomimo wymogu przyjmowania zaledwie jednej dawki 
dobowej, fakt ten sprzyja nieprzestrzeganiu zaleceń te-
rapeutycznych pod postacią opuszczenia pojedynczych 
dawek leku. Wieczorne dawki leku przyjmowane są bo-
wiem przez pacjentów mniej systematycznie, niż dawki 
przyjmowane w godzinach porannych [22].

Interpretując wyniki niniejszego projektu, należy być 
świadomym jego ograniczeń. I tak jednoośrodkowy 
charakter badania klinicznego oraz ograniczona li-
czebność badanych narzucają oczywiste ograniczenia. 
W badaniu nie brano również pod uwagę, czy pacjenci 
przyjmowali simwastatynę w prewencji pierwotnej, czy 
wtórnej, choć kryterium włączenia sprowadzające się 
do nieleczonego, podwyższonego poziomu cholestero-
lu, pośrednio faworyzowało prewencję pierwotną. Z in-
nych badań wiadomo natomiast, że w prewencji pier-
wotnej częściej dochodzi do całkowitego przerwania 
leczenia hipolipemizującego, niż w prewencji wtórnej 
[5, 26]. Zastosowana w niniejszym badaniu procedura, 
polegająca na ocenie liczby i czasu wystawienia recept, 
a nie liczby i czasu ich realizacji, wynikała z braku peł-
nej komputeryzacji systemu obsługi recept w Polsce, co 
nie pozwala w praktyce na uzyskanie danych o realiza-
cji recept przez indywidualnego pacjenta. Sytuacja ta 

może ulec zmianie w przyszłości, wraz z wprowadze-
niem na szeroką skalę systemu e-recept. Wreszcie brak 
obserwowanego wpływu zastosowanej interwencji na 
parametry lipidogramu można wiązać z faktem, że li-
czebność badanych została wyliczona z myślą o pierw-
szorzędowym punkcie końcowym.

Opisane ograniczenia nie zmniejszają wagi, ani prak-
tycznej użyteczności obserwowanych wyników. Osią-
gnięta dzięki interwencji edukacyjno-behawioral-
nej poprawa przestrzegania zaleceń terapeutycznych 
może bowiem prowadzić do zwiększenia skuteczno-
ści leczenia hipercholesterolemii, zapobiegania jej po-
wikłaniom, a pośrednio – do wzrostu zdrowotno-
ści społeczeństwa, zmniejszenia umieralności, w tym 
zwłaszcza, dzięki skutecznej pierwotnej i wtórnej pro-
filaktyce choroby wieńcowej, zmniejszenia nadumieral-
ności mężczyzn, wydłużenia się średniej długości życia 
w Polsce, a także zmniejszenia wydatków na leczenie 
powikłań hiperchlesterolemii, w tym zwłaszcza wy-
datków ponoszonych na hospitalizacje spowodowane 
ostrymi zespołami wieńcowymi i udarami, a także wy-
datków na zabiegi kardiologii interwencyjnej, oraz wy-
datków związanych z niezdolnością do pracy i pobiera-
niem rent chorobowych przez pacjentów chorujących 
na choroby o etiologii miażdżycowej. Udowodniono 
bowiem, że oprócz ewidentnych korzyści zdrowotnych, 
poprawa przestrzegania zaleceń terapeutycznych pod-
czas leczenia hiperlipidemii wiedzie do redukcji kosz-
tów ponoszonych przez systemy opieki zdrowotnej 
[15]. Dodatkowa możliwość zastosowania praktyczne-
go uzyskanych wyników wiąże się z faktem, że na bazie 
doświadczeń zdobytych podczas realizacji niniejsze-
go projektu, przygotować będzie można analogiczne 
strategie zmierzające do polepszenia przestrzegania 
zaleceń terapeutycznych w warunkach ambulatoryj-
nej opieki zdrowotnej podczas leczenia innych cho-
rób przewlekłych o charakterze cywilizacyjnym, w tym 
zwłaszcza chorób skąpoobjawowych, takich jak nadci-
śnienie czy cukrzyca typu 2.

Podsumowanie

Projekt STRATuS został zakończony, a jego wyniki zo-
stały ogłoszone drukiem [27, 28]. W ogólnym podsu-
mowaniu wyników należy stwierdzić, że:

Znaczna część pacjentów (blisko 40%) badanych w ba-
daniu ankietowym nie przestrzegała zaleceń terapeu-
tycznych podczas terapii hiperlipidemii.

Główną motywacją pacjentów do stosowania leków hi-
polipemizujących była w tym przypadku chęć obniże-
nia stężenia cholesterolu, a ich oczekiwania dotyczyły 
częstego badania jego poziomu.
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Na przestrzeganie zaleceń nie wpływały badane ce-
chy demograficzne. Brak efektywnej komunikacji po-
między lekarzem i pacjentem stanowił natomiast waż-
ny powód nieprzestrzegania zaleceń terapeutycznych. 
W szczególności, znaczna część pacjentów nie znała 
właściwych ram czasowych leczenia lekami hipolipe-
mizującymi.

Badani deklarowali motywy finansowe jako częsty po-
wód nieprzestrzegania zaleceń terapeutycznych pod-
czas leczenia hiperlipidemii. Wskazuje to na poten-
cjalną rolę, jaką w poprawie przestrzegania zaleceń 
terapeutycznych odegrać może stosowanie leków nie-
drogich. 

Prosta, niedroga interwencja edukacyjno-behawioral-
na okazała się skuteczna w zwiększaniu przestrzegania 
zaleceń terapeutycznych podczas profilaktycznego sto-

sowania statyn w warunkach ambulatoryjnych. Biorąc 
pod uwagę, że pacjenci osiągają korzyści z leczenia hi-
polipemizującego, pod warunkiem co najmniej 2-let-
niego ciągłego leczenia, wyniki te mogą mieć istotne 
znaczenie kliniczne i ekonomiczne.

Podziękowanie

Badania zostały sfinansowane ze środków Naukowej 
Fundacji Polpharmy, w ramach grantu 39/2008 (STRA-
TUs - Wpływ kompleksowej STRATegii edukacyjno-
-behawioralnej na przestrzeganie zaleceń terapeutycz-
nych podczas leczenia hipolipemizującego statynami 
w warunkach podstawowej opieki zdrowotnej). Spon-
sor nie brał udziału w projektowaniu i przeprowadze-
niu badania, nie miał również wpływu na interpretację 
jego wyników.

• Systematyczność leczenia przez pacjentów schorzeń przewlekłych jest daleka od oczekiwań.

• �Pacjenci szczególnie często nie stosują się do zaleceń terapeutycznych podczas terapii schorzeń 
bezobjawowych.

• �Nieprzestrzeganie zaleceń terapeutycznych wiedzie do poważnych konsekwencji zdrowotnych 
i ekonomicznych.

Ramka 1. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu

• �Poprawa komunikacji lekarz-pacjent oraz stosowanie niedrogich leków może przyczynić się do 
poprawy przestrzegania zaleceń terapeutycznych podczas leczenia hiperlipidemii.

• �Użycie odpowiednich informacji może poprawić motywację pacjentów do systematycznego leczenia 
hiperlipidemii.

• �Opracowana w ramach badania realizowanego w oparciu o grant prosta interwencja edukacyjno-
behawioralna poprawia przestrzeganie zaleceń podczas hiperlipemii i może stanowić podstawę 
opracowania podobnych interwencji do zastosowania w przypadku innych schorzeń cywilizacyjnych.

Ramka 2. Co przyniosła realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy

Planowane jest wykorzystanie wyników grantu przy opracowaniu ogólnopolskiego systemu monito-
rowania i wczesnego wykrywania nieprzestrzegania zaleceń terapeutycznych na podstawie systemu 
Internetowego Konta Pacjenta i e-recept.

Ramka 3. Dalsze kierunki badań
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Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji. Zeszyty Naukowej 
Fundacji Polpharmy (dalej Zeszyty) to czasopismo nauko-
we publikujące przeglądowe i poglądowe prace naukowe po-
wstałe w oparciu o projekty badawcze finansowane ze środków 
Naukowej Fundacji Polpharmy. Tematyka prac publikowanych 
w czasopiśmie obejmuje szereg zagadnień z zakresu medycyny 
i farmacji. Celem publikacji jest prezentacja osiągnięć Auto-
rów projektów finansowanych przez Fundację w odniesie-
niu do stanu wiedzy w obszarze nauki, którego dotyczył re-
alizowany projekt.

Skład Rady Naukowej gwarantuje wysoki poziom publikowa-
nych prac.

Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji będą ukazywać się raz 
w roku. Redakcja przyjmuje do druku artykuły w języku pol-
skim lub angielskim, przy czym tytuł, streszczenie, słowa klu-
czowe i afiliacje powinny być dodatkowo napisane w języku an-
gielskim (lub polskim w przypadku prac anglojęzycznych).

Redakcja Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji uznaje za-
sady zawarte w Deklaracji Helsińskiej i w związku z tym ocze-
kuje od autorów, aby wszelkie badania wykonane z udziałem 
człowieka zostały przeprowadzone zgodnie z tymi zasadami.

Regulamin recenzowania i przyjmowania prac

Redakcja rozpatruje nadesłane prace, które zostaną uznane 
przez recenzentów i redaktorów za właściwe pod względem te-
matyki i stanowiące oryginalny wkład do postępu w nauce i/lub 
praktyce klinicznej lub posiadają pożądane walory dydaktyczne 
(szkoleniowe). Podpis pierwszego autora pod oświadczeniem 
jest równoznaczny ze stwierdzeniem, że:
• złożona praca jest własna,
• �wszyscy autorzy wyrażają zgodę na publikację przedstawio-

nego materiału.

Otrzymany manuskrypt jest na wstępie oceniany przez ze-
spół redakcyjny Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji pod 
względem poprawności przygotowania manuskryptu, doku-
mentacji fotograficznej, obecności zgody wszystkich autorów 
na publikację. Manuskrypty niekompletne będą zwracane au-
torom do uzupełnienia bez analizy merytorycznej.

Manuskrypt, co do którego nie ma uwag wstępnych, zostaje 
opatrzony kolejnym numerem, o którym informuje się auto-
ra korespondencyjnego. Maszynopis każdej pracy poddaje się 
recenzjom. Kompetentnych recenzentów wyznacza Redaktor 
Naczelny. Recenzenci przygotowują opinie, które zawierają 
uzasadnione zalecenia i sugestie poprawek i uzupełnień treści 
i formy artykułu. Recenzje są anonimowe.

Dyskwalifikacja nadesłanego maszynopisu wymaga dwóch ne-
gatywnych recenzji. Redaktor Naczelny zastrzega sobie prawo 
odmowy druku pracy zawierającej wyniki badań, w których nie 

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

Ostateczna decyzja o przyjęciu pracy do druku lub jej odrzuce-
niu należy do uprawnień Rady Naukowej i nie podlega odwo-
łaniu. Podjętych decyzji Rada Naukowa nie musi uzasadniać.

Proces recenzowania pracy nie powinien trwać dłużej niż 3-4 
tygodnie, jednak Redakcja nie może zagwarantować określone-
go terminu podjęcia decyzji.

Zezwolenia na druk

Materiałom wykorzystanym z innych źródeł musi towarzyszyć 
pisemna zgoda pierwszego autora, jak i wydawcy pierwotnej 
publikacji, w której materiał ten został opublikowany, w któ-
rych wyrażona jest zgoda na przedruk na łamach Postępów 
Polskiej Medycyny i Farmacji.

W stosunku do prac, które są w trakcie przygotowania do dru-
ku należy uzyskać zgodę na piśmie od autorów, osoby, jak rów-
nież Redakcji czasopisma, które udostępniło dane niepubliko-
wane lub informacje ustne wykorzystywane w artykule.

Poufność informacji o pacjencie

Zmiana danych biograficznych pacjenta w celu ochrony tożsa-
mości stanowi manipulację danych i nie powinna mieć miej-
sca. Niemniej jednak autorzy prac naukowych mają obowią-
zek ochraniać dane osobowe pacjenta. Publikować należy 
wyłącznie informacje o znaczeniu naukowym czy klinicznym. 
W związku z tym, jeżeli zawarte w artykule informacje umożli-
wiają w jakikolwiek sposób ustalenie tożsamości badanej osoby, 
autorzy muszą uzyskać pisemną zgodę tej osoby lub jej opieku-
na na opublikowanie jej wyników, w tym zdjęć fotograficznych, 
obrazów radiologicznych i innych przed złożeniem pracy do 
druku. Szczegóły dotyczące rasy, pochodzenia etnicznego, kul-
turowego i religii osoby badanej powinny być podane wyłącznie 
w przypadku, gdy, zdaniem autora, wywierają wpływ na prze-
bieg choroby i/ lub leczenia dyskutowanego w danym tekście.

Prawa autorskie

Po akceptacji pracy do druku autorzy przekazują prawa autor-
skie Naukowej Fundacji Polpharmy. Od momentu akceptacji 
pracy do druku w Postępach Polskiej Medycyny i Farmacji in-
formacji w niej zawartych nie wolno ujawnić w prasie do czasu 
ukazania się numeru czasopisma, w którym artykuł występuje.

Po akceptacji pracy do druku złożone materiały stają się wła-
snością Naukowej Fundacji Polpharmy i nie mogą się ukazy-
wać w innej publikacji bez pisemnej zgody Naukowej Fundacji 
Polpharmy.



Za datę przyjęcia do druku uważa się datę nadesłania ostatecz-
nej wersji artykułu. Redakcja dostarcza jeden egzemplarz cza-
sopisma każdemu autorowi opublikowanej pracy.

Odpowiedzialność cywilna

Wydawca i Rada Naukowa czynią wszelkie starania, aby zapew-
nić rzetelność informacji, opinii i stwierdzeń zawartych w arty-
kule ukazującym się w Postępach Polskiej Medycyny i Far-
macji. Niemniej jednak za treść artykułów i reklam odpowiada 
wyłącznie autor, sponsor lub firma marketingowa. Zgodnie 
z powyższym ani Wydawca, ani Rada Naukowa, ani Naukowa 
Fundacja Polpharmy nie ponoszą odpowiedzialności za skutki 
ewentualnych nierzetelności.

Redakcja stara się zapewnić w zakresie publikacji rzetelność 
dawkowania leków i innych danych ilościowych. Jednakowoż 
Redakcja zaleca czytelnikom, aby wszystkie metody i techniki 
polegające na podawaniu leków opisane w Postępach Polskiej 
Medycyny i Farmacji, były stosowane wyłącznie zgodnie z in-
strukcjami i zaleceniami producentów leków lub sprzętu, wy-
danymi w kraju danego czytelnika.

Kategorie artykułów

Redakcja Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji przyjmu-
je do druku:
• �Prace Przeglądowe, tj. doniesienia przedstawiające obec-

ny stan wiedzy na dany temat, ze szczególnym uwzględnie-
niem bieżących kontrowersji, podejścia teoretycznego i prak-
tycznego do zagadnienia, nierozwiązanych problemów itp., 
uwzględniające właściwie dobrane piśmiennictwo.

• �Prace Poglądowe: opisy dotyczące ważnych zagadnień, kon-
trowersji i opinii w medycynie i farmacji, teksty dydaktyczne 
(szkoleniowe).

• �Krótkie Doniesienia: opisy wybranych rozwiązań klinicz-
nych w przypadku konkretnych problemów, ewentualnie 
nowe odkrycia jeszcze niepotwierdzone eksperymentalnie.

Instrukcja dla autorów

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

Przygotowywanie i nadsyłanie manuskryptów

Tekst

Manuskrypt powinien być przygotowany w dowolnej wersji Mi-
crosoft Word. Tekst należy pisać czcionką 12-punktową Times 
New Roman z odstępami półtorej linii pomiędzy wierszami. 

Tabele

Tabele można nadsyłać w dowolnej wersji edytora tekstowego 
Microsoft Word, bądź arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel.

Wykresy

Wykresy lub diagramy powinny być nadesłane w postaci plików:
• Microsoft Word (wklejone rysunki),
• prezentacji Microsoft Power Point,
• wykresów arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel,
• graficznych o rozszerzeniach *.jpg, *.gif, *.tiff

Każdy wykres czy diagram powinien być zawarty w oddziel-
nym pliku. W przypadku użycia jakiegokolwiek innego opro-
gramowania (np. statystycznego), prosimy o kontakt z redak-
cją w celu uzgodnienia szczegółów dot. wybranego formatu 
wykresu.

Ryciny

Ryciny powinny być przygotowane w rozdzielczości 300 dpi lub 
większej, w formacie *.tiff, *.eps, *.psd

Strona tytułowa

Praca powinna posiadać stronę tytułową, na której znajdują się 
następujące informacje:
• �pełny tytuł artykułu w języku polskim i angielskim
• �imię i nazwisko każdego autora (bez tytułów), jednostkę orga-

nizacyjną każdego autora (miejsce pracy)
• �streszczenie w języku polskim i angielskim
• �3-6 słów kluczowych w języku polskim i angielskim
• �imię i nazwisko, tytuł, adres, numer telefonu i/lub faksu, e-

-mail autora, który odpowiada za przygotowanie pracy do 
druku

• �źródła wsparcia materialnego w postaci grantów i dotacji, 
subwencji, sprzętu, leków itp.

Streszczenia

Streszczenia nie powinny przekraczać 250 słów.

W tekście pracy należy zamieścić w postaci wyodrębnio-
nych tabel następujące zestawienia:
1. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu
2. �Co przyniosła realizacja grantu Naukowej Fundacji Polpharmy
3. Dalsze kierunki badań (opcjonalnie)

Przed piśmiennictwem, w razie potrzeby, można załączyć Po-
dziękowania, w których podkreśla się wkład wszystkich osób, 
które pomagały w prowadzeniu badań i które nie spełniają kry-
teriów włączenia do zespołu autorów, np. asystenci, technicy, 
kierownicy jednostek dający tylko ogólne wsparcie. Autorzy 
mają obowiązek ujawnić fakt otrzymywania wsparcia finanso-
wego lub materialnego.
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Piśmiennictwo zawiera pozycje z literatury ponumerowane 
w kolejności ich występowania w tekście (styl Vancouver), wy-
brane pod względem ważności, aktualności i dostępności. Po-
zycje występujące po raz pierwszy w tabelach lub rycinach na-
leży ponumerować tak, aby utrzymać kolejność z pozycjami 
cytowanymi w tekście. 

Dopuszczalne formaty cytowania

We wszystkich przypadkach prosimy zwrócić uwagę na sto-
sowane znaki interpunkcyjne, oddzielające poszczególne pola 
bibliograficzne cytowanej pozycji. Źródła internetowe z ra-
cji łatwości zmian czy korekt powinny zawierać datę pobra-
nia bądź przejrzenia pliku. Podając listę autorów należy użyć 
zwrotu „i wsp.”, jeśli ilość autorów cytowanej pozycji jest wyż-
sza niż 3.

Typowy artykuł w czasopiśmie

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

Ten sam artykuł z uwagi na pomyłki redakcyjne z opubli­
kowaną później erratą

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

Artykuł opublikowany wyłącznie 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]. Dostępny pod adresem 
URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm

Artykuł bez autora

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

Monografia z określonym(i) autorem(ami)

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

Książka redagowana

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

Książka wydana przez organizację

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

Rozdział w książce

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.

Materiały kongresowe

Kimura J, Shibasaki H, redd. Recent advances in clinical neuro-
physiology. Materiały z X Międzynarodowego 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 
P, Piemme TE, Rienhoff O, redd. MEDINFO 92. Materiały z VII 
Światov;ego Kongresu nt. Informatyki Medycznej; 1992.09.6-10; 
Genewa, Switzerland.

Nie należy cytować, na ogół, abstraktów, jak również 
„niepublikowanych danych” oraz „informacji ustnej”. Je-
żeli jednak są one niezbędne (dotyczą własnych wyników 
zamieszczonych w pracach będących lub szykowanych 
do druku), można je włączyć do tekstu w odpowiednim 
miejscu.

Tabele i ilustracje

Tabele mają swoje numeracje w kolejności występowania 
pierwszego odwołania w tekście oraz krótki tytuł. W nagłów-
kach kolumn stosuje się krótkie hasła lub skróty. Wskaza-
ny jest najprostszy możliwy układ tabeli, bez zbędnych po-
ziomych lub pionowych linii podziału. Wyjaśnienia, w tym 
tłumaczenia niestandardowych skrótów, należy umieścić 
w przypisach pod tabelą, nie zaś w samej tabeli. Dolne przy-
pisy pod tabelą należy ponumerować odrębnie, zaczynając od 
1 dla każdej tabeli. Należy się upewnić, czy każda tabela jest 
wymieniona w tekście.

Należy przedstawić pomiary statystyczne odmienności, jak np. 
odchylenie standardowe, standardowy błąd pomiaru średniej. 
Jeżeli dane pochodzą z innego źródła opublikowanego lub nie-
publikowanego, należy uzyskać zgodę i podać źródło w pełnym 
cytacie.

Ryciny i zdjęcia powinny być wykonane profesjonalnie; nie-
dopuszczalne są napisy ręczne. Redakcja przyjmuje ryciny 
i zdjęcia w formie elektronicznej w możliwe najwyższej jako-
ści (rozdzielczości, min 300 dpi). Litery, cyfry i symbole mu-
szą być wszędzie jasne i równomierne, i mieć taki rozmiar, aby 
po zmniejszeniu w celu drukowania pozostały czytelne. Tytuły 
i wyjaśnienia należy pisać w podpisach, nie zaś na samych ry-
cinach.



Ryciny powinny być ponumerowane w kolejności występowa-
nia pierwszego odwołania w tekście. Należy się upewnić, czy 
każda rycina jest wymieniona w tekście. Jeżeli dana rycina zo-
stała już opublikowana, należy podać źródło i uzyskać pisem-
ną zgodę osoby mającej prawa autorskie na przedruk materia-
łu, za wyjątkiem dokumentów stanowiących dobro publiczne. 
Zdjęcia mogą być kolorowe lub czarno-białe. Redakcja druku-
je standardowo zdjęcia w postaci czarno-białej. Istnieje możli-
wość wydrukowania zdjęcia w pełnym kolorze, po konsultacji 
z Redakcją.

Zdjęcia mikroskopowe powinny miąć wewnętrzne oznacze-
nie skali. Używane w zdjęciu mikroskopowym symbole, strzałki 
i litery powinny być w kolorze kontrastującym z tłem. W przy-
padku fotografii badanych osób albo należy ukryć tożsamość, 
albo uzyskać pisemną zgodę na opublikowanie zdjęcia. Redak-
cja przyjmuje zdjęcia w formie elektronicznej w możliwe naj-
wyższej jakości (rozdzielczości, min 300 dpi).

Legendy pod rycinami należy numerować cyframi arabskimi 
odpowiadającymi kolejnym rycinom.

Jednostki miary. Pomiary długości, wysokości, wagi i objęto-
ści powinny być podane w jednostkach metrycznych (np. metr, 
kilogram, litr i inne) lub w systemie dziesiętnym (np. decyme-
try). Temperatura musi być podana w stopniach Celsiusza. Ci-
śnienie tętnicze powinno być podane w milimetrach słupa rtę-
ci. Wszystkie kliniczne pomiary hematologiczne i chemiczne 
powinny być podane w systemie metrycznym według Między-
narodowego System Miar (SI). Alternatywne jednostki, niepo-
chodzące z tego systemu, powinny być dodane w nawiasach.

Skróty i symbole. Redakcja wymaga stosowania jedynie stan-
dardowych skrótów. Nie należy używać skrótów w  tytule 
i w streszczeniach. Pełna wersja terminu, dla którego używa się 
danego skrótu, musi być podana przed pierwszym wystąpie-
niem skrótu w tekście, za wyjątkiem standardowych jednostek 
miar.

Wysłanie artykułu do czasopisma

Autorzy są proszeni o przesłanie manuskryptu drogą elektro-
niczną na adres: postepy@indexcopernicus.com

Manuskryptowi powinien towarzyszyć list przewodni podpi-
sany, w miarę możliwości, przez wszystkich autorów. List ten 
powinien zawierać:

1. �Oświadczenie, dotyczące statusu danej pracy, faktu, że nie 
była dotąd opublikowana, albo została opublikowana czę-
ściowo w innej redakcji, według wytycznych zawartych po-
wyżej,

2. �Zaświadczenie, ujawniające istnienie ewentualnych związ-
ków finansowych (w tym informacje dotyczące np. grantu, 
z podaniem źródła i numeru grantu) lub powiązań mogą-
cych budzić zastrzeżenia,

3. �Oświadczenie, że wszyscy autorzy czytali i potwierdzili, że 
określone powyżej wymagania dotyczące współautorstwa 
zgodnie z powyższym zostały spełnione oraz, że każdy autor 
uważa, że złożony tekst stanowi rzetelną pracę wszystkich 
wymienionych autorów,

4. �Dane personalne, adres i telefony głównego autora, który 
odpowiada za porozumiewanie się z pozostałymi autorami 
w sprawach dotyczących ewentualnych korekt i końcowego 
zatwierdzenia „szczotki” autorskiej do druku (jeżeli autor nie 
poda odrębnego adresu do korespondencji dla czytelników, 
adres ten zostanie wydrukowany na końcu opublikowanej 
pracy jako „adres do korespondencji”). 

Należy załączyć również zgody na przedruki opublikowanych 
materiałów, na wykorzystanie reprodukcji publikowanych ma-
teriałów, na użycie zdjęć lub podawanie danych o osobach, któ-
rych tożsamość można ustalić oraz zgody na imienne wyróż-
nienie osób za ich wkład.

Redakcja Postępów Polskiej Medycyny i  Farmacji uwa-
ża w/w warunki za spełnione, jeżeli złożony zostanie podpis 
pierwszego autora.

Komplet materiałów należy przesłać 
do redakcji na adres:

Index Coperniucs Sp. z o.o.
Redaktor Naczelny, Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji
ul. Żurawia 6/12, 00-503 Warszawa
tel. (22) 420 32 73
lub e-mailem: postepy@indexcopernicus.com
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