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tyczne Polpharma SA w Starogardzie Gdanskim, jest jedng z najwiekszych
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dzinie nauk farmaceutycznych i medycznych. W latach 2002-2016 odbyto
sie pietnascie edycji konkursu, 68 zespotéw badawczych otrzymato granty
naukowe o tacznej wartosci 19 054 782 zt.

Naukowa Fundacja Polpharmy wspomaga réwniez mtodych badaczy zaczyna-
jacych dopiero kariere naukowa. W 2006 roku uruchomita Program stypen-
dialny promujacy najzdolniejszych doktorantéw uczelni medycznych. Raz na
dwa lata przyznaje w drodze konkursu dziesie¢ stypendiow naukowych
w wysokosci 10 tys. zk. Dotychczas Fundacja przyznata 47 stypendiow. Od 12 lat
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sie Prac Magisterskich Wydziatéw Farmaceutycznych, organizowanym przez
Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne.

Fundacja przy wspotpracy i zaangazowaniu cztonkéw Rady Naukowej
i Polpharmy od wielu lat realizuje projekt compliance, w ramach ktérego
podejmuje szereg dziatan adresowanych do profesjonalistow medycznych
i spoteczenstwa, zmierzajacych do poprawy stopnia przestrzegania zalecen
terapeutycznych. W 2015 r. dzieki wsparciu finansowemu firmy Polpharma,
zinicjatywy Fundacji zostat wydany podrecznik dla lekarzy i studentow kierun-
kow medycznych ,Nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych. Od przyczyn
do praktycznych rozwigzan” oraz ulotka wspierajaca pacjenta w przestrzega-
niu zalecen terapii.
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Szanowni Panstwo!

Trafia do Panstwa kolejny numer Postepow Polskiej Me-
dycyny i Farmacji, ktéry zawiera publikacje powstale
w wyniku realizacji projektéw naukowych finansowa-
nych przez Naukowa Fundacje Polpharmy.

Jednym z celéw Fundacji jest wspieranie najzdolniej-
szych mlodych badaczy poprzez stypendia dla stuchaczy
studiéow doktoranckich. W V edycji konkursu laurea-
tem zostal dr Artur Wnorowski z Zaktadu Biofarma-
¢ji Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Me-
dycznego w Lublinie. Badania, w ktérych uczestniczy
doktorant, obejmuja poszukiwanie nowych czasteczek
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym.
W publikacji, ktéra znalazta sie w biezacym nume-
rze, autor dowodzi, ze jeden z uzyskanych zwiazkdw,
bedacy pochodna naftylofenoterolu, moze hamowac¢
zwiazany z biatkami G receptor GPR55. Liczne bada-
nia wielu autoréw dowodza, Ze ten receptor, zwiazany
m.in. z endogennym ukladem kanabidoidowym, moze
uczestniczy¢ w proliferacji i wytwarzaniu przerzutéw
wielu typéw nowotworéw, w tym raka piersi, stercza,
jajnika i ptuca.

W roku 2013 jedynym laureatem konkursu na projekt
badawczy byta prof. Agnieszka Stowik z Kliniki Neuro-
logii Collegium Medicum U]J. Jego celem byto stworze-
nie i wdrozenie nowatorskiej struktury organizacyjnej
w terapii ostrego udaru mézgu. Przedstawione wyniki
2,5-letniego dziatania CITO — Uniwersyteckiego Cen-
trum Interwencyjnych Terapii Ostrego Udaru Mézgu
— dowodzg, ze strategia postepowania inwazyjnego po-
zwala na powr6t do pelnej sprawnosci potowie pacjen-
téw, ktérzy doznali ciezkiego udaru.

Stowo wstepne

Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong

Przewodniczgcy Rady Naukowej
Postepéw Polskiej Medycyny i Farmacji,
Redaktor Naczelny

W 2012 roku w konkursie zwyciezyl dr Remigiusz
Worch z Instytutu Fizyki PAN, ktéry bada procesy za-
chodzace w trakcie wnikania wirusa grypy do komdrek
gospodarza. Autor wykorzystal innowacyjna metode
pozwalajaca na bezposrednia wizualizacje tego procesu
(zob. okladka) oraz jego ilosciowa ocene. Nowa metoda
pozwoli na lepsze poznanie proceséw zwigzanych z za-
kazeniem tym wirusem, co moze doprowadzi¢ do syn-
tezy oryginalnych lekéw przeciwgrypowych.

Epigenetyka bada zmiany ekspresji genéw powstate
w wyniku ich modyfikacji lub zmian bialek histonowych,
na ktére jest nawinieta ni¢ DNA. Zahamowanie ekspre-
sji genu najczesciej jest wynikiem metylacji poprzez do-
danie grupy metylowej do czasteczki cytozyny. Istnieja
liczne dowody na to, ze wiele choréb czlowieka wynika
z zaburzen epigenetycznych. Temat ten byl trescia pro-
jektu dr Pauliny Kober z Instytutu Centrum Onkologii
w Warszawie — laureatki konkursu w roku 2014. Au-
torka badala wzory metylacji regionéw regulatorowych
wybranych genéw w komérkach gruczolakéw przysad-
ki nieczynnych hormonalnie. Wyniki potwierdzaja zna-
czenie zaburzen epigenetycznych w powstawaniu tych
guzdw, ale wskazuja na znaczenie genéw innych niz do-
tychczas opisywane w pi$miennictwie §wiatowym.

W tym samym roku Fundacja nagrodzila takze pro-
jekt dr. Adama Szpechcinskiego z Zaktadu Genetyki
i Immunologii klinicznej Instytutu Gruzlicy i Choréb
Pluc w Warszawie. Autor bada obecnos$¢ mikroRNA
w komérkach nowotworowych oraz krwi pacjentéw
z rakiem pluca, poszukujac markeréw odpowiedzi na
leczenie. W publikacji autorzy omawiaja znaczenie
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czasteczek mikroRNA w przewidywaniu odpowiedzi
na inhibitory kinaz stosowane w terapii niedrobnoko-
morkowego raka ptuca z mutacja receptora naskérko-
wego czynnika wzrostu (EGFR). Wyniki badait moga
zblizy¢ do opracowania spersonalizowanego leczenia
skierowanego do chorych, u ktérych mozemy wcze-
$niej przewidzie¢ wynik terapii.

Jednym ze zwyciezcéw konkursu w roku 2011 byt ze-
spot kierowany przez dr Katarzyne Oszajcy z Zakladu
Chemii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,

pracujacy nad poszukiwaniem toksyn, ktére moglyby
zosta¢ dostarczone bezposrednio do komérek nowo-
tworowych za pomoca swoistych przeciwcial. Wytypo-
wana przez naukowcdw toksyna VapC 2829, uzyskana z
bakterii pratka gruzlicy, ma zdolno$¢ wywotywania za-
programowanej $mierci komorki (apoptozy) oraz hamu-
je podzialy komérkowe, co czyni ja kandydatem do dal-
szych badan.

Zapraszam do lektury
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of antitumorigenic properties

Zaklad Biofarmacji Katedry Chemii, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem
Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Dr n. farm. Artur Wnorowski otrzymat w 2014 roku stypendium naukowe przy-
znawane przez Naukowa Fundacje Polpharmy wybitnie zdolnym studentom
studiéw doktoranckich uczelni medycznych.

Streszczenie

Terapie celowane wykorzystujace zwiazki, ktére hamuja specyficzne
czasteczki docelowe, stwarzaja nowe perspektywy w leczeniu raka.
Ciagle poglebianie wiedzy o etiologii molekularnej choréb w sposéb
znaczacy przesuwa podejscie terapeutyczne w kierunku lekéw dzia-
tajacych jednocze$nie na wiele celéw molekularnych. W niniejszym
artykule przedstawiony zostanie przeglad naszych najnowszych ba-
dan na temat (R,R’)-4’-metoksy-1-naftylfenoterolu (MNF). MNF jest
dwufunkcyjnym zwiazkiem o dziataniu antynowotworowym, ktéry
jest jednoczesnie agonista receptora f,-adrenergicznego (B,AR) oraz
antagonista receptora GPR55. Obie te cechy sa wazne w zaleznym
od MNF hamowaniu proliferacji komérek nowotworowych w wa-
runkach zaréwno in vitro, jak i in vivo, co wskazuje na mozliwos¢
zastosowania MNF jako nowego leku wielocelowego w terapii anty-
nowotworowe;j.

Stowa kluczowe: agonista receptoréw beta-2-adrenergicznych
« ligand biwalentny » antynowotworowa terapia celowana « receptory
sprzezone z bialkiem G « cykliczne AMP « receptory sieroce

Abstract

Targeted therapies are based on the use of compounds that inhibit a spe-
cific target molecule within the tissue of interest. The recent advances in
the molecular etiology of cancer significantly shifted the therapeutic ap-
proach from non-specific cytotoxic agents towards molecules directed
either at individual receptors or acting simultaneously on multiple mo-
lecular targets. This article is an overview of recent literature on (R,R’)-
4'-methoxy-1-naphthylfenoterol (MNF), a novel bifunctional ligand
that activates [, adrenergic receptor (8,AR) and blocks GPR55 receptor.
These two activities are important for MNF-dependent inhibition of
cancer cell proliferation in vitro and in vivo, highlighting the potential
applicability of MNF in multi-target anti-cancer therapies.

Keywords: beta-2-adrenergic receptor agonist « bivalent ligand « tar-
geted anticancer therapy « G protein-coupled receptor « cyclic AMP
« orphan receptors
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Wykaz skréotéow: AC — cyklaza adenylanowa (ang. adeny-
lyl cyclase); BCRP — biatko opornosci raka piersi (ang. breast can-
cer resistance protein); cAMP — cykliczny adenozyno-3',5'-
-monofosforan; CBR — receptor kannabinoidowy (ang. cannabi-
noid receptor); eEF2 — eukariotyczny czynnik elongacyjny typu
2 (ang. eukaryotic elongation factor 2); EGFR — receptor epider-
malnego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor recep-
tor); GPCR - receptor sprzezony z biatkiem G (ang. G protein-
-coupled receptors); MAPK — kinaza aktywowana mitogenem (ang. mito-
gen-activated protein kinase); MDR — opornosc wielolekowa (ang. multi-
-drug resistance), MDT — lek wielocelowy (ang. multi-target drugs);
MNF - (R,R")-4'-metoksy-1-naftylfenoterol; PDE4 — fosfodiestera-
za typu 4 (ang. phosphodiesterase 4); Pgp — glikoproteina P; PKA
— kinaza bialkowa A (ang. protein kinase A); PKM2 — kinaza piro-
gronianowa typu M2 (ang. pyruvate kinase M2); B,AR — receptor

B,adrenergiczny (ang. B, adrenergic receptor)

WSTEP

Dynamiczny postep w dziedzinie biologii nowo-
twordw, ze szczegdlnym uwzglednieniem mecha-
nizméw odpowiadajacych za transformacje nowo-
tworowa, przyczynit sie do rozwoju nowych terapii
stosowanych w onkologii, okreslanych jako terapie
celowane molekularnie. Nowe podejécie terapeu-
tyczne doprowadzilo do zaktualizowania pojecia
leku onkologicznego, ktéry zamiast ogdlnego dzia-
tania cytotoksycznego ma selektywnie dziala¢ na
cele molekularne charakterystyczne jedynie dla ko-
morek nowotworowych, oszczedzajac tym samym
komorki zdrowe. Jako iz molekularna etiologia cho-
réb nowotworowych jest bardzo ztozona i przypo-
mina skomplikowana sie¢ oddzialywan pomiedzy
licznymi biatkami i czasteczkami sygnalowymi, to
substancje dzialajace na pojedynczy cel molekular-
ny bywaja czesto malo skuteczne. Stad tez potrze-
ba wprowadzenia lekéw wielocelowych (ang. mul-
ti-target drugs, MDTs), ktére uwzgledniajac owa
ztozonos¢, zwiekszaja szanse na wstrzymanie pro-
cesu chorobowego i wyleczenie pacjenta. Strate-
gia lekéw wielocelowych w onkologii zwiazana jest
z potencjalnym uniknieciem rozwoju opornosci
nowotwordw dzieki blokadzie wigcej niz jednego
z elementdéw szlaku sygnalowego (receptora, enzy-
mu itp.) zaangazowanego w proces nowotworzenia
[1-4]. Obecna praktyka onkologiczna wykorzystu-
je juz leki wielocelowe (MDT) w terapii niektérych
nowotworéw, inne MDT znajduja sie na réznych
etapach badan klinicznych.

Komérki nowotworowe wykazuja zmiany, kté-
re prowadza do ich niekontrolowanego namnaza-
nia sie. Kazda komérka ma na swojej powierzchni

receptory, za pomoca ktérych komunikuje sie z oto-
czeniem poprzez odbiér sygnaléw zewnetrznych.
W przypadku komérek zmienionych nowotworo-
wo czesto dominuja okreslone typy receptoréw lub
sa one specyficzne dla tych komérek. Wykazano, iz
komérki nowotworowe réznego pochodzenia wy-
korzystuja podstawowe fizjologiczne funkcje re-
ceptoréw powierzchniowych, w tym receptoréw
sprzezonych z biatkiem G (ang. G protein-coupled
receptors, GPCRs), stajac sie przez to bardziej agre-
sywne [5]. GPCR-y stanowia obiecujaca grupe ce-
16w molekularnych dla lekéw przeciwnowotwo-
rowych. Jako receptory blonowe licznie wystepuja
na powierzchni komérek i wlasnie taka lokalizacja
sprzyja interakcji z farmaceutykami. Ponadto blisko
50 proc. obecnie dostepnych na rynku lekéw jest li-
gandami tych receptoréw, chociaz ich dzialanie
skupia sie jedynie na okoto 4 proc. znanych przed-
stawicieli rodziny GPCR-6w [5, 6]. Na przestrzeni
ostatnich kilkunastu lat przeprowadzono wiele eks-
perymentéw, ktdre dostarczyly istotnych informacji
dotyczacych antynowotworowego dziatania zwigz-
kéw bedacych ligandami konkretnych receptoréow
sprzezonych z biatkiem G. Do grupy tych zwigzkéw
mozna zaliczy¢ (R,R')-4'-metoksy-1-naftylfenoterol
(MNE).

(R.R)-4-METOKSY-1-NAFTYLFENOTEROL (MNF)

MNF jest pochodna (R,R’)-fenoterolu, sktadnika pre-
paratéw leczniczych o aktywnosci bronchospazmoli-
tycznej i tokolitycznej (rys. 1). MNF jest agonista re-
ceptora B adrenergicznego ($,AR), przez co indukuje
w komorkach synteze oraz akumulacje cyklicznego
adenozyno-3',5-monofosforanu (cAMP). Otrzy-
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Ryc. 1. Struktura chemiczna (R,R')-fenoterolu i jego pochodnej — (R,R)-4-metoksy-1-naftylfenoterolu (MNF).

many zostal zgodnie z opracowanymi schematami
syntezy jako efekt projektu optymalizacji struktury
przestrzennej fenoterolu [7, 8]. MNF wykazuje selek-
tywnos¢ wobec podtypu B, receptora adrenergiczne-
go, do ktérego wiaze 573 razy silniej niz do podtypu
B, [8]. Wykazano takze, iz jest antagonista recep-
tora GPR55 [9] oraz oddzialuje z receptorami kan-
nabinoidowymi (ang. cannabinoid receptors, CBR),
zwlaszcza podtypu 1 [10]. Receptory f,AR, CB,R
oraz GPR55 naleza do rodziny receptoréw sprzezo-
nych z bialkiem G.

AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA MNF

MNF wykazuje dzialanie antynowotworowe pole-
gajace na hamowaniu proliferacji oraz migracji ko-
morek nowotworowych, co zostato potwierdzone
w eksperymentach przeprowadzonych na przestrze-
ni kilku ostatnich lat z wykorzystaniem kilku mode-
lowych linii komérkowych, tj. komérek nowotwordw
mozgu [11], raka watroby [9, 10] i trzustki [9, 12], 3 li-
nii komérkowych czerniaka [13], a takze linii komér-
kowej szczurzego glejaka [14].

Historia badan nad wlasciwo$ciami antynowotworo-
wymi MNF rozpoczela sie w momencie, kiedy prze-
prowadzono pierwsze badania wskazujace, iz ko-
morki gwiazdziaka linii 1321N1 i glejaka U118 sa
wrazliwe na wysokie stezenia cAMP. Nagromadze-
nie cAMP zmniejsza proliferacje tych komérek oraz
indukuje proces apoptozy [11]. Akumulacja duzych
ilosci cCAMP jest gtéwnym rezultatem aktywacji re-
ceptoréw B, droga pobudzenia biatka Ga,, a dalej cy-
klazy adenylanowej. Wykorzystane w eksperymen-
tach komdrki linii 1321N1 oraz U118 mialy na swojej
powierzchni receptory B AR, przy czym linia U118
byla w nie ubozsza. Wykazano, ze fenoterol i jego
pochodne (w tym MNF) maja zdolno$¢ hamowa-
nia proliferacji komérek linii gwiazdziaka i glejaka,
co zademonstrowano, wykorzystujac test inkorpo-
racji znakowanej radioizotopowo tymidyny. Poziom

inhibicji proliferacji tych komérek pozytywnie kore-
lowat ze zdolno$cia agonistéw receptora 3, do pobu-
dzania syntezy cAMP — im wieksza byta akumulacja
cAMP w komorce, tym silniejszy byl efekt antyproli-
feracyjny [11].

Pézniejsze badania z wykorzystaniem linii komor-
kowych czerniaka UACC-647, UACC-903 oraz
M93-047 potwierdzily udzial sygnalizacji zalez-
nej od aktywacji B,AR w dziataniu antynowotworo-
wym MNE. Aktywno$¢é MNF rosta w sposéb linio-
wy wraz ze zwigkszeniem ilosci receptoréw {3, na
powierzchni komoérek i byla najsilniej obserwowa-
na w linii UACC-647, bogatej w 3,AR. Przeprowa-
dzone badania dostarczyly informacji dotyczacych
kaskady przekazywania sygnaléw wewnatrz komé-
rek, ktéra odpowiada za antynowotworowe dziatanie
MNF. Zwiazek ten, poprzez aktywacje receptoréw
B,i biatka Ga, pobudza cyklaze adenylanowa (AC)
i zwieksza poziom cAMP. Dalej cAMP aktywuje ki-
naze biatkowa A (PKA) fosforylujaca odpowiednie
bialka efektorowe. W efekcie komdrki nowotworo-
we traca zdolno$¢ do migracji i inwazji. W celu po-
twierdzenia aktywno$ci MNF wykorzystano zwigzki
bedace swoistymi agonistami lub antagonistami po-
szczegdlnych komponentow tej sygnalizacji. Anty-
migracyjne wlasciwosci MNF zostaly zahamowane
przez ICI 118,551, antagoniste $,AR, oraz H-89, in-
hibitora PKA. Z kolei forskolina bedaca aktywatorem
AC oraz zwiazek Ro 201724 (inhibitor fosfodiestera-
zy typu 4, PDE4, enzymu odpowiedzialnego za roz-
ktad cAMP) nasladowaly dziatanie MNF. Udowod-
niono takze, ze MNF hamuje proliferacje komorek
czerniaka poprzez inhibicje szlaku kinaz aktywowa-
nych mitogenem (ang. mitogen-activated protein ki-
nase, MAPK) oraz ogranicza biosynteze biatek, gdyz
ma zdolno$¢ hamowania eukariotycznego czynni-
ka elongacyjnego typu 2 (ang. eukaryotic elongation
factor 2, eEF2). Dodatkowo w komoérkach czerniaka
profil dziatania (R,R")fenoterolu i MNF byl podob-
ny, co wyraznie wskazywatlo na sygnalizacje zalezna
od aktywacji receptoréw AR [13].
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Badania z wykorzystaniem innej linii komérkowe;j,
a mianowicie raka watroby HepG2, przyniosly nie-
oczekiwane wyniki. Zaobserwowano zmiane profilu
dziatania (R,R")fenoterolu i isoproterenolu, innego
agonisty f3,, w stosunku do ich aktywnosci w liniach
gwiazdziaka i glejaka. Nie zaobserwowano spad-
ku czestosci podziatéw komérek linii HepG2 pod
wplywem tych zwiazkéw, jak w przypadku komo-
rek linii 1321N1 i U118. Wrecz przeciwnie — ko-
morki HepG2 poddane dziataniu (R,R')fenotero-
lu i isoproterenolu dzielily sie szybciej niz komérki
kontrolne. Co ciekawe, MNF zachowal swojg ak-
tywnos¢ antyproliferacyjna i skutecznie zmniejszat
podzialy komérek nowotworowych linii HepG2.
Prébowano to wyjasnié, faczac antynowotworowe
dziatanie MNF z jego potencjalna zdolnoscia do
wiazania si¢ z receptorami innymi niz B,AR. Zato-
zenie to potwierdzono po zastosowaniu antagoni-
sty B,AR (ICI 118,551), ktéry hamowat aktywnos¢
(R,R")fenoterolu, ale nie mial znaczacego wplywu
na dzialanie MNF [10]. Uwage zwrécono wéwczas
na receptory kannabinoidowe. Po pierwsze, dlatego
ze oba ich typy wystepowaly na powierzchni komé-
rek HepG2, a po drugie, dlatego ze MNF struktural-
nie przypominat ich niektére ligandy. Zastosowano
zwigzki bedgce agonistami oraz antagonistami re-
ceptoréw kannabinoidowych. Jak sie okazalo, MNF
nasladowat dziatanie WIN 55,212-2 (agonisty CBR)
polegajace na zmniejszaniu proliferacji komérek
HepG2. Natomiast po wyblokowaniu tych recepto-
réow za pomoca zwigzku AM251 (selektywnego an-
tagonisty receptora CB,) lub AM630 (selektywnego
antagonisty receptora CB,) aktywno$¢ antyprolife-
racyjna MNF zostala w pierwszym przypadku pra-
wie calkowicie zniesiona, a w drugim ostabiona.
Swiadczy to o tym, ze MNF moze oddziatlywaé na
receptory kannabinoidowe, w szczegdlnoséci na re-
ceptor CB,. Powyzszy eksperyment pierwszy wska-
zal na podwdjna nature MNF jako liganda zaréwno
receptora 3, jak i receptoréw kannabinoidowych
[10].

WPLYW MNF NA RECEPTOR GPR55

Opisany powyzej eksperyment na linii HepG2 stat
sie podstawa do przeprowadzenia kolejnych badan,
ktére tym razem skupily sie wokol poznania wpty-
wu MNF na receptor GPR55. GPR55 to nowy re-
ceptor, do niedawna zaliczany do grupy receptoréw
sierocych (ang. orphan receptors), ktéry jest zaan-
gazowany w powstawanie i rozwdj nowotworéw
[15]. GPR55 pod wzgledem struktury pierwszo-
rzedowej praktycznie nie przypomina receptoréw
kannabinoidowych, ale pobudzany jest przez wie-
le zwiazkéw o charakterze kannabinoidéw [16-18].

Zrédlem hipotezy, ze MNF oddziatuje na ww. re-
ceptor, bylo to, iz AM251, zwiazek blokujacy aktyw-
no$¢ MNE, jest agonista receptora GPR55. W prze-
prowadzonych eksperymentach wykorzystano linie
komérkowe HepG2 oraz PANC-1. Badania rozpo-
czeto od okreslenia, czy MNF ma istotny wplyw
na internalizacje GPR55. W tym celu uzyto zwigz-
ku Tocrifluor 1117 (T1117), fluorescencyjnej formy
AM251 o malym powinowactwie do receptora CB,,
lecz duzym do GPR55. Poziom fluorescencji okres-
lano za pomoca mikroskopu konfokalnego. Ko-
morki HepG2 oraz PANC-1, wykazujace ekspresje
GRP55, poddano dziataniu rosnacych stezen MNF
i dowiedziono, iz zwigzek ten hamuje internalizacje
receptora GPR55, co zaobserwowano jako zmniej-
szenie inkorporacji T1117. Dodatkowo ujawniono,
ze MNF zmniejsza zalezna od GPR55 aktywacje ki-
naz MAP i ogranicza pobudzang przez agonistéw
tego receptora zdolno$¢ komérek nowotworowych
do migracji oraz powoduje zmiany w morfologii
tych komoérek. Badania te po raz pierwszy wskaza-
ly na role MNF w sygnalizacji zaleznej od GPR55,
a zatem uwidocznily jego potencjat terapeutyczny
w leczeniu choréb nowotworowych zaleznych od
receptora GPR55. Szczegdlnie ze ekspresja GPR55
na powierzchni komérek nowotworowych znacz-
nie przekracza jego ekspresje na powierzchni zdro-
wych komorek [9].

Zainteresowanie dzialaniem MNF w kontekscie
receptora GPR55 zaowocowalo przeprowadze-
niem kolejnych grup eksperymentéw. Najnow-
sze badania objetly linie komérkowa ludzkiego
raka trzustki PANC-1. Aktywno$¢ antynowotwo-
rowa MNF okreslano, koncentrujac sie tym ra-
zem na ekspresji znanych markeré6w nowotworo-
wych, takich jak receptor epidermalnego czynnika
wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor,
EGFR), Bkatenina, kinaza pirogronianowa typu
M2 (ang. pyruvate kinase M2, PKM2) i cyklina
D1, oraz ekspresji i aktywnosci eksporteréw odpo-
wiedzialnych za opornos$¢ wielolekowa (ang. mul-
ti drug resistance, MDR), tj. glikoproteiny P (Pgp)
oraz BCRP (ang. breast cancer resistance protein)
[12]. Bazowano na zalezno$ci pomiedzy zwiek-
szong aktywnoscia $ciezek MEK/ERK i PI3K/AKT
a podwyzszona ekspresja biatek MDR i procesem
onkogenezy [19-23]. Aktywacja receptora GPR55
prowadzi do powstawania i rozwoju nowotworéw
wlasnie poprzez nasilenie aktywnosci $ciezek MEK/
ERK i PI3K/AKT [9, 10, 15, 24]. Komérki PANC-1
inkubowano z MNF (antagonista GPR55) przez
24 godziny. Wykazano, ze MNF znaczaco obniza
poziomy bialek EGFR, PKM2 i -kateniny, czemu
towarzyszy roéwniez znaczna redukcja jadrowej aku-
mulacji czynnika transkrypcyjnego HIF-1« i aktyw-
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nych, ufosforylowanych form PKM2 i -kateniny.
Hamowanie aktywnos$ci receptora GPR55 przez
MNF oraz innego antagoniste GPR55 (zwiazku
CID 16020046) obniza liczbe biatek MDR w catko-
witych ekstraktach komérkowych oraz zmniejsza
jadrowa ekspresje Pgp i BCRP. Gtéwnym mechani-
zmem warunkujacym powstanie lekoopornosci jest
dziatanie btonowych bialek transportowych (Pgp,
BCRP), ktdre aktywnie usuwaja leki z komérek no-
wotworowych [25]. MNF w sposdb dawkozalezny
skutecznie obnizatl poziomy tych biatek, dlatego
w celu potwierdzenia zdolnosci MNF do zwiek-
szania cytotoksycznosci lekéw onkologicznych ko-
morki PANC-1, poddane wcze$niej dziataniu do-
ksorubicyny, traktowano MNEF. Zaobserwowano
znaczacy wzrost akumulacji cytostatyka w jadrach
badanych komérek nowotworowych. Dodatkowo
wstepna inkubacja komdrek PANC-1 z gradientem
MNEF zwiekszyla cytotoksyczno$¢ doksorubicyny
oraz gemcytabiny, co przedstawiono w tescie in-
korporacji *H-tymidyny. Zwiekszenie cytotoksycz-
nosci doksorubicyny zaobserwowano takze, bada-
jac komoérki nowotworu piersi MDA-MB-231 oraz
glejaka U87MG@, ktére cechowata wysoka ekspresja
receptoréw GPR55. Dostepne dane sugeruja, iz ha-
mowanie aktywno$ci receptora GPR55 nasila dzia-
tanie antynowotworowe poprzez ttumienie $cie-
zek MEK/ERK i PI3K/AKT, co z kolei prowadzi do
zmniejszenia ekspres;ji i funkcji biatek MDR odpo-
wiedzialnych za oporno$¢ na chemioterapie i prze-
zywalno$¢ komérek nowotworowych [12].

Bogaty zas6b informacji dotyczacych antynowo-
tworowego dzialania MNF w warunkach in vitro
sktonil nas do przeprowadzenia badan na zwierze-
tach w celu potwierdzenia aktywno$ci in vivo. Wy-
korzystano do tego celu komoérki szczurzego gleja-
ka linii C6, raka mézgu opornego na leczenie, ktére
wszczepiono myszom laboratoryjnym. Trzy dni
po podskdrnej implantacji komoérek C6 zwierze-
tom podawano dootrzewnowo przez kolejne 19 dni
MNEF w dawce 2 mg/kg lub roztwdr soli fizjologicz-
nej. Objetos$¢ guzéw mierzono regularnie w cza-
sie trwania eksperymentu. Wyniki potwierdzity,
iz w grupie zwierzat przyjmujacych MNF rozmia-
ry guz6w byly znacznie mniejsze niz w przypadku
grupy kontrolnej. Ujawniono, ze skutecznos¢ MNF
przeciwko proliferacji komérek glejaka C6, zaréw-
no w warunkach in vivo, jak i in vitro, jest zwia-
zana ze znaczacym obnizaniem ekspresji bialek
bedacych regulatorami cyklu komérkowego, a mia-
nowicie cykliny A oraz D1 [14]. Glejak C6 to linia
komérkowa indukowanego chemicznie guza mézgu
szczura, ktora na swojej powierzchni ma zaréwno
receptory B, i B, [26, 27], jak i CB [28]. Jak wcze$-
niej wykazano, sygnalizacja BAR-zalezna wplywa

na proliferacje komoérek linii C6 [29], a aktywacja
receptoréow CB wywoluje apoptoze komérek gle-
jaka [28, 30]. Wykorzystujac powyzsze informacje,
wykonano najpierw eksperymenty z uzyciem MNF
i innych agonistéw receptora f3,. Silne zahamowa-
nie wzrostu komorek C6 zaobserwowano w odpo-
wiedzi na MNF. Wptyw isoproterenolu i (R,R")feno-
terolu na proliferacje tych komérek, w poréwnaniu
z MNEF, badano pod nieobecnos¢ oraz w obecnosci
selektywnego antagonisty AR, ICI 118,551. Wy-
niki uzyskano w te$cie inkorporacji *Htymidyny.
Odnotowano, iz (R,R")fenoterol i isoproterenol ce-
chuja sie stabszg inhibicja wzrostu komoérek C6 niz
MNF przy takim samym stezeniu tych zwiazkéw.
Dodatek ICI 118,551 nie wptywa istotnie na anty-
proliferacyjna aktywno$ci MNF, natomiast zmniej-
sza dziatanie (R,R')fenoterolu i isoproterenolu [14].
Dodatkowo zwrécono uwage na mozliwos¢ wia-
zania MNF z receptorem CB,. W grupie komoérek
szczurzego glejaka inkubowanych wczesniej z an-
tagonista CB, (AM251) zaobserwowano zniesie-
nie antyproliferacyjnego dzialania MNF, natomiast
w momencie zastosowania zwigzku AM630 (anta-
gonisty receptora CB,) wptyw na aktywnos¢ MNF
nie byl istotny, co wskazuje, iz MNF oddziatluje sil-
niej z receptorem CB, niz CB, zlokalizowanymi na
powierzchni komoérek C6. Wyniki tego ekspery-
mentu potwierdzily zaobserwowana wczesniej w li-
nii HepG2 preferencje MNF do silniejszego wigza-
nia si¢ do receptora CB, [10].

PODSUMOWANIE

MNEF jest zwiazkiem spelniajacym jednocze$-
nie wiele funkcji, co zademonstrowano w przy-
toczonych powyzej eksperymentach prowadzo-
nych na réznych liniach komérek nowotworo-
wych. MNF pobudza receptory f,-adrenergiczne
oraz kannabinoidowe, zwlaszcza CB,, a takze ne-
gatywnie wplywa na proproliferacyjne wewnatrz-
komoérkowe szlaki przekazywania sygnaléw zalez-
ne od GPR55. Obie te cechy maja istotne znaczenie
w kontekscie terapii antynowotworowej, co utwier-
dza i podnosi znaczenie MNF jako potencjalnego
leku wielocelowego, ktéry moze znalez¢ zastosowa-
nie w onkologii. Szczegélnie w przypadku komoérek
nowotworowych z nadekspresja B,AR lub wrazli-
wych na wysokie stezenia cAMP, a takze wykazuja-
cych zalezno$¢ od receptora GPR55.
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Naukowa Fundacja Polpharmy przyznata w 2013 roku zespotowi pracujacemu
pod kierunkiem pani prof. dr hab. med. Agnieszki Stowik grant na realizacje
projektu badawczego pt. ,Czy wdrozenie nowatorskiej struktury organizacyjnej
dedykowanej terapii ostrego udaru mézgu (Centrum Interwencyjnych Terapii
Ostrego Udaru Mézgu) poprawi skutecznos¢ leczenia tej choroby”.

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki leczenia ostrego udaru niedokrwiennego
mobzgu za pomocy trombektomii mechanicznej w Centrum Interwencyj-
nych Terapii Ostrego Udaru Mézgu (CITO) — strukturze organizacyjnej
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie stworzonej do realizacji tego bada-
nia. CITO dziala w systemie 24 godziny 7 dni w tygodniu i zgodnie z pro-
tokotem 6 oséb, ktdre uczestnicza w zabiegu trombektomii mechanicznej,
rozpoczyna go do 45 minut po wezwaniu przez koordynatora CITO.

Od stycznia 2013 do 30 wrzesnia 2016 roku wykonano 96 zabiegéw. Trzy-
miesieczny okres obserwacji zostal zrealizowany u 74 kolejnych chorych (39
mezczyzn), $rednia wieku: 65,8+13,1 roku. Prezentowane wyniki dotycza
tej grupy chorych. Sredni wynik w skali NIHSS przy zachorowaniu wynosit
15,4+4,2 punktu. U 46 chorych (62,2%) leczenie za pomoca mechanicznej
trombektomii byto poprzedzone rt-PAIV. Czas od zachorowania do nakiu-
cia tetnicy udowej wynosit $rednio 265+88,5 minuty. Po zabiegu 3 punkty
w skali TICI uzyskalo 26 0séb (35,1%), 2b — 12 0s6b (16,2%), 2a — 19 oséb
(25,7%), 1 — 8 0s6b (10,8%), a 0 — 9 0sdb (12,2%). W KT glowy 24 godzi-
ny po zabiegu brak ukrwotocznienia ogniska niedokrwiennego stwierdzo-
no u 37 oséb. HI1 wedtug klasyfikacji ECASS]1 zidentyfikowano u 11 cho-
rych (14,9%), H12 — u 16 chorych (21,6%), PH1 — u 4 chorych (5,4%), a PH2
—u60s6b (8,1%). Do doby 90. zmarto 14 oséb (18,9%), a 38 oséb (51,4%)
uzyskato 80-100 punktéw w ocenie za pomoca indeksu Barthel.

Przedstawione wyniki wskazuja na poréwnywalne do dotychczas opu-
blikowanych prac bezpieczenstwo i skuteczno$¢ trombektomii mecha-
nicznej w leczeniu ostrego udaru niedokrwiennego mézgu wykonywanej
w warunkach stworzonego do tego celu systemu organizacyjnego CITO.

Stowa kluczowe: udar niedokrwienny mézgu « leczenie « trombektomia
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Abstract

We present own results of the treatment of acute ischemic stroke by me-
chanical thrombectomy. Procedures were conducted in the Center for
Acute Ischemic Stroke Treatment (CITO) at the University Hospital in
Krakow that was established for this study. The Center works in the 24/7
system, and according to the protocol 6 professionals who participate in
the procedure starts it within 45 minutes after the call of the Center co-
ordinator.

Since January the 1st 2013 till September the 30th 2016, 96 procedures
were performed. Three months follow-up was performed in the con-
secutive 74 patients (39 men), mean age: 65,8+13,1 and here we pre-
sent their data. Mean NIHSS score on admission was 15,4+4,2 points. In
46 patients (62.2%) mechanical thrombectomy was preceded by rt-PA-
IV administration. Mean time from stroke onset to groin puncture was
265+88,5 minutes.

After the procedure TICI=3 was obtained by 26 patients (35.1%), 2b — by
12 patients (16.2%), 2a — 19 patients (25.7%), 1 — 8 patients (10.8%) and
0 — by 9 patients (12.2%).

Head CT scan done 24 hours after thrombectomy did not show hemorr-
hagic transformation in 37 patients. According to ECASS] classification
HI1 was found in 11 patients (14.9%), H12 — in 16 patients (21.6%), PH1
—in 4 patients (5.4%) and PH2 — in 6 patients (8.1%).

Fourteen patients (18.9%) died within 90 days after stroke onset, and 38
— scored 80-100 points in Barthel Index (51.4%).

Presented results indicate similar safety and efficacy profile of mechani-
cal thrombectomy in the treatment of ischemic stroke performed in the

system that was organized for this specific reason.

Key words: ischemic stroke « treatment « thrombectomy

WSTEP

Udar mézgu jest druga co do czestosci przyczyna
zgonu i pierwsza przyczyna niesprawnosci oséb do-
roslych [1]. W Polsce na udar niedokrwienny mézgu
choruje rocznie ok. 70 000 0séb [2]. Okolo 15% umie-
ra do 30. doby po zachorowaniu, a 30% — do roku po
udarze [3]. Wiekszo$¢ z tych, ktérzy przezyja, wy-
maga calodobowej opieki w zakresie wszystkich co-
dziennych czynnosci.

W ostatnich 20 latach dokonal sie znaczacy po-
step w leczeniu udaru niedokrwiennego moézgu.
Za kroki milowe tego postepu uwaza sie: leczenie
udaru w specjalistycznych oddzialach udarowych,
stosowanie kwasu acetylosalicylowego juz w cza-
sie pierwszych 48 godzin od zachorowania na udar,
hemikraniektomie w wybranych przypadkach oraz
leczenie przyczynowe za pomoca jednorazowe-
go dozylnego podania leku trombolitycznego (re-
kombinowany tkankowy aktywator plazminogenu

— rt-PA, alteplaza) lub za pomoca leczenia we-
wnatrztetniczego (mechaniczne usuniecie zakrze-
pu z tetnicy mézgowej lub jego rozpuszczenie che-
miczne za pomoca rt-PA podawanego w miejscu
powstania zakrzepu) [4].

Leczenie za pomoca rt-PAIV jest stosowane juz od
1995 roku [5]. W Polsce to leczenie wprowadzono
w 2003 roku i zgodnie z wytycznymi Polskiego To-
warzystwa Neurologicznego odbywa si¢ w tzw. Od-
dzialach Udarowych [6]. Ze wzgledu na do$¢ waskie
okno terapeutyczne i liczne kryteria wykluczenia le-
czenie to w codziennej praktyce wedtug danych NFZ
jest stosowane u okoto 10% chorych na udar niedo-
krwienny mézgu.

Innym sposobem leczenia przyczynowego ostre-
go udaru niedokrwiennego mézgu jest leczenie
endowaskularne (wewnatrznaczyniowe). Lecze-
nie to polega na mechanicznym udroznieniu na-
czynia tetniczego (mechaniczna trombektomia)

18

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2017 | 5(1) | 17-26



Slowik A. et al.: Mechanical thrombectomy as a method of causative stroke treatment...

lub na podaniu rt-PA dotetniczo (rt-PAIA) w miej-
scu zakrzepu [7].

Ocena skuteczno$ci lekéw trombolitycznych poda-
wanych bezposrednio w miejscu zakrzepu odpowie-
dzialnego za powstanie udaru niedokrwiennego byta
analizowana zaledwie kilka razy. Metaanaliza tych ba-
dan [8] opublikowana w czasopi$mie Stroke (facznie
395 uczestnikéw) wykazala, ze dotetnicze podanie
leku trombolitycznego znaczaco zwieksza odsetek re-
kanalizacji naczynia i odsetek oséb, u ktérych wyste-
puje powrét do zdrowia w dobie 90., mimo wieksze-
go odsetka krwotokéw objawowych i nieobjawowych
w grupie leczonej aktywnie.

Zalecenia Europejskie dopuszczaja zastosowanie
trombolizy dotetniczej u chorych z ostra niedroz-
noscig tetnicy srodkowej mézgu w oknie czasowym
wynoszacym 6 godzin (klasa II, poziom B) oraz
u wybranych chorych z ostra niedroznoscia tetni-
cy podstawnej (klasa III, poziom B) [9]. Zalecenia
AHA/ASA (American Heart Association/American
Stroke Association) dopuszczaja stosowanie trom-
bolizy dotetniczej do 6 godzin po udarze niedo-
krwiennym w zakresie unaczynienia tetnicy moz-
gu $rodkowej u chorych, ktérzy nie kwalifikuja sie
do trombolizy dozylnej. Dawka leku nie jest ustalo-
na. W wytycznych podkreslono, ze FDA (ang. U.S.
Food and Drug Administration) nie zaakceptowata
stosowania rt-PAIA w tym wskazaniu (klasa zalecen
I, poziom B) [10].

Mechaniczna trombektomia jest drugim sposobem
przyczynowego leczenia wewnatrztetniczego ostrego
udaru niedokrwiennego. Pierwszym urzadzeniem za-
rejestrowanym do tego typu leczenia bylo urzadzenie
typu MERCIL. Jego przydatno$¢ do usuwania zakrze-
pow z naczyn mézgowych u chorych na ostry udar
mozgu udokumentowano po raz pierwszy w 2004
roku [11]. W kolejnych badaniach, MERCI i MULT1I-
MERCI, potwierdzono jego przydatnos¢ w tym za-
kresie [12, 13, 14]. Od 2004 roku na $wiecie urzadze-
nie MERCI zastosowano u kilkunastu tysiecy chorych
na udar niedokrwienny mézgu.

Nowoczesne trombektomy to: samorozprezalne
stenty, np. Solitaire (ang. Solitaire Flow Restoration
Device) lub Trevo, albo urzadzenia umozliwiajace
aspiracje materialu zatorowego ze §wiatla naczyn,
np. system Penumbra (ang. Penumbra system) [15]
2012.

W 2012 roku pojawily sie pierwsze wyniki badan
wskazujgce na przewage nowoczesnych trombek-
toméw: Solitaire i Trevo, nad urzadzeniem MERCI
[16,17].

W 2013 roku w czasopi$mie New England Journal
of Medicine opublikowano wyniki 3 duzych badan
klinicznych poréwnujacych skuteczno$é¢ mecha-
nicznej trombektomii ze standardowymi metodami
leczenia ostrego udaru niedokrwiennego moézgu:
1) the Inter-ventional Management of Stroke (IMS
IIT) [18]; 2) Local versus Systemic Thrombolysis for
Acute Ischemic Stroke (SYNTHESIS EXPANSION)
[19]; 3) Mechanical Retrieval and Recanalisation of
Stroke Clots Using Embolectomy (MR RESCUE)
[20]. Wyniki tych trzech badan nie udokumentowa-
ty przewagi mechanicznej trombektomii nad meto-
dami standardowymi. Ich wyniki byly przedmiotem
burzliwej dyskusji i spotkaly sie duza krytyka [21].
Badaniom tym zarzucano zbyt wolna rekrutacje pa-
cjentow, brak informacji na temat sposobu znieczu-
lenia do zabiegu, stosowanie do trombektomii urza-
dzen starego typu (MERCI), brak powszechnego
obrazowania naczyn mézgowych przed zabiegiem
w celu zlokalizowania zakrzepu, a takze brak obra-
zowania penumbry w protokole kwalifikacji do za-
biegu.

W marcu 2015 roku opublikowano wyniki kolejnych
nowych 5 badan klinicznych, ktére poréwnywaly
skuteczno$¢ mechanicznej trombektomii w leczeniu
ostrego udaru niedokrwiennego mézgu z leczeniem
standardowym. Te badania z kolei zgodnie potwier-
dzily, ze leczenie za pomoca mechanicznej trombek-
tomii istotnie zwieksza odsetek 0s6b samodzielnych
po udarze. Wszystkie badania, tj. MR CLEAN [22],
REVASCAT [23], ESCAPE [24], SWIFT PRIME [25],
EXTEND-IA [26], udokumentowaly przewage lecze-
nia za pomocg mechanicznej trombektomii nad le-
czeniem standardowym.

W badaniach opublikowanych w 2015 roku cho-
rzy byli kwalifikowani do leczenia interwencyjnego
nie tylko na podstawie wyniku tomografii kompu-
terowej klasycznej, ale takze na podstawie wyniku
obrazowania naczyn mézgowych i domézgowych,
oraz w 3 przypadkach (SWIFT PRIME [25],
EXTEND-IA [26] i ESCAPE [24]) na podstawie
perfuzyjnej tomografii komputerowej. Ponadto we
wszystkich badaniach opublikowanych w 2015 roku
urzadzeniem najczesciej stosowanym do udroznia-
nia naczyn byl Solitare (Solitaire.ev3.Irvine, CA,
USA). Urzadzenie to zostalo zarejestrowane w Sta-
nach Zjednoczonych i Europie dopiero w 2012 roku.
Daje ono znacznie wieksza szanse na rekanalizacje
naczyn niz stare urzadzenie typu MERCI. Na przy-
ktad MERCI powoduje rekanalizacje tylko w 65%,
a Solitaire — w 90% przypadkéw [27].

Celem pracy bylo przedstawienie wynikéw leczenia
za pomocg trombektomii mechanicznej kolejnych-
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chorych na udar mézgu przyjetych do Centrum In-
terwencyjnych Terapii Ostrego Udaru Mézgu w Szpi-
talu Uniwersyteckim w Krakowie.

MATERIAL | METODY

Badanie zostalo przeprowadzone na materiale kolej-
nych chorych z rozpoznaniem udaru niedokrwienne-
go moézgu leczonych w Oddziale Udarowym Oddzia-
tu Klinicznego Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie od 1 stycznia 2013 do 30 czerwca 2016
roku.

Kryterium wlaczenia do badania byl udar niedo-
krwienny mézgu rozpoznawany na podstawie defi-
nicji WHO z 1976 roku [28], ktéry wystapil w cza-
sie 8 godzin poprzedzajacych rozpoczecie zabiegu.
Do zabiegu kwalifikowano tylko osoby, u ktérych
stan funkcji poznawczych pozwalat na wyrazenie
zgody na leczenie za pomocg mechanicznej trom-
bektomii.

Kazda osoba, u ktérej zastosowano mechaniczna
trombektomie, musiata spetnia¢ kryteria wtaczenia
do procedury i wylaczenia z niej. Protokét leczenia
byl zatwierdzony przez Komisje Bioetyczna U] CM
(KBET/178/B/2013 z dnia 27.06.2013 roku).

Kryteria wlaczenia do leczenia za pomoca mecha-
nicznej trombektomii:

+ rozpoznanie ostrego udaru niedokrwiennego
moézgu, ktoéry jest konsekwencja zamkniecia du-
zego naczynia mézgowego (na podstawie angio-
-TK);

«+ czas od wystapienia objawéw neurologicznych do
rozpoczecia procedury leczenia za pomoca me-
chanicznej trombektomii <8 godzin u chorych na
udar zlokalizowany w przednim kregu unaczynie-
nia, a u chorych na udar zlokalizowany w tylnym
kregu unaczynienia mozliwo$¢ wykonania terapii
wewnatrznaczyniowej <12 godzin od wystapienia
objawdw;

« deficyt neurologiczny w skali NIHSS =5 punktéw;

» brak mozliwosci rozpoczecia dozylnego wlewu
rtPA <4,5 godziny od wystapienia objawéw (np.
przekroczenie okna czasowego, lub chory w oknie
czasowym, ale liczba ptytek: 30 000-100 000, INR:
1,7-3, udokumentowana choroba wrzodowa prze-
wodu pokarmowego w ciggu ostatnich 3 miesiecy,
zylaki przetyku, tetniak, malformacja naczyniowa);

«+ brak poprawy lub zwiekszenie deficytu neurolo-
gicznego po dozylnej trombolizie (brak popra-
wy w NIHSS w momencie zakoniczenia wlewu
rt-PAIV);

» wiek >18 lat.

Kryteria wylaczenia z leczenia za pomoca mecha-
nicznej trombektomii:

+ nieznany poczatek zachorowania;

« deficyt neurologiczny <5 punktéw w skali NIHSS
[29];

» rozlegly udar niedokrwienny mézgu w czasie
3 miesiecy poprzedzajacych aktualne zachorowa-
nie;

+ podejrzenie rozwarstwienia aorty;

+ stwierdzenie w tomografii komputerowej krwoto-
ku $r6dmoézgowego, krwotoku podpajeczynéwko-
wego, krwiaka nad- lub podtwardéwkowego;

» stwierdzenie w tomografii komputerowej obec-
no$- ci uszkodzenia o$rodkowego ukladu ner-
wowego o duzym ryzyku ukrwotocznienia (guz
mozgu, ropien, malformacja naczyniowa, tetniak
wewnatrzczaszkowy, stluczenie); leczenie nalezy
rozwazy¢, gdy w obrazowaniu jest maly, niepek-
niety tetniak lub fagodny guz o niewielkim una-
czynieniu;

+ stwierdzenie przy zachorowaniu objawéw sugeru-
jacych krwotok podpajeczynéwkowy, nawet bez
stwierdzanych charakterystycznych zmian w to-
mografii komputerowej;

« stwierdzenie w tomografii komputerowej obrzeku
mozgu, ktéry powoduje przesuniecie linii srodko-
wej;

+ RR powyzej 185/110 mmHg, ktére nie ulega obni-
zeniu po podaniu lekéw hipotensyjnych;

+ udokumentowana skaza krwotoczna;

o glikemia <50 mg/dl (2,8 mmol/L) lub powyzej
400 mg/dl (22 mmol/L);

+ INR u leczonych doustnymi antykoagulantami
>3,0.

PROTOKOL BADANIA

Badania przy przyjeciu:

+ tomografia komputerowa, perfuzyjna tomografia
komputerowa, angiotomografia naczyi wewnatrz-
i zewnatrzczaszkowych;

« badania krwi: panel badan biochemicznych, w tym
stezenie glukozy zgodnie z zaleceniami ESO [9];

+ ocena deficytu neurologicznego wedlug skali
NIHSS przy przyjeciu [29].

Badania po zakonczeniu zabiegu:
« angiografia naczyn mézgowych, ocena przeplywu

krwi w naczyniach mézgowych po zabiegu za po-
moca skali TICI [30].

20
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Badania 24 godziny po zabiegu:

« tomografia komputerowa bez kontrastu (ocena
ukrwotocznienia ogniska niedokrwiennego we-
dlug skali uzywanej w badaniu ECASS 1 [31].

Badania diagnostyczne w trakcie hospitalizacji
w celu ustalenia etiologii udaru niedokrwiennego
na podstawie kryteriéw TOAST (choroba duzych na-
czyn; choroba malych naczyn — udar sercowo-zato-
rowy, udar o nieustalonej etiologii, udar o rzadkiej
etiologii) [32]: ultrasonografia tetnic szyjnych i ultra-
sonografia przezczaszkowa, echokardiografia przez-
klatkowa, 24-godzinne monitorowanie rytmu serca,
a takze jesli byly wskazania, echokardiografia przez-
przetykowa oraz badania laboratoryjne krwi w kie-
runku zespoléw nadkrzepliwosci i obecnosci auto-
przeciwcial.

Badania 3 miesiace po zachorowaniu:

« ocena neurologiczna wedtug indeksu Barthel (oce-
na na podstawie rozmowy telefonicznej z pacjen-
tem lub jego opiekunem) [33].

Uzyskane informacje byly gromadzone w kompu-
terowej bazie danych. Zgodno$¢ informacji w bazie
danych z tre$cia dokumentéw zrédlowych (historia
choroby, karty informacyjne z poprzednich hospita-
lizacji) byta kilkakrotnie sprawdzana.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Wryniki badan przedstawiono w postaci wartosci
$rednich i odchylen standardowych. Réznice roz-
ktadu plci miedzy grupami sprawdzono testem chi2,
a rozkladu wieku — za pomoca testu t-Studenta. Dla
poréwnania rozkladu zmiennych kategorycznych
w badanych grupach uzyto testu chi2, a zmiennych
ilosciowych — testéw: t-Studenta (rozklad normalny)
oraz U Manna-Whitneya (brak rozkladu normalne-
go). Korelacje zbadano za pomocg testu Spearman-
na. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto wartos¢
<0,05.

Do wykonania powyzszych analiz zastosowano
pakiet statystyczny Statistica wersja 9.

WYNIKI

Charakterystyka analizowanej grupy chorych

W czasie trwania badania, od 1 stycznia 2013 do
30 wrzesnia 2016 roku, do Oddzialu Udarowego

przyjeto 1307 chorych z rozpoznaniem udaru nie-
dokrwiennego mézgu. Leczenie przyczynowe za-
stosowano u 308 chorych, w tym leczenie za po-
mocg trombektomii mechanicznej u 96 chorych.
Ocena stanu pacjentéw po 3 miesiacach po zacho-
rowaniu na udar zostala wykonana u 74 chorych
i taka grupa zostala ostatecznie wlaczona do przed-
stawionej analizy.

Wsréd uczestnikéw badania z 3-miesiecznym okre-
sem obserwacji byto 39 mezczyzn i 35 kobiet. Sred-
nia wieku w czasie zachorowania na udar wynosita
65,8+13,1 roku. Nadcis$nienie tetnicze stwierdzono
u 53 chorych (71,6%), cukrzyce u 21 chorych (28,4%),
chorobe niedokrwienng serca u 21 chorych (28,4%),
zawal serca w wywiadzie u 7 chorych (9,7%), migota-
nie przedsionkéw u 30 chorych (40,5%), a otytos¢ u 19
chorych (25,7%).

Nasilenie deficytu neurologicznego przed wyko-
naniem trombektomii oceniano za pomoca skali
NIHSS. Wynik w tej skali wynosit $rednio 15,4+4,2
punktu (zakres: 5-25 punktéw). Potowa chorych
miata ciezki deficyt neurologiczny, tzn. uzyskata
16-25 punktéw w tej skali.

U wszystkich uczestnikéw badania etiologie uda-
ru niedokrwiennego oceniano za pomoca klasyfi-
kacji TOAST [Adams i wsp., 1993]. Etiologii udaru
niedokrwiennego nie ustalono u 34 chorych (45,9%).
Wsréd oséb o ustalonej etiologii najwiecej przypad-
kéw stanowily osoby z rozpoznaniem udaru o etiolo-
gii sercowo-zatorowej (31 os6b, 41,9%). Udar spowo-
dowany chorobg duzych naczyn stwierdzono u 6 os6b
(8,1%). W 3 przypadkach udar byt spowodowany roz-
warstwieniem tetnic (4,1%).

Procedura terapeutyczna

U 46 chorych (62,2%) leczenie za pomoca mecha-
nicznej trombektomii byto poprzedzone podaniem
rt-PAIV. W pozostalych przypadkach rt-PAIV nie
bylo podane z nastepujacych przyczyn: przekrocze-
nie okna terapeutycznego (15 osdb, 20,3%); podwyz-
szenie wskaznika INR powyzej 1,7 z powodu stoso-
wania klasycznych doustnych antykoagulantéw (n=38,
10,8%); krwawienie z przewodu pokarmowego w wy-
wiadzie (n=1, 1,3%); zabieg operacyjny w czasie po-
przedzajacych 2 tygodni (n=1, 1,3%); naklucie tetnicy
biodrowej dzien przed zachorowaniem (n=1, 1,3%);
stan po krwotoku podpajeczynéwkowym z tetniaka
i stan po zaklipsowaniu tetniaka (n=1, 1,3%), stan po
urazie wielonarzadowym (n=1, 1,3%).

Rt-PA dotetniczo podano w czasie zabiegu mecha-
nicznej trombektomii u 4 os6b (5,5%) (dawka 5 mg
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u 1 osoby, dawka 10 mg u 1 osoby i dawka 20 mg
u 2 0séb). Zalozenie stentu do tetnicy szyjnej z powo-
du jej krytycznego zwezenia wykonano w 4 przypad-
kach (5,5%). Zakrzep w tetnicy szyjnej wewnetrznej
byt zlokalizowany u 12 chorych (16,2%), w seg-
mencie M1 tetnicy mézgu $rodkowej u 40 chorych
(54,1%), w segmencie M2 tetnicy mézgu srodkowej
u 15 chorych (20,3%), w segmencie M3 — u 3 chorych
(4,1%), a w zakresie unaczynienia tetnicy podstawnej
— u4 chorych (5,4%).

W badanej grupie chorych czas od zachorowania do
naklucia tetnicy udowej wynosit srednio 265+88,5
minuty (zakres: 105-443 minuty).

W 69 przypadkach (93,2%) do przeprowadzenia za-
biegu wystarczylo zastosowanie jednego trombekto-
mu, ale w 3 przypadkach (4,1%) konieczne bylo zasto-
sowanie 2 trombektoméw, a w 2 przypadkach (2,7%)
— 3 trombektomoéw. Lacznie zastosowano 81 trom-
bektomoéw. Najczeéciej stosowano trombektomy
typu Solitaire (n=67, 82,7%), rzadziej Penumbra (n=6,
7,4%), Aperio (n=6, 7,4%), po jednym przypadku Tre-
vo (1,4%) i Eric (1,4%).

Efekty leczenia

U wszystkich uczestnikéw badania oceniono wczesne
i p6zne efekty leczenia.

Wezesne efekty leczenia:

« stopien rekanalizacji naczyn mézgowych oceniany
za pomoca skali TICI;

+ obecnos$¢ krwotokéw mézgowych w tomogra-
fii komputerowej 24 godziny po leczeniu (skala
ECASS1).

Pézne efekty leczenia:

+ $miertelno$é w dobie 90.;
» samodzielno$¢ w skali Barthel w dobie 90.

Kontrolne badanie angiograficzne tuz po wykonaniu
zabiegu trombektomii pozwolilo na ocene stopnia re-
kanalizacji naczyn mézgowych. Trzy punkty w skali
TICI, co wskazuje na catkowita rekanalizacje, uzyska-
to 26 0s6b (35,1%), 2b w skali TICI uzyskato 12 oséb
(16,2%), 2a — 19 0s6b (25,7%), 1 — 8 0s6éb (10,8%), 2 0
-9 0s6b (12,2%).

24 godziny po wykonaniu zabiegu trombektomii
u pacjentéw wykonywano kontrolne badanie TK glo-
wy w celu sprawdzenia, czy przeprowadzona proce-
dura byla powiklana ukrwotocznieniem udaru niedo-
krwiennego mézgu. Oceny dokonywano za pomoca

skali ECASS 1. U 37 oséb nie stwierdzono ukrwo-
tocznienia. Drobne wybroczyny na obrzezu zawatu
mozgu (HI1) stwierdzono u 11 chorych (14,9%), zle-
wajace sie wybroczyny w obszarze zawatu mézgu bez
efektu masy (H12) stwierdzono u 16 chorych (21,6%),
krwotok obejmujacy ponizej 30% obszaru zawatu
mozgu z niewielkim efektem masy (PH1) u 4 (5,4%),
natomiast rozlegly krwotok obejmujacy powyzej
30% ogniska zawalowego z wyraznym efektem masy
(PH2) u 6 0s6b (8,1%).

Do doby 90. zmarto tacznie 14 0s6b (18,9%). Przyczy-
ny zgonu oraz dobe po zachorowaniu, w ktérej wysta-
pil zgon, przedstawiono w tabeli 1.

Tab. 1. Przyczyny zgonu do doby 90. w analizowanej grupie chorych
oraz liczba dni od zachorowania do zgonu.

Przyczyna zgonu Liczba przypadkéw  Doba zgonu
Krwotok mézgowy 5 3,6,7,7,24
Obrzek mézgu

i wgtobienie 2 3.4
Zapalenie ptuc 3 8,15,27
Niewydolno$¢ 15,2131, 32

krazenia i oddychania

Wsréd pozostatych 60 oséb, ktére przezyly, az
38 (51,4%) uzyskalo 80-100 punktéw w ocenie za po-
mocq indeksu Barthel w dobie 90. Osiem 0s6b (10,8%)
uzyskato 0-19 punktéw, 2 osoby (2,7%) oceniono na 20-
-39 punktéw, 6 0s6b (8,1%) na 40-59 punktéw i 6 0séb
na 60-79 punktéw (8,1%).

DYSKUSJA

Prezentowana analiza przedstawia doswiadczenie
jednego osrodka, Oddzialu Udarowego Oddzialu
Klinicznego Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie, w zakresie stosowania najnowocze$-
niejszej terapii przyczynowej ostrego udaru niedo-
krwiennego mézgu — leczenia za pomoca mechanicz-
nej trombektomii z wykorzystaniem nowoczesnych
trombektomoéw.

Przedstawiona praca pokazuje wyniki stosowania
tej terapii w warunkach codziennej praktyki lekar-
skiej na oddziale neurologicznym, ktéry specjalizuje
sie w terapii przyczynowej udaru mézgu. Dotychczas
w Polsce opublikowano wyniki leczenia endowasku-
larnego ostrego udaru mézgu tylko u 18 chorych le-
czonych za pomoca trombolizy dotetniczej lub me-
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chanicznej trombektomii w Slaskiej Akademii
Medycznej. Po 3 miesigcach po zastosowanym lecze-
niu wyrazna poprawe (0-2 punkty w skali mRS) uzy-
skato 57,15% chorych [34].

W prezentowanym badaniu przedstawiono wyniki
leczenia 74 pacjentéw z rozpoznaniem ostrego uda-
ru niedokrwiennego mézgu, ktérzy spetnili kryte-
ria kwalifikacji do leczenia za pomoca trombektomii
mechanicznej. Nalezy podkresli¢, ze wdrozone w Od-
dziale Udarowym Szpitala Uniwersyteckiego w Kra-
kowie rozwiazanie organizacyjne umozliwilo wia-
czenie leczenia u wszystkich, ktérzy zostali do niego
zakwalifikowani. Leczenie interwencyjne udaru nie-
dokrwiennego moézgu nie jest terapia powszechna.
Do tej procedury kwalifikuje sie jedynie kilka pro-
cent chorych na udar niedokrwienny mézgu [35]. Na
przyklad w Austrii liczacej 8,4 miliona mieszkaricow
w czasie rocznej obserwacji zidentyfikowano zaled-
wie 313 chorych na udar mézgu, u ktérych wykonano
zabieg trombektomii mechanicznej [36]. Proponowa-
ne w Szpitalu Uniwersyteckim w Krakowie rozwiaza-
nie organizacyjne zaklada udzial w zabiegu 6 oséb.
Cztery osoby dyzuruja pod telefonem (neurolog, ra-
diolog interwencyjny, pielegniarka radiologiczna,
technik radiolog), a anestezjolog i pielegniarka ane-
stezjologiczna uczestnicza w zabiegu w ramach dy-
zuru stacjonarnego na Oddziale Intensywnej Terapii.
Zgodnie z protokolem tych 6 osé6b ma 45 minut na
zgloszenie sie do szpitala, jesli zaplanowano zabieg.
Prezentowany system organizacyjny zadzialat prawi-
dtowo w kazdym przypadku.

Protokét terapii interwencyjnej w Szpitalu Uniwer-
syteckim w Krakowie zakladal wykonanie badan ob-
razowych mézgu i naczyn mézgowych umozliwia-
jacych dokladna lokalizacje zakrzepu jeszcze przed
zabiegiem oraz potwierdzenie droznosci tetnicy szyj-
nej umozliwiajace dojscie trombektomem do za-
mknietego naczynia mézgowego. Od 20. przypadku
zakwalifikowanego do leczenia do protokotu diagno-
stycznego dotaczono obrazowanie mézgu za pomo-
ca perfuzyjnej tomografii komputerowej. Ta techni-
ka umozliwia zidentyfikowanie obszaru odwracalnie
uszkodzonego mézgu.

W przeciwienistwie do badan z 2013 roku [18, 19,
20] badania opublikowane w 2015 roku pozwalaly
na kwalifikacje pacjentéw do zabiegu trombektomii
na podstawie wynikow badan obrazujacych naczynia,
tzn. angiografie klasyczna [22, 23], angiografie rezo-
nansu magnetycznego [22, 23, 25, 26] lub angiografie
tomografii komputerowej [22, 23, 24, 25, 26], a takze
2 z nich na podstawie wyniku perfuzyjnej tomografii
komputerowej — SWIFT PRIME [25] i ESCAPE [24].
W opinii ekspertéw mozliwie rozbudowany protokét

zwieksza szanse na bezpieczna kwalifikacje do zabie-
gow [37].

Uwaza sie, ze obrazowanie naczyn mézgowych i do-
mozgowych przed zabiegiem umozliwiajace doktad-
na lokalizacje zakrzepu przed trombektomia byto
jednym z gtéwnych powodéw sukcesu badan klinicz-
nych opublikowanych w 2015 roku [38].

Protokét terapii interwencyjnej w Szpitalu Uniwersy-
teckim w Krakowie zakladal wdrozenie terapii inter-
wencyjnej do 8 godzin po zachorowaniu. Dotychczas
opublikowane badania dopuszczaly rozpoczecie za-
biegu przed uplywem 6-12 godzin.

W prezentowanym badaniu leczenie do 6 godzin
wdrozono u 64 chorych, a u pozostatych 10 w cza-
sie 6-8 godzin. Szczegdtowa analiza rokowania u tych
10 os6b leczonych pézniej wykazata dobra skutecz-
no$¢ terapii. Sze$¢ os6b w dobie 90. uzyskalo 80-100
punktéw skali Barthel, 2 osoby 60-80 i 2 osoby 40-
-60. Zadna osoba z tej grupy nie zmarta do doby 90.
Wskazuje to, ze procedura byta bezpieczna nawet
do 8 godzin, ktére uptynely od zachorowania do na-
klucia tetnicy.

W prezentowanym badaniu uczestniczyly osoby z de-
ficytem neurologicznym od 5 do 25 punktéw w skali
NIHSS. W badaniu MR CLEAN [22] kwalifikowano
osoby z deficytem w skali NIHSS powyzej 1 punktu,
w badaniu REVASCAT [23] — powyzej 5 punktéw.
Z kolei w badaniu SWIFT PRIME [25] osoby zakwa-
lifikowane musialy mie¢ wyrazny deficyt neurolo-
giczny (powyzej 8 punktéw w skali NIHSS), a w ba-
daniu EXTEND-IA [26] kwalifikowano osoby nawet
bez objaw6w neurologicznych. Maksymalny deficyt
neurologiczny, podobnie jak w prezentowanej pracy,
byl okreslony tylko w 2 badaniach. W SWIFT PRIME
[25] wynosit 29 punktéow, w EXTENT-IA [26] — 42

punkty.

Protokét prezentowanego badania dopuszczat wyko-
nywanie zabiegéw zaréwno na tetnicach przedniego
(n=70, 94,6%), jak i tylnego kregu unaczynienia (n=4,
5,4%). W ostatniej grupie 1 osoba zmarta do 3 miesie-
¢y po zachorowaniu z powodu masywnego krwotoku
mozgowego. Wszystkie badania kliniczne opubliko-
wane w 2015 roku pozwalaly na kwalifikacje jedynie
pacjentéw z zakrzepem zlokalizowanym w naczy-
niu przedniego kregu unaczynienia. Np. w badaniu
MR CLEAN [22] zakrzepy byly zlokalizowane w tet-
nicy szyjnej wewnetrznej, segmentach M1, M2 i M3
tetnicy mézgu $§rodkowej oraz Al i A2 tetnicy mé-
zgu przedniej, w badaniu ESCAPE [24] i w badaniu
EXTEND-IA [26] w tetnicy szyjnej wewnetrznej
i segmentach M1 i M2 tetnicy szyjnej wewnetrznej,
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a w badaniu REVASCAT [23] i SWIFT PRIME [25]
tylko w tetnicy szyjnej wewnetrznej oraz segmencie
M1 tetnicy mézgu srodkowe;j.

Leczenie interwencyjne chorych na udar spowodo-
wany zakrzepem w tylnym kregu unaczynienia bylo
przedmiotem nielicznych badan. Systematyczna ana-
liza opublikowana w 2016 roku przez Maka i wsp. po-
zwolita na zidentyfikowanie 41 badarn opublikowanych
w latach 1996-2015, ktére poréwnywaly skuteczno$é
trombolizy dotetniczej i trombolizy dotetniczej pola-
czonej z mechanicznym usunieciem zakrzepu z tet-
nicy podstawnej. Analiza ta wykazala przewage tej
drugiej metody w odniesieniu do przezycia, lepszego
rokowania krétkoterminowego oraz wyzszego odset-
ka rekanalizacji. Nie stwierdzono réznic miedzy dwo-
ma analizowanymi sposobami leczenia w odniesieniu
do liczby 0séb, ktdre przezyly i byly zalezne od innych,
ani odsetka krwotokéw mézgowych [39].

Protokét prezentowanego badania zaktadat koniecz-
no$¢ wykonania trombolizy dozylnej przed leczeniem
interwencyjnym, chyba ze byly przeciwwskazania do
stosowania rt-PAIV. Przeciwwskazanie w tym przy-
padku stanowilo: warto$¢ INR powyzej 1,7, przekro-
czone okno terapeutyczne lub zabieg operacyjny wy-
konany w czasie 30 dni poprzedzajacych udar.

Dwudziestu o$miu chorych nie kwalifikowalo sie
do podania rt-PAIV: u 15 os6b bylo przekroczone
okno terapeutyczne, 8 oséb miato podwyzszony INR
z powodu stosowania klasycznych antykoagulantow.
U pozostatych nie podano rt-PAIV z powodu niedaw-
no przeprowadzonych zabiegéw operacyjnych, urazu
wielonarzadowego lub naklucia duzej tetnicy.

W 3 z 5 opublikowanych w 2015 roku badan klinicz-
nych podanie rt-PAIV nie zawsze poprzedzalo trom-
bektomie mechaniczna. W badaniu MR CLEAN [22]
odnotowano 13% takich przypadkéw, w badaniu RE-
VASCAT - 32% [23], a w badaniu ESCAPE IA- 27%
[24].

Na uwage zasluguje tez grupa chorych, u ktérych
wskazaniem do trombektomii bylo przekroczenie
warto$ci INR powyzej 1,7 z powodu stosowania kla-
sycznych lekéw przeciwkrzepliwych. Takich cho-
rych w prezentowanym badaniu bylo 8. W tej gru-
pie 3 osoby zmarly (37,5%) do doby 90., a pozostate
osoby byly samodzielne w dobie 90.; jedna uzyskata
75 punktéw w skali Barthel, 1 osoba — 90 punktéw
i 3 po 100 punktéow w skali Barthel. Analiza staty-
styczna wykazala, Ze odsetek zgonéw u chorych le-
czonych trombektomia pod wplywem klasycznych
antykoagulantéw i u pozostalych oséb jest podobny.
Mata liczba chorych zakwalifikowanych do zabiegu

z powodu zbyt wysokich warto$ci INR nie pozwala
na wyciaganie jednoznacznych wnioskéw co do sku-
teczno$ci terapii za pomocg mechanicznej trombek-
tomii w tej grupie. Przeglad literatury na ten temat
pozwolit zidentyfikowac¢ tylko 2 badania, w ktérych
udokumentowano bezpieczenstwo i skutecznos¢
mechanicznej trombektomii u chorych pod wpty-
wem antykoagulantéw [40,41].

W prezentowanej pracy najwiecej chorych miato za-
stosowane trombektomy Solitaire (80%). Podobny
odsetek urzadzen Solitaire byl stosowany w innych
najnowszych badaniach. Przedstawiona praca do-
puszczala takze zakladanie stentu do tetnicy szyjnej,
jesli byta konieczno$¢ jej udroznienia w celu umozli-
wienia technicznego wykonania zabiegu mechanicz-
nej trombektomii. W prezentowanym badaniu stent
do tetnicy szyjnej zalozono u 4 os6b. Wszystkie osoby
przezyly. W dobie 90. 3 osoby uzyskaly 100 punktéw
w skali Barthel, a 1 osoba 50 punktéw. Z dotychczaso-
wych doswiadczen w badaniach klinicznych zaloze-
nie stentu do tetnicy szyjnej bylo dopuszczone tylko
w badaniu MR CLEAN [22] . W tym badaniu byt on
zastosowany w 13% przypadkéw.

Prezentowane badanie, podobnie jak badanie MR
CLEAN, dopuszczalo réwniez trombolize dotetnicza
w maksymalnej jednorazowej dawce 20 mg [22]. Ta-
kie leczenie zastosowano u 4 oséb. Wszystkie osoby
przezyly do doby 90. Trzy z nich uzyskaly 100 punk-
téow w skali Barthel, a 1 osoba — 0 punktéw. W pro-
tokole badania MR CLEAN dopuszczano rt-PAIA
w dawce maksymalnej 90 mg lub urokinaze w daw-
ce 1200 000 IU. Gdy podawano rt-PAIV przed za-
biegiem, akceptowalna dawka dotetnicza leku trom-
bolitycznego byta obnizana do % wyzej wymienionej
dawki.

Stosowany w prezentowanej pracy protokét do-
puszczal wiecej modyfikacji leczenia niz poszcze-
gblne protokoly najwazniejszych badan klinicznych
na ten temat. Mimo to uzyskane dane byly poréw-
nywalne z wynikami uzyskanymi u chorych leczo-
nych interwencyjnie w najwazniejszych badaniach
klinicznych.

Jednym z najwazniejszych punktéw koncowych
w badaniach klinicznych na temat skutecznosci me-
chanicznej trombektomii jest stopien rekanaliza-
cji w skali TICI w angiografii wykonanej po zabiegu
[42]. W prezentowanej pracy odsetek chorych z TICI
2b/3 wynosil 51,5% i byl nieco nizszy niz w innych
badaniach, np. w badaniu MR CLEAN wynosil 59%
[22], w badaniu REVASCAT - 66% [23], w badaniu
ESCAPE - 72% [24], w badaniu SWIFT PRIME — 88%
[25], a w badaniu EXTEND-IA — 86% [26].
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Nalezy podkresli¢, ze prezentowane badanie miato
$miertelno$¢ w dobie 90. réwna 18,9% i poréwnywal-
na do $miertelno$ci w badaniu MR CLEAN [22] i RE-
VASCAT [23]. W 3 pozostalych badaniach odnoto-
wano $miertelno$¢ w dobie 90. na poziomie 10%. Nie
jest wykluczone, ze odpowiada za to krétszy w tych
3 ostatnich badaniach czas od zachorowania do na-
klucia tetnicy. W badaniu SWIFT PRIME wynosil on
224 minuty [25], a w badaniu EXTEND-IA 210 mi-
nut [26]. W badaniu ESCAPE podano tylko czas od
randomizacji do naklucia tetnicy [24]. W badaniu MR
CLEAN [22] czas od zachorowania do naklucia tet-
nicy wynosif 260 min, a w badaniu REVASCAT 269
minut [23]. W prezentowanym badaniu wynosil on
267 minut.

Wsréd analizowanych pacjentéw odlegla skutecznosé
leczenia oceniano za pomoca skali Barthel [33]. Oce-
na byla dokonywana telefonicznie przez pielegniar-
ke naukowg Oddziatu Klinicznego Neurologii. Ska-
la Barthel jest narzedziem powszechnie uznanym
do oceny samodzielnosci chorych po udarze mézgu
ijest postrzegana jako réwnorzedne narzedzie z mRS
w odniesieniu do oceny odlegtego rokowania w bada-
niach klinicznych po udarze mézgu [43]. Skala Bar-
thel pozwala bardzo szczegétowo i w spos6b bardziej
jednoznaczny niz mRS oceni¢ samodzielno$¢ cho-
rych podczas rozmowy telefonicznej.

W prezentowanym badaniu az 51,4% uczestnikéw ba-
dania uzyskalo 80-100 punktéw w skali Barthel, tzn.
byly to osoby samodzielne i sprawne w aktywnos-
ciach codziennego zycia.

PISMIENNICTWO

We wszystkich innych cytowanych badaniach klinicz-
nych samodzielno$¢ po udarze oceniano za pomocg
skali mRS [42]. Od 0 do 2 punktéw w tej skali (cho-
ry wymagajacy niewielkiej pomocy w aktywnosciach
dnia codziennego) w badaniu MR CLEAN uzyska-
to 32,6% chorych [22], w badaniu REVASCAT 43,7%
chorych [23], w badaniu ESCAPE 53% [24], w bada-
niu SWIFT PRIME 60% [25] i w badaniu EXTEND-IA
—71% chorych [26].

Analizujac liczbe chorych calkowicie sprawnych w do-
bie 90., tzn. tych, ktérzy uzyskali 100 punktéw skali
Barthel, ustalono, ze w prezentowanym badaniu bylo
ich az 31 (47%). W innych cytowanych wyzej bada-
niach klinicznych od 0 do 1 punktu w mRS, czyli brak
objawdw lub objawy nieistotne klinicznie, mialo 12%
leczonych w badaniu MR CLEAN [22], 24% leczonych
w badaniu REVASCAT [23], 36% leczonych w bada-
niu ESCAPE [24], 43% w badaniu SWIFT PRIME [25]
i52% w badaniu EXTEND-IA [26]. Prezentowane wy-
niki pokazuja, ze odsetek oséb samodzielnych w dobie
90. po udarze jest poréwnywalny z odsetkiem chorych
samodzielnych w innych badaniach na ten temat.

Podsumowujac, leczenie przyczynowe ostrego udaru
niedokrwiennego mdzgu za pomoca trombektomii
mechanicznej z uzyciem nowoczesnych trombekto-
moéw zastosowane u 74 chorych leczonych w Cen-
trum Interwencyjnych Terapii Ostrego Udaru Mézgu
w Szpitalu Uniwersyteckim w Krakowie spowodowa-
to catkowity powrét do zdrowia oraz poréwnywalna
$miertelnos¢ do innych badan opublikowanych na ten
temat.
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Streszczenie

Wirus grypy ma otoczke lipidowa i wchodzi do komérki gospodarza
poprzez mechanizm endocytozy. W proces uwolnienia materiatu ge-
netycznego zaangazowane jest grypowe biatko blonowe — hemagluty-
nina (HA). Fuzja pomiedzy blonami wirusa i komérki gospodarza od-
bywa sie dzieki obecnos$ci N-konicowego fragmentu podjednostki HA2
hemaglutyniny, ktéry bezposrednio oddzialtuje z btona i jest nazywany
peptydem fuzyjnym (fusion peptide, HAfp), poniewaz jest zdolny do
samodzielnego taczenia bton w formie syntetycznego fragmentu. Jego
C-konicowa czeg$¢ zawiera trzy aminokwasy (W21-Y22-G23), ktére sa
$cisle zachowane wsréd serotypow grypy typu A. Pokazano, ze dtugosé
peptydu ma wplyw na jego strukture: HAfp1-20 tworzy ,bumerang”
w przeciwienstwie do ,spinki do wloséw” tworzonej przez HAfp1-23.
W celu lepszego zrozumienia roli trzech zachowanych aminokwaséw
badalismy wptyw dlugosci peptydu na zdolnosci fuzyjne, dynamike
strukturalng oraz oddziatywanie z dwuwarstwa lipidowa. Dzieki sy-
mulacjom dynamiki molekularnej i pomiarom spektroskopowym po-
kazalismy, Ze obecnos¢ trzech C-koricowych aminokwaséw promu-
je formowanie si¢ ,spinki do wloséw”. W przeciwienstwie do mniej
ustrukturyzowanego HAfp1-20 ,spinka” jest zorientowana prostopa-
dle do plaszczyzny blony i powoduje powstawanie wiekszego niepo-
rzadku w otaczajacych ja lipidach. Stosujac nowy sposéb wizualizacji
fuzji oparty na mikroskopii czaséw zycia (FLIM) i obrazowaniu liposo-
moéw GUV (gian unilamellar vesicles), zaobserwowali$my, ze HAfp1-23
posredniczy fuzji efektywniej niz HAfp1-20. Ponadto zaobserwowa-
ne przez nas formowanie sie nowej fazy lipidowej w btonach bogatych
w cholesterol indukowane jest jedynie przez dluzszy peptyd. Redy-
strybucja sktadnikéw plynnych bton wydaje si¢ odgrywac istotna role
w procesie fuzji blonowe;j.

Stowa kluczowe: wirus grypy « sztuczne systemy blonowe « fuzja blo-
nowa « mikroskopia konfokalna « oddzialywanie peptyd-btona
Abstract

Influenza is an enveloped virus which enters the host cell through en-
docytosis-mediated mechanism. To enable the release genetic material,
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a process of fusion between viral and host cell membranes occurs, which
is mediated by influenza hemagglutinin (HA) protein. The N-terminal
fragment of hemagglutinin HA2 subunit, directly interacting with the
membrane, is named a fusion peptide (HAfp), since it is able to pro-
mote fusion also as a synthetic fragment. Its C-terminal part contains
three residues (W21-Y22-G23), which are highly conserved among
various serotypes of Influenza A. It has been shown that the peptide
length has an influence on its structure: HAfp1-20 forms a boomerang
in contrast to a tight helical hairpin formed by HAfp1-23. To gain more
insight into the role of the conserved residues, we studied the effect of
peptide length on fusion properties, its structural dynamics, and par-
titioning to the phospholipid bilayer. By means of molecular dyna-mics
simulations and spectroscopic measurements, we showed that the
presence of three C-terminal residues in HAfp1-23 promotes the for-
mation of hairpin structure. In contrast to less structured HAfp1-20,
it orients perpendicularly to the membrane plane and induces more
disorder in the surrounding lipids. Using a novel fusion visualization
assay based on FLIM microscopy on giant unilamellar vesicles (GUV),
we observed that HAfp1-23 promotes fusion to a higher extent than
HAfp1-20. Moreover, we report cholesterol-enriched domain forma-
tion exclusively by the longer fusion peptide. This redistribution of
membrane components in fluid phases is likely to play a role during
membrane fusion.

Keywords: influenza virus « artificial membrane systems « membrane

fusion « confocal microscopy « peptide-lipid interactions

WPROWADZENIE

Wejscie wirusa do komorki gospodarza

Podczas cyklu replikacyjnego wirusy musza umies-
ci¢ swoj materiat genetyczny w komdrce gospodarza.
Dla wirus6w majacych otoczke lipidowa, do ktérych
zalicza sie wirus grypy nalezacy do rodziny orto-
myksowiruséw (Ortomyxoviridae), wiaze sie to z ko-
nieczno$cia polaczenia (fuzji) bton otoczki z btona
komérkowa (ryc. 1). Etap ten realizowany jest za po-
$rednictwem tzw. wirusowych biatek fuzyjnych (ang.
viral fusion proteins, VFP), bedacych oligomerycz-
nymi glikoproteinami z jednej strony zakotwiczony-
mi w blonie otoczki wirusa (ryc. 1). Pod wplywem
zmian $rodowiskowych, takich jak np. zmiana pH
w Srodowisku endosomu, biatka te zmieniaja konfor-
macje, eksponujac druga cze$¢ biatka bezposrednio
kotwiczaca sie w blonie komorki (ryc. 1).

W przypadku wirusa grypy role VFP odgrywa hema-
glutynina (HA) syntetyzowana jako prekursor HAO,
ktérej ciecie proteolityczne prowadzi do powsta-
nia fanncuchéw HA1 i HA2. N-koricowa czes¢ biat-
ka HA2, ktéra bezposrednio oddzialuje z btong, nosi
nazwe peptydu fuzyjnego (fusion peptide, fp). Wiek-

szo$¢ N-koncowych aminokwaséw jest dobrze za-
chowana wéréd wyréznianych 16 typow serologicz-
nych wirusa grypy typu A (tab. 1).

Warto zauwazy¢, ze o ile sekwencje wirusa typu A i B
sa do siebie podobne, o tyle sekwencja peptydu fuzyj-
nego wirusa typu C, najczesciej wywolujacego lekkie
infekcje u ludzi, znacznie si¢ od nich rézni. W przy-
padku wirusa typu A uwage zwraca takze obecno$¢
trzech C-konicowych aminokwaséw W21-Y22-G23
we wszystkich serotypach. Za rozprzestrzenianie sie
epidemii ptasiej grypy w latach 2003-2005 odpowie-
dzialny byl typ H5N1!, a $winskiej grypy w 2009 roku
— wiele typdw z grupy A, przy czym gléwnie HIN1.
Nie wiadomo natomiast doktadnie, jakie czynniki
strukturalne wirusa grypy powoduja jego zdolnos¢
do transmisji miedzygatunkowej. Badania nad tymi
zagadnieniami oraz nad tworzeniem wiruséw hybry-
dowych sa goracym tematem badan oraz debat na-
ukowcow, etykdw i agencji rzadowych.

1. Wirus grypy typu A klasyfikowany jest réwniez na pod-
stawie innego biatka wirusowego — neuraminidazy (NA
lub N), z wyréznieniem 9 typéw (N1-N9). Typ B ma jeden
typ N, natomiast typ C nie posiada neuraminidazy wcale.

28
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# RNA wirusa

Y receptor hemaglutyniny

00 kanatl jonowy

jadro komérkowe

hemaglutynina (HA):
w srodowisku zewnatrzkomérkowym

Y w srodowisku endosomu

Ryc. 1. Schemat zakazenia wirusem grypy. Na powierzchni komérki trimeryczna hemaglutynina (HA) wirusa tgczy sie z kwasem sialowym,
ktdry odgrywa role receptora. Wirus jest wchtaniany do wnetrza dzieki endocytozie. W kwasnym srodowisku endosomu dochodzi do zmiany
konformacyjnej HA i do eksponowania peptydu fuzyjnego, ktéry kotwiczy sie w btonie endosomu. W rezultacie nastepuije fuzja lipidowej otoczki
wirusowej i btony endosomu, co umozliwia przedostanie sie RNA wirusa do jadra komdrkowego. Rysunek przygotowano na podstawie [1, 2.

Struktura peptydu fuzyjnego

Badania nad peptydami fuzyjnymi wirusa grypy
(HAfp) zostaty rozpoczete w latach osiemdziesia-
tych ubieglego stulecia. Wykazano m.in. zdolnos$¢
do wigzania si¢ do liposoméw utworzonych z POPC
niezaleznie od pH, przy czym liposomy zawiera-
jace cholesterol mogly by¢ taczone jedynie poni-
zej pH 6, co odpowiada srodowisku endosomu [4].
Rézna zdolnosé do taczenia liposomoéw zaobserwo-
wano w funkcji dlugosci (1-16 oraz 1-20) peptydu
fuzyjnego [5]. Zalezno$¢ zmian wielkosci obserwo-
wanych w spektroskopii emisyjnej od warunkow
srodowiskowych zostata zbadana przez Clague i in.
[6]. Prace z uzyciem spektroskopii NMR wskazaty
na glebsze zakotwiczanie sie peptydu i wieksza za-
wartos¢ struktur helikalnych przy nizszym pH [7].
Zwrécono takze uwage na zmiany konformacyjne
peptyduw pH 5i7,4 [8].

Jednakze nowe $wiatlo na, jak by sie moglo wydawac,
dobrze zbadany obiekt rzucaja prace z ostatnich lat
[9-13], w ktérych autorzy pokazuja, ze peptyd fuzyj-
ny zawierajacy wszystkie 23 aminokwasy w micel-
lach z dodecylofosfatydylocholiny przyjmuje kon-
formacje typu ,spinka’; utworzona przez fragmenty
Gly'-Gly"? oraz Trp"-Gly* z Gly** stanowiacg bardzo
krétkie zgiecie (ryc. 2).

Calo$c¢ stabilizowana jest licznymi wiagzaniami wo-
dorowymi, co z pewno$cia ulatwia insercje pep-
tydu do blony ze wzgledu na niekorzystna ener-
gie insercji swobodnych grup amidowych [14].
Jak podkreslaja autorzy, przez ostatnie kilkana-
$cie lat peptydy fuzyjne wirusa grypy byty najcze-

$ciej badane w formie Gly'-Gly* bez uwzglednie-
nia §cisle zachowanych 3 ostatnich aminokwaséw
(Trp*-Tyr*-Gly*) (tab. 1). W wielu badaniach
taki 20-aminokwasowy fragment byl bezposred-
nio taczony z silnie hydrofilowym fragmentem za-
pewniajacym lepsza rozpuszczalno$é w §rodowi-
sku wodnym. Okazuje sie jednak, ze konformacje
peptydu oraz sposéb jego funkcjonowania moga
$cisle zaleze¢ od jego dlugosci i formy peptydu.
Uwage rowniez zwraca czeste wystepowanie mo-
tywu GxxG oraz GxxxG w calej dtugosci peptydu,
przy czym ten ostatni znany jest jako czynnik cze-
sto wystepujacy w helisach transbfonowych [15].
Otwiera to na nowo problem szczegétowej charak-
terystyki oddziatywan peptydu fuzyjnego w réz-
nych srodowiskach. Czytelnik bardziej zaintereso-
wany szczeg6tami strukturalnymi jest odsylany do
pracy przegladowej [16].

Fuzja btonowa jako cel terapeutyczny

Proponowane badania dotycza jednego z kluczo-
wych etapow infekcji wirusa grypy, ktérej lecze-
nie mimo ogromnego postepu w rozwoju $rod-
kéw i szczepionek przeciwwirusowych jest nadal
niesatysfakcjonujace. W samej Polsce w sezonach
2013/2014 oraz 2014/2015 liczba zachorowan i po-
dejrzen zachorowan na grype przekraczata 3 mln
(wg danych Panstwowego Zaktadu Higieny). Nato-
miast z powodo6w infekcji szczepem H5N1 na calym
$wiecie (tzw. ptasia grypa) zmarto 355 oséb z po-
twierdzonych 602 przypadkéw [17]. Podkresla to
wazno$¢ problemu i potrzebe stwarzania nowych
srodkéw farmakologicznych uzywanych zaréow-
no w zapobieganiu zachorowaniom sezonowym,
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Ryc. 2. (A) HAfp1-20, pH=>5, konformacja ,bumerangu” z fragmentem helisy 3-10 na C-koricu, utworzonej w pH fuzyjnym; (PDB ID: 1IBN) (B) HAfp1-
23 pH=7,4, konformacja ,spinki do wtoséw”, widok z boku; (PDB ID: 2KXA) (C) HAfp1-20, pH=7,4, konformacja ,spinki do wtoséw", widok z boku; (PDB
ID: 2KXA) (D) HAfp1-23, pH=7,4, widok z boku. Kolorem czerwonym zaznaczono aminokwasy o charakterze kwasowym, zielonym — aminokwasy

polarne, a biatym — aminokwasy hydrofobowe.

jak i przeciw szczepom mogacym wywotac epide-
mie lub pandemie.

Obecnie stosowane leki przeciw wirusom gry-
py mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza zapo-
biega zakwaszeniu srodowiska endosomu koniecz-
nego do zmian konformacyjnych hemaglutyniny
(ryc. 1) poprzez stosowanie pierscieniowych amin
pierwszorzedowych [substancja czynna: amanta-
dyna, preparaty zarejestrowane w Polsce: Amantix
(Merz), Vigeryt K (Egis); pochodna amantadyny, ry-
mantydyna, preparat: Rimantin (Genexo)]. Prepa-
raty te jednak wykazuja sie skutecznym dzialaniem
jedynie w pierwszych stadiach infekcji. Druga stra-
tegia polega na hamowaniu aktywnos$ci neuramini-
dazy, ktérej poprawne dzialanie jest niezbedne do
skladania nowo powstalych czasteczek wirusa w ko-
morce gospodarza [substancja czynna: oseltamiwir,
preparat: Tamiflu (Roche), oraz zanamiwir, prepa-
rat Relenza (GlaxoSmithKline Export Ltd., Wielka
Brytania)]. W przypadku szczepionek (w Polsce jest
zarejestrowanych facznie osiem preparatéw réznych
firm) zawierajacych antygeny powierzchniowe i ele-

menty struktur wewnetrznych, gtéwnie szczepéw
HI1N1 oraz H3N2, istnieje problem waznosci tylko
w jednym sezonie grypowym ze wzgledu na szybka
zmienno$¢ genetyczna w obrebie calych biatek wi-
rusowych. Strategia uderzajaca w mechanizm fuzji
wirusa z btona komérkowa gospodarza wydaje sie
interesujaca ze wzgledu na bardzo niska zmiennos¢
sekwencji peptydu fuzyjnego hemaglutyniny (tab. 1).
Zrozumienie molekularnych podstaw oddzialywan
peptydu fuzyjnego wirusa grypy jest kluczowe w zro-
zumieniu poczatkowych etapéw inwazji wirusowej
oraz w projektowaniu potencjalnych strategii farma-
kologicznych.

Btony lipidowe i sztuczne systemy btonowe

W toku badan nad biatkami blonowymi czesto ko-
nieczne jest zastosowanie sztucznych systeméw
btonowych. Blona zywej komérki oprécz lipidéw
zawiera liczne biatka i inne elementy, co ze wzgle-
du na jej stopient skomplikowania uniemozliwitoby
przygotowanie uktadu eksperymentalnego i wyko-
nanie pomiaréw. Przykladowym systemem blono-
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wym s3 jednowarstwowe pecherzyki powszechnie
uzywane w badaniach z powodu ich naturalnego
ksztattu, czesto wystepujacego w systemach biolo-
gicznych w przeciwienstwie do planarnych syste-
mow blonowych. Liposomy stosowane sa réwniez
w badaniach klinicznych, gdzie wstrzykiwane pa-
cjentom obnizaja toksycznos¢ lekéw, umozliwia-
jac ich dostarczanie bezposrednio do chorej tkanki,
na przyklad do guzéw nowotworowych. Mozli-
we jest otrzymywanie liposoméw réznej wielkosci:
od matych liposoméw (small unilamellar vesicles
— SUVs), poprzez duze pecherzyki (large unilamel-
lar vesicles — LUVs) o $rednicy 50-200 nm, azZ po
ogromne jednowarstwowe pecherzyki (giant unila-
mellar vesicles — GUVs). SUV-y skladaja si¢ jedy-
nie z kilkuset lipidéw i maja $rednice nie wieksza
niz 100 nm. Wieksze od nich sa duze jednowarstwo-
we pecherzyki LUV, ktére moga przypominaé we-
wnatrzkomoérkowe pecherzyki, takie jak lizosomy.
Z powodu ksztaltu ich membrana jest stabilniejsza
i bardziej upakowana w poréwnaniu z mniejszymi
pecherzykami SUV. To sprawia, ze LUV-y sa do-
brym modelem do badan, na przyktad zaklécen
wywolywanych przez lipidy lub biatka. Najwieksze
pecherzyki, GUV-y o $rednicy wynoszacej okoto
kilkudziesieciu mikrometréw, sg tatwe w przygoto-
waniu, sklad ich membrany moze by¢ §cisle kontro-
lowany oraz pozwalaja na ich obserwacje w mikro-
skopie optycznym [18, 19].

Jednowarstwowe liposomy GUV mozna otrzymac
metoda elektroformacji. Polega ona na podlacze-

niu pradu zmiennego do dwéch platynowych dru-
téw, na ktérych powierzchni znajduje sie film lipi-
dowy. Film ten uzyskuje sie poprzez natozenie na
kazdy drut roztworu lipidéw oraz barwnika fluore-
scencyjnego, ktérym pokrywa sie druty az do catko-
witego odparowania roztworu. Aby mie¢ pewnos¢,
ze rozpuszczalnik, czyli chloroform, calkowicie od-
parowal, druty umieszcza sie w cieplarce. Druty po-
kryte filmem lipidowym zanurza sie¢ w roztworze
sacharozy znajdujacym sie w komorze teflonowej.
Nastepnie komore podlacza sie do generatora pra-
du [19] (stosowano prad o napieciu 3 V i czestotli-
wosci 10 Hz przez 2 godziny, nastepnie co 30 min
zmniejszano czestotliwo$¢ do 2 Hz). Tak przygoto-
wane liposomy transferuje si¢ do komory umozli-
wiajacej obrazowanie, wypelnionej roztworem bu-
forowym o takiej samej osmotycznosci jak roztwér
sacharozy (tu 0,3 M).

METODY BADAWCZE

Gléwnymi metodami badawczymi projektu byly
spektroskopia fluorescencyjna oraz rézne techniki
mikroskopii fluorescencyjnej. Spektroskopia fluore-
scencyjna jest poteznym narzedziem w badaniach
oddziatywan biatko-lipid ze wzgledu na rézne wtas-
nosci emisyjne tryptofanu w $rodowisku wodnym
i niepolarnym (takim jak btona) (ryc. 3). Widma pep-
tydu w przypadku dodawania porcji liposoméw, po
stosownej analizie polegajacej na odjeciu tfa i wygta-
dzeniu oraz zastosowaniu poprawek na rozcienczenie,
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Ryc. 3. (A) zarejestrowane widma fluorescencji peptydu HAfp1-23 przy dodawaniu liposoméw SUV utworzonych z DOPC (liczby oznaczajg stezenie
w IM); (B) widma po odjeciu tta i wygtadzeniu, widmo réznicowe (czarna linia przerywana) oraz prosta (kolor niebieski), odpowiadajaca maksymalne;
réznicy miedzy pierwszym i ostatnim widmem (w tym przypadku dla 328 nm). (C) punkty pobrane z widm odpowiadajacych danym stezeniom,

z uwzglednieniem poprawki na objetosé, znormalizowane do 1. Do tak przetworzonych danych dopasowuije sie krzywa umozliwiajacq wyznaczenie

energii oddziatywania peptydu z btong [20].
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sa przeksztalcane do postaci danych, do ktérych dopa-
sowanie krzywej pozwala na uzyskanie statej inkorpo-
racji [20, 21].

Wielko$¢ ta jest miarg energii swobodnej tworzo-
nego kompleksu, dlatego moze by¢ bezposrednio
poréwnywana dla réznych mutacji peptyddéw, skta-
du liposoméw i warunkéw srodowiskowych (pH,
sila jonowa, temperatura). Inny sposéb wykorzy-
stania tej techniki, pozwalajacy na stwierdzenie
naruszenia ciaglosci dwuwarstwy lipidowej, polega
na przygotowywaniu liposoméw z zamknieta por-
cja barwnika fluorescencyjnego. Jego stezenie jest
dobrane tak, ze bedac w $rodku liposomu, ulega
samowygaszeniu, natomiast jego fluorescencja jest
wykrywalna, jezeli jest on uwalniany na zewnatrz,
np. w wyniku powstajacych w blonie poréw. Prze-
ciekanie liposoméw mozna bada¢ réwniez za po-
moca mikroskopii fluorescencyjnej, ktéra w wersji
skaningowej i konfokalnej umozliwia wykonywa-
nie obrazéw znakowanych fluorescencyjnie struk-
tur z rozdzielczos$cia rzedu dlugosci fali $wietlnej.
W wersji konfokalnej $wiatto pochodzace z innych
plaszczyzn niz plaszczyzna wzbudzenia jest blo-
kowane przez aperture kotowa (ang. pinhole), co
znacznie zmniejsza efekt rozmycia rejestrowanych
obrazéw. Na potrzeby projektu opracowano no-
watorski sposéb obrazowania i oceny ilosciowej
zachodzacej fuzji blonowej indukowanej pepty-
dami fuzyjnymi miedzy liposomami GUV i LUV,
w ktérych btonach sg umieszczone barwniki flu-
orescencyjne. Miedzy tymi barwnikami w trakcie
fuzji dochodzi do rezonansowego przeniesienia
energii (FRET) (ryc. 4). Efektywno$¢ zajscia zjawi-
ska FRET byla mierzona na podstawie wyznacza-
nia czasow zycia donora z wykorzystaniem tech-
niki mikroskopowej FLIM (Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy) w trybie TCSPC (Time Cor-
related Single Photon Counting). Obok technik
eksperymentalnych wazna czescia projektu byly
symulacje dynamiki molekularnej dajacej komple-
mentarny obraz zachowania sie peptydow fuzyj-
nych i otaczajacych ich lipidéw na poziomie poje-
dynczych atoméw.

ZACHOWANIE SIE PEPTYDOW W DWUWARSTWIE
LIPIDOWEJ

Réznice w strukturach peptydéow o dlugosciach
20 (HAfp1-20) i 23 aminokwaséw (HAfp1-23)
okreslone odpowiednio jako ,bumerang” [8] oraz
»spinka do wlos6w” [9] pozwalaja na postawienie
waznego pytania dotyczacego sposobu oddziaty-
wania N-koncowego fragmentu podjednostki HA2
hemaglutyniny. Pytanie to jest szczegdlnie zasad-

ne, gdy wezmiemy pod uwage, ze chetnie badane
ze wzgledu na stosunkowa tatwos$¢ peptydy fuzyj-
ne sa jedynie molekulami modelowymi, na pod-
stawie ktorych wysnuwane sa wnioski dotyczace
zachodzacych proceséw w naturze, a wiec z udzia-
tem catych biatek. Swiadomi tych ograniczen wy-
szli§my z zaloZenia, ze rozszerzenie peptydu fuzyj-
nego o zachowane C-konicowe aminokwasy moze
pozwoli¢ dostrzec nieopisywane dotychczas zjawi-
ska. Dzieki poprowadzeniu prac w spos6b réwno-
legly: eksperymentalny i symulacyjny, doszlismy
do wniosku, ze wieksza zdolnos¢ do fuzji btono-
wej jest zwiazana z konformacja peptydu. Peptyd
HAfp1-23, majacy wieksza zdolnos¢ do fuzji bion,
przyjmuje cze$ciej konformacje typu ,spinka do
wloséw” i jest zakotwiczony glebiej w dwuwar-
stwie w poréwnaniu z peptydem HAfp1-20, cze-
$ciej przyjmujacym konformacje otwarta (,bume-
rang”) i lokujacym sie blizej granicy btona-woda.
Jednocze$nie zauwazono, ze dla HAfp1-23 prze-
waza ustawienie prostopadte (osie helikalnych ra-
mion ,spinki” sa prostopadte do ptaszczyzny bto-
ny), co umozliwitoby rozsadne ,wyprowadzenie”
tancucha polipeptydowego z btony w przypadku
biatka o pelnej dlugosci. Ten aspekt byl podno-
szony w literaturze w pracy [9]. Jednoczes$nie uzy-
skano ciekawy zestaw wynikéw dotyczacy wplywu
inkorporacji peptydéw fuzyjnych do dwuwarstwy
lipidowej. Zaréwno pomiary czaséw zycia analogu
lipidu C6-NBD-PE [22], jak i symulacje dynamiki
molekularnej wskazuja na wystepowanie wieksze-
go nieporzadku tanicuchéw fosfolipidow, w przy-
padku kiedy wbudowywany jest peptyd HAfp1-23,
w poréwnaniu z HAfp1-20.

Dzieki eksperymentom z uzyciem fluorescencyj-
nie znakowanego peptydu HAfp1-23 i obrazowa-
niu liposoméw typu GUV utworzonych z mieszanki
DOPC/sfingomielina cholesterol 2/2/1 (mol) udato
sie nam okresli¢ preferencje do oddzialywania pep-
tydu z faza lipid disordered (Ld) w poréwnaniu z faza
lipid ordered (Lo) (ryc. 4).

Wynik ten bardzo dobrze koresponduje z uzyska-
nymi wynikami dotyczacymi mniej korzystnej ener-
gii Gibbsa inkorporacji peptydéw w blonach fosfo-
lipidowych na podstawie danych spektroskopowych
[23, 24]. Jednoczes$nie zaobserwowano ciekawe zja-
wisko indukcji makroskopowego ruchu domen indu-
kowanego peptydem (ryc. 5).

Co wiegcej, w przypadku peptydu HAfp1-23 zaobser-
wowano dotychczas nieopisywana w literaturze dla
peptydu fuzyjnego grypy zdolno$¢ do indukowania
nowej fazy lipidowej w blonach zawierajacych cho-
lesterol (ryc. 6).
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Ryc. 4. Przyktadowe liposomy GUV ztozone z lipidéw DOPC, cholesterolu i sfingomieliny Atto647-PE (magenta) z separacjg faz Lo/Ld. Do liposoméw
dodano peptyd fuzyjny AHAfp1-23 z dotaczonym barwnikiem Alexa fluor 488 (zielony), ktdrego stezenie wynosito 5 pM. (A) zielony — detekcja

dla zakresu emisji z maksimum emisji 525 nm dla barwnika Alexa fluor 488, (B) magenta — detekcja dla zakresu emisji z maksimum 669 nm

dla barwnika Atto647N, (C) natozone obrazy A i B.

Ryc. 5. Projekcja 3D (z-stack) liposomdw GUV ztozonych z lipidéw DOPC, cholesterolu i sfingomieliny w stosunku molowym (2:1:2) z barwnikiem
DOPE-Atto647-PE z separacja faz Lo/Ld. Do liposoméw dodano peptyd fuzyjny HAfp1-23 (3 uM). Na rysunku widoczna jest zmiana potozenia faz
lipidowych dla liposomdw (A) z peptydem fuzyjnym HAfp1-23 oraz (B) bez peptydu fuzyjnego. Obraz liposomu wykonywano w odstepie 5 minut.

e

Ryc. 6. Liposom GUV ztozony z lipidéw POPC oraz cholesterolu w stosunku molowym 60:40 z barwnikiem DOPE-Atto647-PE (magenta).

Do liposomu dodano mieszanke peptydéw fuzyjnych AHAfp1-23 oraz HAfp1-23 (zielony) w stosunku molowym 1:1, ktérych stezenie wynosito

7 mM. (A) zielony - detekcja dla zakresu emisji z maksimum emisji 525 nm dla barwnika Alexa fluor 488, (B) magenta — detekcja dla zakresu emisji
z maksimum 669 nm dla barwnika Atto647N, (C), (F) natozone obrazy odpowiednio A i B.
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W nowych pracach podobne zjawisko zaobserwo-
wano dla petli bialkowej wirusa zapalenia watroby
typu C oddzialujacej z blona [25]. Zaobserwowano
takze zwiekszone paczkowanie z obszaru granicy faz
Lo/Ld, co z kolei dobrze koresponduje z faktem obser-
wacji miejsc fuzji w przypadku wirusa HIV [26]. Wy-
daje nam sie, ze sa to zjawiska istotne w procesie fuzji,
poniewaz przez wypychanie lipidéw z fazy lamelarnej
prowadza do indukowania krzywizny dwuwarstwy,
obnizajac tym samym bariere energetyczna na proces
fuzji z drugim fragmentem blisko sgsiadujacej btony.

Co dala realizacja grantu Polpharma?

+ Realizacja grantu przyniosta wiele nowych danych
fizykochemicznych i obserwacji nowych, dotych-
czas niescharakteryzowanych zjawisk zachodza-
cych z udzialem peptydéw fuzyjnych. Ponizej naj-
wazniejsze spostrzezenia.

+ Charakterystyka ilosciowa energetyki wigzania
peptydéw — mimo podobnych wartos$ci energii
swobodnej Gibbsa w pH 5 peptyd HAfp1-23 po-
woduje wydajniejsza fuzje blonowa.

+ Spadek energii swobodnej Gibbsa wiazania dla
peptydéw w blonach zawierajacych cholesterol

PISMIENNICTWO

jest odwrotnie skorelowany ze zdolnoscia do fu-
zji.

+ Badania mikroskopowe oraz symulacje dynamiki
molekularnej wskazaly na wieksze wprowadzanie
nieporzadku w otaczajacych fosfolipidach przez
dtuzszy peptyd.

+ Peptyd w ,pelnej” formie (HAfp1-23) w blonach
zawierajacych cholesterol powoduje powstawanie
nowej fazy lipidowej. Jest to zjawisko dotychczas
nieopisywane dla peptydu fuzyjnego grypy.

Dalsze kierunki badan

Opracowany sposéb mikroskopowej wizualizacji
i oceny ilosciowej fuzji pomiedzy bfonami lipido-
wymi otwiera nowe mozliwo$ci badawcze. Dzieki
temu, ze uzywa sie tu dwoch rodzajéw liposomoéw,
sposéb ten w przyszlos$ci moze by¢ wykorzystywa-
ny do oceny fuzji otoczek lipidowych calych wirio-
néw grypy, jak réwniez rekonstytuowanej hema-
glutyniny o pelnej dtugosci w btonach o wybranym
sktadzie. Mozliwe jest takze sprawdzanie substancji
chemicznych dzialajacych jako potencjalne inhibi-
tory fuzji.
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Naukowa Fundacja Polpharmy przyznata w 2014 roku zespoltowi pracujace-
mu pod kierunkiem dr n. med. Pauliny Kober grant na realizacje projektu ba-
dawczego pt. ,Identyfikacja zaburzen metylacji DNA u chorych na nieczynne
funkcjonalnie gruczolaki przysadki i ocena ich wartos$ci prognostycznej”.

Streszczenie

Gruczolaki przysadki sg jednymi z najczestszych nowotworéw $réd-
czaszkowych. We wczeéniejszych badaniach wykazano, ze zaburzenia
epigenetyczne, tj. nieprawidlowy wzér metylacji DNA w obrebie regio-
néw regulatorowych okreslonych genéw, odgrywaja istotna role w pa-
togenezie nieczynnych hormonalnie gruczolakéw przysadki (NFPA).

W niniejszej pracy, wykorzystujac dane z profilowania wzoru mety-
lacji DNA w technologii mikromacierzy Infinium Human Methyla-
tion450 (Illumina), poddano analizie wystepowanie metylacji DNA
w regionach regulatorowych wybranych 16 genéw, w ktérych zgodnie
z opublikowanymi wczes$niej wynikami czesto dochodzi do nieprawi-
dltowej metylacji DNA w gruczolakach.

Oceniano réznice w poziomie metylacji DNA pomiedzy utkaniem gru-
czolaka i prawidtowa przysadka oraz czesto$¢ wystepowania podwyzszo-
nej metylacji DNA poszczegélnych regionéw na podstawie danych ekspe-
rymentalnych dla 41 chorych oraz 6 wycinkéw prawidlowej tkanki.

Sposrdd 16 analizowanych genéw w przypadku 7 potwierdzono zna-
miennie wyzszy poziom metylacji DNA w NFPA: LGALS3, MMP14,
NDRG2, RASSFIA, THBS1, TIMP3 i TP73. Wyniki naszych oznaczen
potwierdzaja jednoczesnie czeste wystepowanie hipermetylacji DNA
w tych genach u chorych. Najwieksze rozbiezno$ci miedzy naszymi
wynikami a danymi publikowanymi wcze$niej dotycza statusu mety-
lacji genéw CDHI, GADD45G, GSTPI oraz P16. Uzyskane przez nas
wyniki wskazuja, inaczej niz dostepne dane literaturowe, ze metylacja
promotoréw tych gendéw wystepuje jedynie w niewielkim odsetku cho-
rych na NFPA. W opracowaniu poddano dyskusji mozliwe przyczyny
tych rozbieznosci ze szczegdlnym uwzglednieniem réznic w stosowa-
nych technikach laboratoryjnych, ktére w istotny sposéb moga deter-
minowac jakos¢ i wiarygodnos$¢ wynikéw oznaczen metylacji DNA.
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Stowa kluczowe: nieczynne hormonalnie gruczolaki przysadki
» metylacja DNA « reakcja PCR specyficzna wzgledem metylowanej
sekwencji « mikromacierz

Abstract

Pituitary adenomas are among the most common intracranial tumors.
Previous studies have shown that epigenetic disorders, i.e. abnormal
DNA methylation pattern within regulatory regions of specific genes
play an important role in the pathogenesis of nonfunctioning pituita-
ry adenomas (NFPA).

In this article, using data from DNA methylation profiling with In-
finium HumanMethylation450 (Illumina) microarray technology, we
analyzed the DNA methylation pattern in the regulatory regions of se-
lected 16 genes, in which, according to previously published results,
abnormal methylation of DNA is present in adenomas.

The differences in DNA methylation between pituitary adenoma and
normal pituitary and the frequency of increased DNA methylation
in individual regions were assessed based on experimental data for
41 patients and 6 normal tissue sections.

In case of 7 out of 16 analyzed genes, significantly higher levels of
DNA methylation were detected in NFPA: LGALS3, MMP14, NDRG2,
RASSFI1A, THBS1, TIMP3 and TP73. Our results confirm also the fre-
quent occurrence of DNA hypermethylation in these genes in patients.
The greatest discrepancies between our results and previously publi-
shed data concern the methylation status of CDHI, GADD45G, GSTP1
and P16 genes. The obtained results show, unlike in the available litera-
ture, that the promoter methylation of these genes occurs only
in a small proportion of the NFPA patients. The possible causes of
these discrepancies were discussed, with particular emphasis on the
differences in laboratory techniques that can determine the quality
and reliability of DNA methylation assays.

Key words: nonfunctioning pituitary adenomas « DNA methylation
» methylation-specific PCR « microarray

WSTEP

Pod wzgledem klinicznym gruczolaki przysad-
ki dzieli sie na dwie gtéwne grupy: guzy czynne
hormonalnie, wydzielajace w nadmiarze hormo-
ny i powodujace zespoly endokrynologiczne, oraz
nieczynne hormonalnie gruczolaki przysadki (ang.
nonfunctioning pituitary adenoma, NFPA). Sa to
tagodne nowotwory, ktére wystepuja w populacji
do$¢ czesto [1, 2]. Nie wydzielajac nadmiaru hor-
mondw, NFPA przez pewien czas pozostaja bezob-
jawowe. Dopiero po osiggnieciu znacznych rozmia-
réow zaczynaja powodowaé wystapienie objawdw

neurologicznych, ktérych przyczyna jest zwykle
ucisk guza na sasiadujace z nim struktury mézgu,
np. skrzyzowanie nerwéw wzrokowych [3, 4]. Dla-
tego nowotwory te sa rozpoznawane do$¢ p6zno,
czesto gdy osiagaja rozmiary makrogruczolaka,
tj. powyzej 10 mm $rednicy [3].

NFPA nadal pozostaja stabo zdefiniowane pod
wzgledem molekularnym. Mimo wielu préb uda-
to sie zidentyfikowa¢ tylko nieliczne somatyczne
mutacje punktowe wystepujace w tych nowotwo-
rach. Co wigcej, okazalo sig, ze wzoér tych mutacji
nie jest powtarzalny w poszczegdlnych przypad-
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kach NFPA [5]. Poszukiwanie innych zmian mole-
kularnych, ktére moglyby mie¢ znaczacy wptyw na
patogeneze nieczynnych hormonalnie gruczolakéw
przysadki, przyniosto odkrycie zaburzen epigene-
tycznych czesto obecnych w tych guzach [6, 7].

Jednym z podstawowych mechanizméw epigene-
tycznych jest metylacja DNA. Polega ona na przy-
taczeniu grupy metylowej do cytozyny w obre-
bie dwunukleotydu CpG. Modyfikacja ta zachodzi
zwykle w miejscach genomu wyjatkowo bogatych
w dwunukleotydy CpG, tzw. wyspach CpG. W kla-
sycznym modelu metylacja DNA w obrebie promo-
tora genu, czesto pokrywajacego sie z wyspa CpG,
powoduje jego wyciszenie, natomiast brak tej mo-
dyfikacji sprzyja ekspresji genu [8].

Zaburzenia tego mechanizmu sg powszechne w no-
wotworach. Obecno$¢ nieprawidlowej metylacji
opisano na przyktad w nowotworach urologicz-
nych [9], w raku jelita grubego [10] oraz piersi [11].
Zmiany moga polega¢ zaréwno na obnizeniu, jak
i podwyzszeniu poziomu metylacji. W pierwszym
przypadku moze dochodzi¢ do ogdélnej hipomety-
lacji genomu, skutkujacej jego zwiekszona niesta-
bilnoscig lub aktywacja ruchomych elementéw ge-
nomu, a takze do aktywacji genéw ulatwiajacych
rozwdj nowotworu. Z kolei hipermetylacja gendw,
np. supresorowych, moze powodowac ich dezak-
tywacje i utrate funkcji mimo braku mutacji w se-
kwencji DNA [12, 13].

Do tej pory opublikowano stosunkowo niewiele
prac na temat zaburzen metylacji DNA w nieczyn-
nych hormonalnie gruczolakach przysadki. Wiek-
szo$¢ dostepnych publikacji opisuje wyniki analizy
metylacji DNA promotoréw pojedynczych genéw
lub niewielkich paneli genowych. Badaniami obej-
mowano gltéwnie promotory genéw, ktérych za-
burzenia czesto sa obserwowane w nowotworach
i w przypadku ktérych udokumentowany byl réw-
niez zwiazek zaburzen epigenetycznych ze zmiana
ekspresji genu. Z dotychczasowych doniesiert wyni-
ka, ze w gruczolakach przysadki do nieprawidlowej,
zwiekszonej metylacji DNA dochodzi w promoto-
rach genéw, ktérych bialkowe produkty odpowia-
daja za procesy takie jak naprawa DNA (MGMT)
[14], TP73 [15], p14(ARF), regulacja cyklu komér-
kowego (CDKN2A [16]), apoptoza (DAPK) [17],
CASP8 [15] p14(ARF) i inne.

W dotychczas opublikowanych pracach analiza me-
tylacji DNA byla prowadzona najczesciej przy wy-
korzystaniu metody taricuchowej reakcji polimera-
zy specyficznej wzgledem metylowanych sekwencji
(ang. methylation-specific polymerase chain reac-

tion, MSP). Jest to dos¢ archaiczna jako$ciowa me-
toda opracowana w polowie lat 90. XX w. [18]. Po-
dobnie jak wiekszo$¢ metod stosowanych do oceny
profilu metylacji MSP wykorzystuje modyfikacje
genomowego DNA kwaénym siarczynem sodu, pod
ktérego wplywem niemetylowana cytozyna jest de-
aminowana do uracylu. Metylowana cytozyna nie
ulega deaminacji, w zwigzku z czym w wyniku mo-
dyfikacji moga powsta¢ dwie odmienne sekwen-
cje w zaleznosci od tego, jaki byl wyjsciowy status
metylacji DNA. Modyfikowany DNA jest nastep-
nie amplifikowany przy uzyciu starteréw PCR za-
projektowanych tak, by umozliwialy wybiércza am-
plifikacje wariantu sekwencji, w ktérej obecna byta
metylowana cytozyna, lub sekwencji oryginalnie
niemetylowanej. Wynikiem oznaczenia jest obec-
no$¢ lub brak prazka na zelu agarozowym, ktéry in-
terpretowany jest jako obecno$¢ lub brak metylacji
DNA w badanym regionie.

Wryniki z uzyciem bardziej zaawansowanych tech-
nik wykorzystujacych sekwencjonowanie DNA
wskazuja, ze wzor i poziom metylacji poszczegdl-
nych miejsc CpG w preparacie genomowego DNA
izolowanym z guza nowotworowego jest bardziej
skomplikowany. Poszczegélne miejsca CpG w da-
nym regionie moga w pewnym stopniu sie réznic
poziomem metylacji, ktéry z kolei moze general-
nie przyjmowaé wartosci od 0 do 100 proc. Wynik
procentowy interpretowany jest jako frakcja alleli,
w ktérych pozycja jest metylowana. Metoda MSP
zaktada wiec znaczace uproszczenie. Zaznaczy¢ na-
lezy réwniez, ze metylacja DNA wiekszosci z opi-
sanych genéw byla oceniana jedynie w pojedyn-
czych badaniach na prébkach od chorych na NFPA.
Wyniki tych badan jak dotad nie byly weryfikowa-
ne. W duzej czesci prac dotyczacych roli zaburzen
metylacji DNA nie uwzgledniono analizy wycinkéw
przysadki prawidtowej. Publikowano jedynie wyniki
dotyczace NFPA, przyjmujac a priori, ze prawidto-
wa tkanka charakteryzuje sie brakiem metylacji da-
nego regionu regulatorowego.

CEL PRACY

W ramach projektu pt. ,Identyfikacja zaburzen
metylacji DNA u chorych na nieczynne hormo-
nalnie gruczolaki przysadki i ocena ich wartosci
prognostycznej” finansowanego przez Naukowa
Fundacje Polpharmy mieli§my mozliwo$¢ przepro-
wadzenia wielkoskalowej analizy metylacji DNA
w nieczynnych hormonalnie gruczolakach przy-
sadki z wykorzystaniem mikromacierzy Infinium
HumanMethylation450 firmy Illumina (HM450).
Technologia ta pozwala na ilosciowg ocene pozio-
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mu metylacji DNA w wybranych miejscach CpG
w genomie, w znacznej mierze w cytozynach zlo-
kalizowanych w regionach promotorowych genéw.
Celem niniejszej pracy bylta weryfikacja danych li-
teraturowych, a wiec statusu metylacji DNA wy-
branych genéw badanych wczeéniej metoda MSP
przy wykorzystaniu danych ilosciowych z ekspe-
rymentu wielkoskalowego.

Dane literaturowe oraz wyniki wlasne dotyczace ge-

néw analizowanych w niniejszym opracowaniu ze-
brano w tabeli 1.

MATERIALY | METODY

Do badania wykorzystano wycinki pochodzace
z guzdw od 35 chorych na nieczynne hormonalnie
gruczolaki przysadki, operowanych w Centrum On-
kologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie (COI). Material byl gromadzony we
wspotpracy z Klinika Nowotworéw Ukladu Nerwo-
wego COI w latach 2008-2014. Fragmenty guzéw
mrozono niezwlocznie po pobraniu w cieklym azo-
cie, a nastepnie przechowywano w temp. -80°C do

Tabela 1. Zestawienie gendw analizowanych w badaniu.

czasu izolacji DNA. Dodatkowo wykorzystano ma-
terial archiwalny w postaci bloczkéw parafinowych,
ktéry stanowily wycinki guzéw pochodzacych od
6 chorych operowanych w COI w latach 2007-2011.
Charakterystyke chorych przedstawiono w tabeli 2.
Jako material referencyjny wykorzystano 6 wycin-
kéw przysadek pobranych posmiertnie w trakcie
autopsji od 0séb zmartych z powoddéw niezwiaza-
nych z nowotworem przysadki.

DNA izolowano przy wykorzystaniu zestawu
Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen) zgodnie z protoko-
tem dotaczonym do zestawu. Genomowe DNA zo-
stato poddane konwersji siarczynem sodu przy wy-
korzystaniu zestawu DNA EZ-96 (Zymo Research,
Orange, CA, USA). Czesc¢ laboratoryjna ekspery-
mentu mikromacierzowego zostata wykonana przez
firme AROS Applied Biotechnology w Danii. Sondy
podzielono na klasy wzorcowe i przypisano lokali-
zacje genomowa zgodnie z opisem udostepnionym
prze firme Illumina dla macierzy HumanMethyla-
tion450k. Intensywno$¢ sygnatu dla sond norma-
lizowano za pomoca pakietu BMIQ (wersja 1.3)
przy uzyciu domyslnych parametréw [29]. Dla kaz-
dej pozycji CpG wyznaczano warto$¢ Beta bedaca

Dane literaturowe

Wyniki wtasne (macierze HM450)

Gen Czestosc hipermetyla-  Liczba badanych prébek Usredniony poziom metylacji DNA Czestos¢ hipermetylacji
cji DNA w NFPA (NFPA/prawidtowa tkanka) w NFPA versus prawidfowa tkanka DNA w NFPA

CDH1 46% [19] 24/5 6,5% vs 5,7%; p=0,91 5%

CDH13 29% [19] 24/5 7,8% vs 4,6%; p=0,15 12%

CDKN2A 43%[15] 23/2

P16 79% [20] 19/0 9,6% vs 5,6%; p=0,96 P16 -17%
80% [16] 10/0
75% [21] 24/0
58% [22] 19/0
P14 13% [15] 23/2 7,2% vs 6,6%; p=0,74 P14 - 4.8%

DAPK1 4% [15] 23/2 1,9% vs 2%; p=0,61 2,4%
14% [17] 14/5

GADDA45G 53% [23] 17/3 3% vs 1,5%; p=0,09 2,4%

GSTP1 63,2% [24] 19/3 8,5% vs 8%; p=0,47 10%

LGALS3 57% [25] 7/3 39,7% vs 11,6%; p=0,0001 85%

MGMT 35% [14] 20/0 5,4% vs 2,7%; p=0,99 12%
22% [15] 23/2

MMP14 30% [26] 64/0 39,6% vs 17,4%; p=0,0028 83%

NDRG2 20,7% [27] 68/0 32,7% vs 18,5%; p=0,0003 66%

RASSF1 29% [28] 21/4 54,7% vs 45,8%; p=0,0209 49%

TGFB1 11% [26] 64/0 4,8% vs 2%; p=0,4445 17%

THBST 39% [15] 23/2 6,6% vs 1,9%; p=0,0002 7,3%

TIMP3 13% [15] 23/2 41% vs 23,2%; p=0,0002 8%

TP73 26% [15] 23/2 29,8% vs 22,6%; p=0,0262 39%
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stosunkiem intensywnosci §wiecenia sondy dla wa-
riantu metylowanego do catkowitej intensywnosci
$wiecenia sond dla danej pozycji CpG (suma inten-
sywnosci $wiecenia sond dla metylowanego i nie-
metylowanego wariantu). Tak wyznaczona warto$¢
Beta zawiera sie w przedziale 0-1 i §wiadczy o pro-
centowej zawartosci metylocytozyny w danej pozy-
cji, tj. o poziomie jej metylacji.

Wyboru genéw, ktérych promotory poddano anali-
zie w niniejszej pracy, dokonano na podstawie prze-
gladu pismiennictwa. Wybrano promotory gendw,
ktére byly wczeéniej analizowane w grupach cho-
rych na nieczynne gruczolaki przysadki przy wyko-
rzystaniu metody MSP (wybrane geny wraz z odno$-
nikami literaturowymi przedstawiono w tabeli 1).

CDH1 CDH13

P=0.9153 P=0.1503

Poziom metylacjiDNA
Poziom metylacjiDNA

W ramach przegladu literatury, wykorzystujac opu-
blikowane sekwencje starteréw MSP, identyfikowano
regiony genomowe, ktérych status metylacji DNA byt
analizowany przez poszczeg6lnych badaczy. W anali-
zie wykorzystano dane z sond HM450 zlokalizowanych
w tych regionach genomowych dla prébek DNA z wy-
cinkéw NFPA oraz wycinkéw prawidlowej przysadki.

Na potrzeby analizy statystycznej dla kazdej probki
wyznaczano usredniony poziom metylacji DNA w da-
nym regionie regulatorowym okres$lonego genu, wy-
korzystujac wyniki dla wszystkich dostepnych sond
zlokalizowanych w danym regionie. Poréwnywano
grupe wycinkéw kontrolnych prawidlowej przysadki
z grupa nieczynnych hormonalnie gruczolakéw przy-
sadki, wykorzystujac test Manna-Whitneya. Przyjeto

bAPK1 GADD45gamma

P=06076 P=0.08972

Poziom metylacji DNA
Poziom metylacjiDNA
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TGFB1

THBS1

P=10.0001855

Poziom metylacjiDNA
Poziom metylacii DNA

Ryc. 1.

Poziom metylacjiDNA

TIMP3 P73

P=0.0001855 P=0.02623

Poziom metylacji DNA

Poziom metylacji DNA regiondw regulatorowych analizowanych genéw w prawidtowej przysadce i NFPA.
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poziom istotnosci a=0,05. Wykorzystano program
GraphPad Prism (GraphPad Software).

Na potrzeby odniesienia pozyskanych wynikéw do da-
nych literaturowych, w ktérych raportowano odse-
tek probek z nieprawidfowa metylacja DNA danego
regionu, prébki o podwyzszonym poziomie metyla-
¢ji klasyfikowano na podstawie arbitralnie przyjete-
go kryterium. Jako hipermetylowane klasyfikowano
prébki, ktére w danym regionie miaty poziom metyla-
¢ji wyzszy niz §rednia warto$¢ dla prébek kontrolnych
powiekszona o 10 punktéw procentowych.

WYNIKI | OMOWIENIE

Analize poréwnawcza przeprowadzono dla 16 wy-
branych region6éw regulatorowych genéw, ktére mia-
ty pokrycie w sondach macierzy HM450. W analizie
danych z mikromacierzy przypadalo $rednio 3,8 son-
dy na 1 badany region (od 2 do 9 sond). W przypad-
ku 7 genéw: LGALS3, MMP14, NDRG2, RASSFIA,
THBS1, TIMP3 i TP73, stwierdzono istotny staty-
stycznie wzrost poziomu metylacji DNA w gruczola-
kach przysadki w poréwnaniu z wycinkami kontrol-
nymi. Najwieksza réznice obserwowano dla genéw
MMPI14 ($rednia 39,6% w prébkach NFPA wzgledem
17,4% w wycinkach prawidlowej przysadki), LGAL
($rednia 39,7% wzgledem 11,6%), NDRG2 ($rednia
32,7% wzgledem 18,5%) i TIMP3 ($rednia 41% wzgle-
dem 23,2%). W przypadku tych genéw stwierdzono
najwiekszy odsetek probek o podwyzszonym pozio-
mie metylacji DNA na podstawie przyjetego kryte-
rium. Czesto$¢ wystepowania hipermetylacji DNA
w tych regionach byla wyzsza niz opisana w pi$mien-
nictwie najprawdopodobniej ze wzgledu na réznice
metodyczne. W naszym opracowaniu prébki klasyfi-
kowano jako hipermetylowane na podstawie wybra-
nego arbitralnie progu odciecia, podczas gdy w opubli-
kowanych badaniach wynikal on z czulo$ci stosowanej
techniki laboratoryjnej. Generalnie w przypadku tych
regionow nasza analiza potwierdzala wystepowanie
zaburzen epigenetycznych w znacznym odsetku gru-
czolakéw iich zwiazek z patogeneza guzéw przysadki.

W przypadku pozostalych genéw nie stwierdzilismy
znaczaco wyzszego poziomu metylacji w wycinkach
gruczolakéw w poréwnaniu z wycinkami kontrolny-
mi. Mimo to w pewnym odsetku prébek NFPA obser-
wowalismy podwyzszona metylacje DNA poszczeg6l-
nych regionéw. Czestosci wystepowania hipermetylacji
DNA promotoréw DAPK i TGFBI byly zblizone do
danych prezentowanych we wczesniejszych doniesie-
niach. Poziom metylacji DNA regionéw regulatoro-
wych analizowanych przez nas genéw w prawidlowej
przysadce i NFPA przedstawiono na rycinie 1.

Dla pozostatych genéw nasze wyniki nie sa zgod-
ne z dotychczasowymi danymi literaturowymi. Naj-
wieksze rozbiezno$ci dotycza statusu metylacji genéw
CDH1, GADD45G, GSTPI oraz P16. Wedlug danych
literaturowych zaburzenia epigenetyczne tych ge-
néw wystepuja przynajmniej u ok. potowy chorych,
podczas gdy wedlug naszych danych byly one hiper-
metylowane u mniej niz 10% chorych (za wyjatkiem
promotora P16, ktéry byl metylowany w 16% NEPA).
Podejrzewamy, ze réznice te wynikaja przede wszyst-
kim z niedoskonatosci stosowanej we wcze$niejszych
badaniach metody analitycznej, tj. MSP.

Niektoére opublikowane prace wskazuja, ze MSP
jest metoda podatna na wyniki falszywie dodat-
nie. Moga one wynika¢ z niedoskonato$ci sekwen-
¢ji starter6w [30], niepelnej konwersji DNA w reak-
¢ji z siarczynem sodu lub innych czynnikéw, takich
jak np. obecnos¢ jednonukleotydowych wariantéw
polimorficznych w sekwencji DNA, do ktérej pro-
jektowany jest starter PCR [31].

Jednym z najlepiej opisanych biomarkeréw epige-
netycznych jest hipermetylacja promotora MGMT,
gdyz jest ona czynnikiem rokowniczym u cho-
rych na glejaka wielopostaciowego. Hipermetyla-
cja MGMT opisywana jest jako marker odpowiedzi
na leczenie temozolomidem w tej grupie chorych.

W wiekszo$ci opublikowanych prac dotyczacych gle-
jakéw status metylacji MGMT byt oceniany przy wy-
korzystaniu MSP. Najcze$ciej obserwowano te zmia-
ne u ok. 40% chorych na glejaka, przy czym mozna
zauwazy¢ istotne rozbieznosci pomiedzy publika-
cjami, tj. wyniki, wedlug ktérych zaburzenia me-
tylacji MGMT wystepuja u 25% [32], jak réwniez
u 68% [33] chorych na glejaki. W publikowanym
niedawno opracowaniu doswiadczen kilkuletniej
praktyki w oznaczaniu MGMT do celéw diagno-
stycznych przedstawiono dane na temat rozbieznos-
ci wynikéw testu MSP dla prébek, ktére byty analizo-
wane rutynowo w dwéch powtérzeniach. Niepowta-
rzalne wyniki MSP obserwowano w przypadku 12%
badanych prébek [34]. W dyskusji tej pracy przyczyn
niepowtarzalnosci wynikéw doszukiwano sie gtow-
nie w szczegdtach technicznych, co obrazuje niedo-
skonalo$ci metody MSP.

W badaniach dotyczacych gruczolakéw przy-
sadki czesto$¢ wystepowania hipermetylacji pro-
motora MGMT obserwowano u 22% i nawet 35%
[14, 15]. Doniesienia te sugerowaly, ze analogicz-
nie jak u chorych na glejaka status MGMT mégtby
by¢ czynnikiem predykcyjnym przy leczeniu te-
mozolomidem, zwlaszcza ze we wstepnym bada-
niu dotyczacym leczenia gruczolakéw przysadki
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Tab. 2. Charakterystyka chorych.

Liczba
Pacjenci ogétem 41
Ple¢
kobiety 15
mezczyzni 26
Wiek (lata)
zakres 36-85
mediana 59
Rozpoznanie patomorfologiczne
gonadotropowy 36
null cell adenoma 2
wielohormonalny 2
niemy kortykotropowy 1
Inwazyjnosé
tak 19
nie 15
brak danych 7

z wykorzystaniem temozolomidu powigzano lepsza
odpowiedz na chemioterapie z nizszym poziomem
biatka MGMT [35]. W naszej analizie hipermety-
lacje MGMT, wbrew wcze$niejszym doniesieniom,
stwierdzilismy jedynie u 5 chorych na NFPA.

Nalezy zaznaczy¢, ze wykorzystana w niniejszej pra-
cy technologia mikromacierzy ma swoje ogranicze-
nia. Podstawowym z nich jest fakt, Ze metoda ta po-
zwala na ocene jedynie wybranych, poszczegélnych
pozycji CpG — tych, dla ktérych zaprojektowano son-
dy na macierzy. Nie jest zatem mozliwa ocena mety-
lacji DNA wszystkich miejsc, w ktérych moze docho-
dzi¢ do metylacji cytozyny w badanym regionie. Dla
niektérych wybranych przez nas regionéw macierze
HM450 (Illumina) maja do$¢ geste pokrycie, 7 lub
9 sond w wybranym regionie dlugosci ok. 200 pz.
(geny RASSF1A, NDRGI i CDH13). Dla niektérych

PISMIENNICTWO

analizowanych regionéw mieli§my dane dla mniej-
szej liczby sond. Najmniej, tylko 2 sondy, znajdowaly
sie w analizowanych regionach P14 i P16 (gen CDK-
-N2A). W niniejszym opracowaniu konsekwentnie
wykorzystywali$émy dane mikromacierzowe jedynie
dla sekwencji CpG w regionach, w ktérych metylacja
DNA byla wczesniej oceniana przez innych badaczy.

Poréwnujac nasze wyniki z wczesniej opublikowanymi
wynikami innych autoréw, nalezy zaznaczy¢, ze wiek-
szo$¢ poprzednich badan obejmowala mniej liczne
grupy chorych niz badana przez nas grupa pacjentéw
(tab. 1). Wiekszo$¢ publikacji, na ktdre sie powotujemy
w niniejszym opracowaniu, opierata sie na analizie ok.
20 chorych na NFPA. Wydaje sig, ze obok réznic w sto-
sowanych technikach badawczych mata liczba cho-
rych uwzglednionych w poprzednich badaniach moze
réwniez cze$ciowo ttumaczy¢ rozbieznosci pomiedzy
naszymi wynikami i danymi literaturowymi, co obser-
wowali$my w przypadku czesci badanych regionéw.

WNIOSKI

1. W grupie 41 chorych z NFPA wystepowalo czeste
podwyzszenie poziomu metylacji DNA w regionach
regulatorowych genéw LGALS3, MMP14, NDRG2,
RASSFIA, THBSI, TIMP31i TP73. Stwierdzono rzad-
kie wystepowanie hipermetylacji DNA w pozosta-
tych badanych genach.

2. Wystepowanie zaburzen epigenetycznych
w znacznym odsetku NFPA moze wskazywac¢ na ich
zwiazek z patogeneza gruczolakéw przysadki.

3. Zastosowane metody badawcze moga mie¢ istotny
wplyw na uzyskiwane wyniki badarn molekularnych
i wymagaja ich wtasciwego doboru.
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Streszczenie

Niedrobnokomérkowy rak ptuca (NDRP) jest gtéwna przyczyna zgo-
néw z powodu choréb nowotworowych na swiecie. Obecnie prowa-
dzone sg intensywne poszukiwania i proby wdrozenia nowych metod
leczenia tej choroby. Trwaja réwniez badania nad skuteczniejszym wy-
korzystaniem nowoczesnych metod diagnostyki molekularnej, kté-
re umozliwia identyfikacje okreslonych cech genetycznych i epigene-
tycznych nowotworu (biomarkeréw predykcyjnych) i pozwola dobrac
najefektywniejsze metody leczenia dla konkretnego chorego (terapia
spersonalizowana). Najpowszechniej stosowana postacia terapii sper-
sonalizowanej NDRP jest leczenie ukierunkowane molekularnie z za-
stosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej receptora naskérkowe-
go czynnika wzrostu (IKT EGFR). Korzystna odpowiedZ na leczenie
IKT EGER jest uzalezniona od obecnosci somatycznych mutacji w ge-
nie EGFR. Najwiekszym ograniczeniem stosowania IKT EGFR w terapii
spersonalizowanej NDRP jest oporno$¢ na te leki nabywana przez cho-
rych w trakcie leczenia.

miRNA (mikroRNA) to klasa niekodujacych RNA o stosunkowo malych
czasteczkach (od 19 do 22 nukleotyd6w), ktére funkcjonuja w komérce
jako epigenetyczne regulatory ekspresji gendw na poziomie posttranskryp-
cyjnym. Oddzialywanie miRNA na transkrypty genéw bioracych udziat
w réznych procesach komoérkowych obejmuje szeroki zakres aktywnosci:
poczawszy od kontroli r6znicowania i wzrostu komoérek, poprzez naprawe
DNA, po kierowanie komorki na droge apoptozy. Liczne badania potwier-
dzity zaangazowanie miRNA w procesy nowotworowe zwigzane z rozwo-
jem NDRP. W procesie kancerogenezy pewne miRNA moga pelni¢ funkcje
onkogenna, a inne onkosupresorowa. Poznanie epigenetycznych mecha-
nizméw regulujacych zjawiska wrazliwosci i opornosci komérek NDRP na
IKT EGFR moze si¢ okazac przelomem w terapii spersonalizowanej tego
typu nowotworu. Z klinicznego punktu widzenia podwéjna rola miRNA
w rozwoju nowotworu moze mie¢ decydujacy wplyw na skutecznos¢ tera-
pii ukierunkowanych molekularnie. Ponadto stabilne postaci nowotworo-
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wego miRNA wykrywa sie nie tylko bezposrednio w tkance guza, ale réw-
niez w plynach ustrojowych chorego, zwlaszcza we krwi obwodowej,
co stwarza dodatkowe mozliwosci bezinwazyjnego diagnozowania i moni-
torowania efektywnosci leczenia w czasie.

Stowa kluczowe: miRNA « niedrobnokomérkowy rak ptuca « biomar-
kery o terapia ukierunkowana molekularnie « inhibitory kinazy tyrozy-
nowej EGFR « opornos¢ lekowa

Abstract

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of death
from cancer over the world. Currently, a large number of research stu-
dies are conducted to develop and implement new treatment strate-
gies. Intensive efforts are also made to improve robustness of modern
molecular diagnostics to identify more precisely specific genetic and
epigenetic cancer features (predictive biomarkers) and adjust the most ef-
fective treatment options for individual patient (personalized therapy). So
called targeted therapy based on using epidermal growth factor receptor
(EGFR) tyrosine kinase inhibitors (TKI) is nowadays the most widely cho-
sen form of personalized treatment in advanced NSCLC. Favorable re-
sponse to treatment with EGFR TKIs depends on the presence of somatic
mutations in EGFR gene, detectable in lung cancer tissue. The resistance
to EGFR TKIs acquired by most patients during treatment is the main ob-
stacle to overcome in NSCLC targeted therapy.

miRNAs (microRNAs) are small, non-coding RNA molecules that play
a key role in the regulation of basic cellular processes, including dif-
ferentiation, proliferation and apoptosis, by controlling gene expres-
sion at the post-transcriptional level. Deregulation of miRNA activi-
ty results in the loss of homeostasis and the development of a number
of pathologies, including lung cancer. During lung carcinogenesis,
miRNAs exhibit dual regulatory function: they act as oncogenes or as tu-
mour suppressors. Better understanding of epigenetic mechanisms re-
gulating either the sensitivity or the resistance of NSCLC cells to EGFR
TKIs, through activity of miRNAs, may become a breakthrough in targe-
ted therapy of lung cancer. The dual regulatory role of miRNA in cancer
might drive the further development of personalised therapies in NSCLC.
Furthermore, stable forms of tumour-related miRNAs are detectable in the
peripheral blood of patients with NSCLC that offers the potential benefits
of using extracellular miRNAs as part of the diagnostic evaluation of cancer.

Keywords: miRNA « non-small cell lung cancer « biomarkers « targe-
ted therapy « EGER tyrosine kinase inhibitors « drug resistance

WPROWADZENIE

Rak ptuca jest gléwna przyczyna zgonéw na choro-
by nowotworowe na $wiecie (1,59 mln przypadkéw
$miertelnych w 2012 roku) [1]. W Polsce jest najczes-
ciej wystepujacym nowotworem u mezczyzn i dru-
gim, po raku piersi, u kobiet. W 2013 roku w Pol-

sce liczba zachorowan na nowotwory zlosliwe ptuc
wynosita blisko 21 tys. przypadkéw, a zgondéw nieco
ponad 22 tys. (16 tys. mezczyzn i 6,5 tys. kobiet) [2].
Tak wysoka $miertelno$¢ wynika z tego, ze wiekszo$¢
chorych jest diagnozowana w zaawansowanym sta-
dium choroby, kiedy mozliwos¢ zastosowania sku-
tecznego leczenia chirurgicznego jest ograniczona.

46
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D761Y

Mutacje opornosci <1%

Mutacje aktywujgce 45-50% <1% 40-45%
G719X (3-4%) AE746-A750 V765A L858R (40-45%)
V689M AE746-T751 T783A L861X (2%)
N709K/Q AE746-A750 (ins RP) N826S
S720P AE746-T751 (ins A/1) A839T
AE746-T751 (ins VA) K846R
AE746-5752 (ins A/V) G863D

AL747- E749 (A750P)
AL747-A750 (ins P)
AL747-T751
AL747-T751 (ins P/S)
AL747-5752
AL747-752 (E746V)
AL747-752 (P753S)
AL747-P752 (ins Q)
AL747-P753
AL747-P753 (ins S)
AS747-1759

5%

T790 (3-5%)
D770_N771 (ins NPG)
D770_N771 (ins SVQ)

D770_N771 (ins G)
N771T
V769L
D761Y
768l

5%

Rycina 1. Najwazniejsze z klinicznego punktu widzenia mutacje genu EGFR zlokalizowane w eksonach 18-21. Najwyzszg czestos¢ (proc.)
wystepowania wsrdd chorych na NDRP prezentujg delecje w obrebie eksonu 19. i mutacje punktowe w eksonie 21. genu [6].

Brak réwniez satysfakcjonujacej efektywnosci stan-
dardowej chemioterapii i radioterapii.

Niedrobnokomoérkowy rak pluca jest trudnym ce-
lem diagnostycznym, zaréwno ze wzgledu na znacza-
ce zréznicowanie klonéw komoérek nowotworowych
wguzie, jakinautrudniony dostep do dobrego jakoscio-
wo, informatywnego materialu diagnostycznego [3].
W miare rozwoju nowotworu zmienia si¢ réwniez
profil markeréw molekularnych [4]. Obecnie prowa-
dzone sg intensywne poszukiwania i préby wdrozenia
nowych metod leczenia NDRP. Badania te opieraja
sie gléwnie na identyfikacji potencjalnych markeréw
predykcyjnych nowotworu, jak réwniez na typowa-
niu najodpowiedniejszej i najskuteczniejszej meto-
dy leczenia (rozwdj terapii personalizowanej). Nalezy
podkresli¢, ze analiza profilu zmian epi-/genetycz-
nych w NDRP moze da¢ wskazéwki istotne nie tyl-
ko z perspektywy doboru najskuteczniejszych lekéw
i efektywno$ci prowadzonej terapii, ale rowniez mini-
malizacji skutkéw ubocznych wynikajacych z nieuza-
sadnionego klinicznie zastosowania leku. Scharakte-
ryzowanie zaburzen molekularnych towarzyszacych
kolejnym stadiom rozwoju NDRP, majacych jedno-

cze$nie walor markera diagnostycznego, progno-
stycznego lub predykcyjnego, wcigz nastrecza wielu
trudnosci mimo intensywnych poszukiwan prowa-
dzonych przez wiele o$rodkéw na calym $wiecie.
W przypadku lekéw ukierunkowanych molekularnie
konieczno$¢ oznaczania molekularnych czynnikéw
predykcyjnych wpisana jest niemal w ich definicje.

LECZENIE UKIERUNKOWANE MOLEKULARNIE

Koncepcja personalizowanej terapii NDRP zakta-
da dobér optymalnego leczenia dla konkretnych
grup pacjentdw opierajacy sie na zrozumieniu roz-
nic w przebiegu procesu nowotworowego na pozio-
mie molekularnym miedzy osobami chorujacymi na
te sama chorobe. Medycyna personalizowana wyma-
ga zintegrowanego podejscia klinicznego, tfaczacego
precyzyjne diagnozowanie choroby na poziomie mo-
lekularnym i terapie z uzyciem selektywnych lekéw,
dzialajacych specyficznie na komérki nowotworowe
obarczone konkretna zmiang genetyczna. Obecnie
najpowszechniej stosowana forma personalizowanej
terapii NDRP jest leczenie ukierunkowane moleku-
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larnie (ang. targeted therapy, terapia celowana) z za-
stosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej (IKT),
ktére w odréznieniu od standardowej chemioterapii
wybidrczo hamuja wzrost komérek nowotworu po-
przez swoiste oddzialywanie na domene wewnatrz-
komérkowa receptora naskérkowego czynnika wzro-
stu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR) [5].

Szlak sygnalowy EGEFR jest istotnym elementem
w powstawaniu i progresji wielu choréb nowotwo-
rowych. Aktywacja EGFR poprzez przylaczenie swo-
istego liganda lub mutacje genu promuje prolifera-
cje i migracje komdrek nowotworowych, zwiekszajac
ich inwazyjny potencjal, oraz hamuje sygnaly apop-
totyczne [6].

W leczeniu NDRP korzystna odpowiedz na IKT EGFR
warunkowana jest obecno$cia somatycznych mutacji
w genie EGFR [7, 8]. Obecnos¢ mutacji aktywujacych
zwiazana jest ze zwigkszonym powinowactwem re-
ceptora do czasteczki inhibitora i indukcja wzmozonej
apoptozy komérek guza w odpowiedzi na terapie IKT.
Mutacje aktywujace wystepuja w obrebie eksonéw
18-21 genu EGFR kodujacych domene kinazo-
wa receptora i powoduja jego konstytutywna akty-
wacje. Zidentyfikowano ponad 188 réznych muta-
¢ji EGER, lecz u 85 proc. chorych na NDRP, ktérzy
odpowiadaja na leczenie IKT EGFR, wykrywa sie
2 najczestsze typy mutacji: niewielkie delecje w ob-
rebie eksonu 19. (45-50 proc.) oraz mutacje punkto-
wa L858R w eksonie 21. (40-45 proc.; rycina 1) [6].
Mutacje w genie EGFR dotycza gltéwnie chorych na
raka gruczotowego pluca, niepalacych, nieznacz-
nie czesciej kobiet i oséb po 65. roku zycia [9-11].
Mutacje wystepuja tez znacznie czesciej u chorych
rasy azjatyckiej (40 proc.) niz kaukaskiej (10 proc.,
z czego 3-25 proc. w populacji amerykanskiej,
a 10-24 proc. w populacji potudniowoeuropejskiej).

Inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR

Standardem klinicznym w personalizowanym lecze-
niu chorych z miejscowo zaawansowanym lub roz-
sianym NDRP jest terapia ukierunkowana mole-
kularnie z uzyciem IKT wiazacych EGFR w sposéb
odwracalny (erlotynib i gefitynib) badZ nieodwracal-
ny (afatynib, ozymertynib) [12, 13]. Inhibitory kinazy
tyrozynowej EGFR pierwszej generacji sg zwiazka-
mi o matej masie czasteczkowej, ktére odwracalnie,
lecz selektywnie wiaza sie z wewnatrzkomoérkowa
domena EGFR o aktywnosci kinazy tyrozynowej,
zapobiegajac fosforylacji tyrozyny i aktywacji szla-
ku przekazu sygnatu. Prowadzi to do zahamowania
przekazywania sygnalu komoérkowego szlakami ki-
nazy serynowo-treoninowej (AKT), aktywowanej
mitogenem kinazy biatkowej (MAPK), czynnikéw

transkrypcyjnych (STAT), zahamowania cyklu ko-
morkowego w fazie G1 oraz nasilenia apoptozy [14].

Nieodwracalne inhibitory EGFR réznia sie chemicz-
nie od odwracalnych, przez co formuja kowalentne
polaczenie z wewnatrzkomoérkowa domena receptora
EGFE. W zwiazku z tym przetamanie dziatania hamu-
jacego receptor mozliwe jest tylko na drodze syntezy
nowych biatek. Afatynib, inhibitor drugiej genera-
¢ji, oprécz zmutowanego EGFR hamuje réwnoczes-
nie inne receptory, o ktérych wiadomo, Zze odgrywa-
ja kluczowa role we wzroscie i rozprzestrzenianiu sie
najbardziej rozpowszechnionych nowotworéw, np.
HER2, lub tez wszystkie receptory z rodziny ErbB
(tzw. inhibitor pan-ErbB) [15]. Obserwacje modeli
komérkowych in vitro oraz przedklinicznych mode-
li zwierzecych poddawanych dziataniu afatynibu su-
geruja potencjalna skutecznosc¢ tego inhibitora w blo-
kowaniu $ciezki sygnatowej pochodzacej od EGFR
z mutacja T790M [16]. Wyniki wczesnych faz badan
klinicznych z zastosowaniem kombinacji afatynibu
i cetuksymabu (monoklonalne przeciwciato blokujace
EGFR) réwniez wskazuja na mozliwo$¢ przelamania
nabytej opornosci na IKT EGFR u chorych leczonych
wcze$niej erlotynibem lub gefitynibem, cho¢ podwéj-
na blokada EGFR znaczaco nasila dzialania niepoza-
dane i toksyczno$¢ lekéw [17].

Ozymertynib jest nieodwracalnym inhibitorem naj-
nowszej generacji, ktéry wykazuje wysokie powi-
nowactwo do EGFR zawierajacego zaréwno muta-
cje aktywujace, jak i mutacje opornosci T790M [18].
Ozymertynib jest metabolizowany w organizmie do
co najmniej 2 krazacych metabolitéw, z ktérych kaz-
dy nadal wykazuje aktywno$¢ wobec zmutowanego
EGFR [19]. Ozymertynib byl dotychczas badany wy-
tacznie jako lek drugiej linii u pacjentéw z mutacja
T790M, ktérzy byli wezesniej leczeni inhibitorami
kinazy tyrozynowej EGER [18]. Mozna oczekiwad, ze
bedzie on réwniez skuteczny u pacjentéw z pierwot-
na mutacja T790M, ktdrzy nie otrzymywali wcze$-
niej IKT EGER [20].

Mechanizmy pierwotnej i nabytej opornosci na IKT
EGFR

Najwiegkszym ograniczeniem stosowania IKT EGFR
jest oporno$¢ na te leki. Moze ona mie¢ charakter
pierwotny, warunkowany gléwnie przez tzw. mu-
tacje opornosci od poczatku obecne w komérkach
guza i réwnolegle do mutacji aktywujacych, albo
charakter nabyty, kiedy mutacje opornosci i inne
zmiany epi-/genetyczne rozwijaja si¢ w trakcie te-
rapii IKT EGER (tabela 1) [21, 22]. Szacuje sie, ze
u 30 proc. chorych mechanizmy nabytej opornosci
na IKT EGEFR sa wciaz nieznane [23]. Niemal wszy-
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Tabela 1. Mechanizmy pierwotnej i nabytej opornosci na IKT EGFR u chorych na niedrobnokomdrkowego raka ptuca. Podano czestos¢
wystepowania danego zjawiska oszacowang na podstawie badan klinicznych z udziatem chorych na NDRP oraz leki z grupy IKT EGFR, ktérych

zwigzek z danym typem opornosci jest najlepiej udokumentowany.

Mechanizm Czestos¢ wystepowania Leczenie IKT EGFR Cytacja
Opornos¢ pierwotna Opornos¢ nabyta

Mutacje opornosci w genie EGFR

T790M 3-5% 50% gefitynib, erlotynib, afatynib ~ [24-26]

D761Y, L747S, T854A <1% <5% gefitynib, erlotynib [6, 27]

C797S 20-40% ozymertynib [28]

Zmiany w szlaku sygnatowym MAPK/ERK

Mutacja w 2. eksonie genu KRAS 20-30% [29]

Mutacje genu BRAF 7% 1% [30]

Oboczne $ciezki sygnatowe

Amplifikacja MET 4% 20% gefitynib, erlotynib [27,31]

Nadekspresja HGF 30% 60% gefitynib, erlotynib, afatynib ~ [32, 33]

Amplifikacja HER2 2% 12% [34]

Mutacje w genie PIK3CA 2-3% 5% gefitynib, erlotynib [35, 36]

Utrata PTEN bardzo rzadko bardzo rzadko gefitynib, erlotynib, [37]

(brak ekspresji biatka)

ozymertynib

Nadekspresja IGF-R1 42%* in vitro gefitynib, erlotynib, afatynib  [38]
Fuzja genéw EML4-ALK 2-7% [39]
Zmiany fenotypowe

g:zgf‘fg’krg‘rsglrw?ezz do raka <1% 3-14% gefitynib, erlotynib [25, 35]
Przemiana nabtonka w mezenchyme (EMT) <1 20-44% gefitynib, erlotynib [40, 41]
Inne, dotad niepoznane mechanizmy opornosci 30% [39]

*W grupie chorych na NDRP z potwierdzong mutacja genu EGFR.

scy chorzy na NDRP, ktérzy poczatkowo wykazuja
korzystna odpowiedz na IKT EGFR, z czasem naby-
waja opornosc na te leki, zwykle miedzy 9. a 12. mie-
siacem leczenia. Zrozumienie mechanizméw opor-
nosci nabywanej przez chorych w trakcie pierwszej
linii leczenia IKT EGEFR (erlotynib, gefitynib, afaty-
nib) ma szczegdlne znaczenie dla wyboru pdzniejszej
strategii terapeutycznej.

Guz pierwotny pluca jest tworem genetycznie hete-
rogennym. Oznacza to, ze mozliwe jest wspdlistnie-
nie klonéw komoérek nowotworowych z mutacja ak-
tywujaca EGFR i z natywna forma genu (wild-type),
a nawet komoérek wrazliwych i opornych na lecze-
nie IKT EGFR. Prowadzenie terapii ukierunkowanej
molekularnie powoduje eliminacje klonu wrazliwe-
go i selekcje komdrek bez mutacji aktywujacych lub
mutacji warunkujacych opornos¢, co klinicznie daje
obraz cze$ciowej remisji/wznowy lub ograniczonej

odpowiedzi na leczenie — w zaleznosci od udzialu
odsetkowego poszczegdlnych populacji komérko-
wych w guzie.

Obecnie okreslenie momentu nabycia opornosci na
IKT EGEFR w trakcie leczenia jest w praktyce klinicz-
nej bardzo trudne z uwagi na to, Ze ponowna ope-
racja i/lub biopsja w celu pobrania materialu tkan-
kowego do analizy molekularnej jest niemozliwa do
przeprowadzenia u wiekszosci pacjentéw. W tym
przypadku analiza krwi obwodowej chorego zawie-
rajacej pozakomoérkowy materiat genetyczny pocho-
dzacy z komoérek guza mogtaby umozliwi¢ sledzenie
rozwoju choroby w czasie i monitorowanie prze-
biegu leczenia [42]. Uwaza sie, ze miRNA, ogrywa-
jace kluczowa role w mechanizmach nowotworze-
nia, moglyby stanowi¢ nowa klase epigenetycznych
biomarkeréw, pomocnych w ocenie statusu choroby
i skuteczno$ci leczenia.
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miRNA

miRNA (microRNA) to klasa niekodujacych, endo-
gennych i jednoniciowych RNA o stosunkowo ma-
tych czasteczkach o dlugosci 19-22 nukleotydéw.
miRNA funkcjonuja jako regulatory ekspresji genow
zaréwno w komarkach roélin, jak i zwierzat [43, 44].
W przypadku ssakéw, w tym czlowieka, zaktada sie,
ze miRNA moga regulowaé ponad 50 proc. wszyst-
kich genéw kodujacych biatka [45]. Od czasu ich
odkrycia liczba nowo zidentyfikowanych ludzkich
miRNA stale wzrasta i obecnie sigga ponad 2,5 tys.
znanych sekwencji [46]. Odpowiada to 1-4 proc.
wszystkich gendéw ulegajacych ekspresji u cztowieka,
przez co miRNA sg uwazane za jedna z najliczniej-
szych klas genowych regulatoréw [47-49].

Czasteczki miRNA sa zdolne do regulacji gendéw na
poziomie posttranskrypcyjnym poprzez specyficz-
ne rozpoznawanie i oddzialywanie na matrycowe
RNA (mRNA) [50]. Proces wyciszania gen6w moze
przebiega¢ na dwa sposoby, w zalezno$ci od stopnia
komplementarno$ci pomiedzy czasteczkami miRNA
i mRNA. Aby miRNA moglo si¢ przyltaczy¢ do od-
powiedniej sekwencji mRNA, wystarczy jedynie 2-7
komplementarnych nukleotydéw. Dzieki temu po-
jedyncza czgsteczka miRNA wplywa na tysiace réz-
nych transkryptéw mRNA, a jedno mRNA podlega
regulacji przez wiele rodzajéw miRNA. U czlowie-
ka i zwierzat miRNA spetniaja swoja funkcje regula-
torowgy, przylaczajac sie najczesciej na zasadzie nie-
pelnej komplementarnosci do konica 3" nici mRNA
w regionie nieulegajacym translacji (3’-UTR), ktory
odpowiada za poliadenylacje, translacje i stabilnos¢
mRNA [51-53]. W tym przypadku ekspresja bial-
ka jest hamowana przez zatrzymanie translacji lub
przez deadenylacje czasteczki mRNA [54].

Pozakomoérkowe miRNA

Badania naukowe wielu grup potwierdzity wystepo-
wanie miRNA w réznych plynach ustrojowych czlo-
wieka, m.in. surowicy [55-57] i osoczu krwi [55, 56],
$linie [58], moczu [59], mleku [60], ptynie mézgowo-
-rdzeniowym [61] oraz ptynie nasiennym [62].

Dotychczas poznane mechanizmy uwalniania miRNA
poza komorke obejmuja udziat proceséw $mierci ko-
morkowej (nekrozy i apoptozy) oraz aktywnej sekre-
cji [54]. W tym ostatnim mechanizmie miRNA jest
wydzielane wewnatrz egzosoméw i innych pecherzy-
kowatych struktur lub w postaci komplekséw z biat-
kami wiazacymi RNA z rodziny argonautéw lub li-
poprotein o wysokiej gestosci (HDL). Badania nad
miRNA obecnym we krwi potwierdzily jego wysoka
stabilno$¢ zaréwno w osoczu, jak i w surowicy [63].

Analizy biochemiczne wykazaly, ze pozakomérko-
we miRNA obecne we krwi jest odporne na dziala-
nie RNaz, a takze wyjatkowo trwate w srodowisku
o skrajnych wartosciach pH i temperatury [55, 56].

miRNA jako regulatory kluczowych szlakéw
sygnatowych w kancerogenezie

Oddzialywanie niekodujacych RNA na mRNA ge-
néw bioracych udziat w réznych procesach biologicz-
nych obejmuje szeroki zakres aktywnosci, poczawszy
od kontroli ré6znicowania i wzrostu komérek, po-
przez naprawe DNA, na kierowaniu komoérki na dro-
ge apoptozy skoniczywszy. Sugeruje to scisty zwiazek
miRNA z przebiegiem kancerogenezy, w ktérej po-
wyzsze procesy sa zaburzone. Faktem jest wystepo-
wanie duzej liczby genéw miRNA w punktach ztaman
chromosoméw, sekwencjach deletowanych lub ampli-
fikowanych, co podczas transformacji nowotworowej
powoduje implikacje funkcjonalne. Nastepstwem tych
aberracji jest nadmiar lub brak obecno$ci konkretnych
miRNA w transformowanej komorce, a co za tym
idzie, upos$ledzony jest mechanizm kontroli prawidto-
wej ekspresji wielu genéw. Gdy miRNA w prawidlowej
komérce oddzialuje hamujaco na pewien onkogen,
to w przypadku delecji genu miRNA dany onkogen
ulegnie nadekspresji. Przeciwnie, amplifikacja genu
miRNA regulujacego supresor nowotworu spowoduje
blokade jego ekspresji i promocje kancerogenezy.

Ponadto aktywacja/inaktywacja miRNA podlega re-
gulacji przez czynniki transkrypcyjne lub mechanizmy
epigenetyczne (metylacja promotora genu miRNA,
acetylacja histondw). Opisano réwniez mutacje w se-
kwencjach miRNA oraz sekwencjach 3’ regionéw
UTR genéw docelowych rozpoznawanych przez
miRNA. W obydwu przypadkach specyficzno$é roz-
poznania miRNA-mRNA zostaje zmieniona: miRNA
»nabywa” zdolno$¢ rozpoznawania nowego mRNA
badz dany gen docelowy wymyka sie spod negatyw-
nej kontroli miRNA [64]. Zatem niektére miRNA
moga dziata¢ onkosupresorowo, a inne onkogennie,
stymulujac rozwéj nowotwordéw [65].

Zaburzona ekspresja konkretnych sekwencji lub ro-
dzin miRNA ma swoje powazne konsekwencje w po-
staci nieprawidfowej regulacji aktywnosci kluczowych
komponentéw najwazniejszych szlakéw sygnatowych
w komoérkach nowotworu (ryc. 2). Podwdéjna, onko-
genna lub supresorowa aktywno$¢ miRNA w kancero-
genezie wydaje sie mie¢ znaczacy wplyw na skutecz-
no$¢ terapii ukierunkowanych molekularnie, w tym
IKT EGFR w raku ptuca. Nieprawidlowa regulacja
ekspresji genéw przez miRNA prowadzi do urucho-
mienia alternatywnych (obocznych) $ciezek sygna-
fowych lub aktywacji kolejnych mediatoréw sygna-
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Rycina 1. Najwazniejsze z klinicznego punktu widzenia mutacje genu EGFR zlokalizowane w eksonach 18-21. Najwyzszg czestosé (proc.)
wystepowania wsrod chorych na NDRP prezentujg delecje w obrebie eksonu 19. i mutacje punktowe w eksonie 21. genu [6].

tu, omijajac szlak zablokowany przez inhibitor IKT
EGER. Sprzezenie zwrotne pomiedzy poziomem miR-
NA a aktywnoscia pewnych genéw docelowych (roz-
poznawanych przez dane miRNA), w tym onkoge-
néw i supresoréw nowotworu, powoduje dynamiczne
zmiany ekspresji miRNA, ktérych pomiar umozliwil-
by ocene aktualnego statusu aktywnosci genetycznej
komorek. Identyfikacja profilu miRNA zaangazowa-
nych w mechanizmy odpowiedzi komérkowej na IKT
EGFR moze stworzy¢ nowy kierunek badan nad opra-
cowaniem skuteczniejszej terapii personalizowanej
dla chorych na NDRP, jak réwniez w znaczacy spo-
s6b zwiekszy¢ efektywno$¢ monitorowania przebiegu
choroby oraz samego leczenia.

UDZIAL miRNA W MECHANIZMACH
WRAZLIWOSCI | OPORNOSCI NA IKT EGFR
W RAKU PLUCA

Profile ekspresji miRNA u chorych na NDRP
z r6znym statusem mutacji genu EGFR

Liczne badania potwierdzaja potencjalna uzytecz-
no$¢ poszczegdlnych sekwencji miRNA jako biomar-

keréw nowotworowych ze wzgledu na ich duza sta-
bilno$¢ zaréwno w utrwalonych preparatach tkanki
nowotworowej (zwlaszcza w postaci bloczkéw pa-
rafinowych), jak i plynach ustrojowych. Zaleta po-
tencjalnego wykorzystania miRNA w diagnostyce
onkologicznej jest mozliwo$¢ ich analizy iloscio-
wej i jako$ciowej z uzyciem real-time PCR jako po-
wszechnie dostepnej techniki laboratoryjnej oraz
zwalidowanych, dostepnych komercyjnie zestawow
odczynnikowych. Wobec $cistego powiazania mie-
dzy szlakiem sygnalowym EGFR i ekspresja pewnych
miRNA wysunieto hipoteze, Ze czasteczki te mogly-
by uzupetni¢ aktualne biomarkery predykcyjne dla
terapii z uzyciem IKT EGFR.

Zhangiwsp. [66] obserwowali nizszy poziom ekspre-
sji miR-195 i miR-122 u chorych na NDRP z potwier-
dzona obecnoscia mutacji aktywujacych w genie
EGER w stosunku do chorych bez mutacji. Badania
przeprowadzono na prébkach osocza pobranych od
105 niepalacych kobiet chorujacych na NDRP typu
gruczotowego. Poziom ekspresji obu tych sekwencji
miRNA byl istotnie zwigzany z obecno$cia mutacji
w genie EGFR u chorych z gruczolakorakiem plu-
ca, zwlaszcza u pacjentek z zaawansowana postacia
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NDRP. Obnizony poziom ekspresji miR-122 i miR-
-195 w osoczu korelowat takze z dluzszym czasem
catkowitego przezycia u pacjentek w zaawansowa-
nym stadium choroby (HR=0,23; 95% CI 0,07-0,84;
oraz HR=0,22; 95% CI 0,06-0,77).

W badaniach in vitro przeprowadzonych na liniach
komoérkowych NDRP wytypowano kilka sekwencji
miRNA, ktérych poziom ekspresji istotnie korelowat
z obecno$cig mutacji w genie EGFR (miR-141-3p,
miR-200c-3p, miR-203, miR-3182, miR-934 i miRk-
3196) [67]. W dalszej czesci doswiadczen przeprowa-
dzono analize 3 wybranych sekwencji miRNA (miR-
-200c, miR-203 i miR-3196) w prébkach surowicy
pobranych od kobiet niepalacych z NDRP, u ktérych
wykryto mutacje aktywujaca w genie EGFR w po-
réwnaniu z chorymi bez mutacji. Obnizony poziom
ekspresji miR-3196 w surowicy korelowat dodatnio
z obecnoscia delecji w eksonie 19. genu EGFR.

Ekspresja panelu 5 pozakomérkowych sekwencji
miRNA (miR-21, miR-122, miR-195, miR-125b, miR-
25) réwniez korelowata ze statusem mutacji w genie
EGEFR u chorych na NDRP [68]. Potwierdzono to
w badaniach in vitro na kilku liniach komérkowych
niedrobnokomérkowego raka ptuca o réznym stop-
niu wrazliwo$ci na gefitynib, dokonujac selekcji pa-
nelu miRNA metoda mikromacierzowa. Nastepnie
ekspresje wyselekcjonowanych miRNA sprawdzono
w 150 prébkach tkanki nowotworowej i osocza od
chorych na NDRP. Panel 5 miRNA korelowal z obec-
no$cia mutacji EGFR z czulo$cia i swoistoscia okoto
87 proc.

Wang i wsp. [69] obserwowali istotnie wyzsza eks-
presje 3 miRNA (miR-21, miR-27a i miR-218; od-
powiednio: p=0,011; p=0,011 i p=0,026) w grupie
chorych na zaawansowana posta¢ NDRP, ktérzy
przestali odpowiada¢ na leczenie IKT EGFR, w po-
rownaniu z grupa chorych prezentujacych odpo-
wiedzZ na leczenie.

Gasparini i wsp. [70] badali profile ekspresji miRNA
w preparatach tkanki nowotworowej od 67 chorych
na NDRDP, ktére réznily sie statusem mutacji kilku
onkogenéw: genu kinazy chloniaka anaplastycznego
(ALK), EGFR i KRAS, w odniesieniu do 18 kontrol-
nych materiatéw prawidlowej tkanki pluca. Analiza
statystyczna danych metoda taksonomiczna (hierar-
chical clustering) pozwolita wyodrebni¢ unikalne sy-
gnatury ekspresji miRNA dla materialéw rézniacych
sie statusem rearanzacji genu ALK (rearanzacja genu
versus typ natywny) oraz statusem mutacji genow
EGFR i KRAS (mutacja genu versus typ natywny)
wsrod materialéw z natywnym wariantem ALK. Wy-
soki poziom ekspresji miR-504 korelowal dodatnio

z obecnoscig mutacji w genie EGFR (p=0,04). Suge-
ruje to mozliwo$¢ wykorzystania czasteczek miRNA
jako nowych biomarkeréw, ktére moglyby uzupelnié¢
metody molekularne stosowane obecnie w diagno-
styce onkologiczne;j.

Nalezy podkresli¢, ze zadna z omawianych wyzej
prac nie ma jeszcze charakteru aplikacyjnego, a jej
wyniki nie moga by¢ wdrozone w praktyce klinicz-
nej. Wskazana jest walidacja wytypowanych sygnatur
miRNA w warunkach ex vivo, na podstawie zaréw-
no nowotworowego materiatu tkankowego, jak i krwi
obwodowej (plynnej biopsji) od duzej liczby chorych
na NDRP ze zréznicowanym statusem mutacji genu
EGEFR, w celu jednoznacznej weryfikacji powyzszych
danych.

miRNA regulujace szlak sygnatowy MAPK/ERK

Weiss i wsp. wysuneli hipoteze, Ze obnizona ekspre-
sja lub utrata miRNA regulujacych aktywnos¢ genu
EGFR moze powodowaé wieksza produkcje biat-
ka EGER stanowiacego cel molekularny inhibitoréw
kinazy tyrozynowej [71]. Autorzy typowali miRNA
o wysokiej homologii sekwencji do fragmentu 3’-
-UTR genu EGEFR, ktérych loci znajdowaly sie w re-
gionach chromosoméw szczegdlnie podatnych na
delecje w komdrkach raka ptuca. Po przeanalizowa-
niu danych wyselekcjonowano miRNA-128b, ktére-
go gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie
3p. Delecje chromosomu 3p wykrywa sie w 96 proc.
przypadkoéw raka ptuca oraz 78 proc. prébek stanu
przednowotworowego w nabtonku ptuc. Utrata hete-
rozygotycznosci (delecja jednego z alleli lub rearan-
zacja w regionie 3p22 chromosomu) miRNA-128b
korelowata z lepsza odpowiedzia na gefitynib przez
chorych leczonych IKT EGER.

Edmonds i wsp. [72] obserwowali istotnie zwiek-
szong ekspresje miR-31 w preparatach tkanki no-
wotworowej od chorych na NDRP typu gruczo-
towego w I stadium w odniesieniu do prawidlowej
tkanki ptuc (5,7-krotny wzrost ekspresji). Co wie-
cej, poziom ekspresji miR-31 istotnie wzrastal wraz
z kolejnymi stopniami klinicznego zaawansowania
nowotworu (13,5-krotny wzrost w stadiach II i II,
35-krotny wzrost w stadium IV; p=0,0001). Indu-
kowana nadekspresja miR-31 w tkance pluc trans-
genicznych myszy skutkowata rozwojem ognisk hi-
perplazji nabtonka ptuc, prowadzac do rozwoju raka
typu gruczotowego. Znaczaco wyzszy odsetek myszy
z indukowang transformacja nowotworowa ptuc ob-
serwowano u zwierzat z jednoczesna nadekspresja
miR-31 i zmutowanego genu KRAS (60 proc.) w sto-
sunku do myszy z nadekspresja KRAS (40 proc.),
co sugeruje synergizm dziatania obu czynnikéw
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w onkogenezie raka gruczotowego pluca. Nastepnie
za pomocg analizy bioinformatycznej wytypowano
geny, ktérych regiony 3'-UTR w mRNA wykazywaly
wysokie powinowactwo do sekwencji miR-31. Czte-
ry sposrod wytypowanych genéw: RASAI, SPREDI,
SPRED2, SPRY4, to negatywne regulatory szla-
ku MAPK/ERK. Ekspresja tych genéw na poziomie
mRNA byla istotnie obnizona w preparatach tkan-
ki raka gruczotowego stosunku do wartosci dla pra-
widlowej tkanki pluc oraz ujemnie korelowala z po-
ziomem ekspresji miR-31. Potwierdza to onkogenna
role miR-31 w rozwoju raka ptuca typu gruczotowe-
go poprzez regulacje szlaku MAPK/ERK zaleznego
od EGFR.

W innych badaniach wywotanie nadekspresji 3 su-
presorowych miRNA (miRNA-126, miRNA-145,
let-7) w liniach komérkowych raka pluca (H460,
A549) z natywna forma genu EGFR oraz zmutowa-
nym genem KRAS pozwolilo przetamac pierwotna
opornosc¢ tych komorek na gefitynib [73]. W szcze-
gblnosci nadekspresja miRNA-126 zwiekszyla az
6-krotnie wrazliwo$¢ komérek linii H460 na cyto-
toksyczne dzialanie gefitynibu.

Webster i wsp. w badaniach in vitro linii raka ptuca
A549 zaobserwowali, ze miR-7 jest zdolne do zablo-
kowania ekspresji genéw Rafl i EGFR poprzez de-
gradacje ich mRNA [74]. Transfekcja komodrek no-
wotworowych prekursorowym miR-7 (pre-miR-7)
powodowala znaczace zmniejszenie ich zywotnosci,
aw efekcie rowniez ich liczebnosci. Dodatkowo spa-
dek zywotnosci komérek linii A549 nastepowat po-
przez hamowanie ekspresji genu EGFR i indukcje in-
nych szlakéw ekspresji genéw wywotujacych $mier¢
komérki.

Udziat miRNA w aktywacji obocznych
szlakéw sygnatowych promujacych opornosé
na IKT EGFR

Aktywacja obocznych (alternatywnych) szlakdw sy-
gnalowych, w szczegélnosci szlakéw HGF/Met oraz
PI3K/AKT, nalezy do najczestszych mechanizméw
nabytej opornosci na IKT EGER zaraz po mutacjach
opornosci w genie EGFR. Identyfikacja miRNA regu-
lujacych aktywnos¢ gendéw zaangazowanych w szlaki
sygnatowe promujace oporno$¢ komoérek nowotwo-
rowych na IKT EGFR moze stworzy¢ nowe kierunki
badan nad rozwojem efektywniejszych terapii celo-
wanych dla chorych na NDRP.

Szlak PI3BK/AKT to jedna z gtéwnych drég prze-
kazu sygnatu od aktywowanego EGFR do wnetrza
komérki, promujacego jej proliferacje i przezycie
[6, 75]. Badania wykazaly, ze szlak PI3K/AKT moze

zosta¢ aktywowany rowniez przez sygnal pochodza-
cy od IGF-1R (receptor insulinopodobnego czynni-
ka wzrostu typu 1), w przypadku gdy EGFR zostat
zablokowany [76]. Ponadto zwiekszona aktywnos¢
kinazy w nowotworach moze wynika¢ z amplifika-
¢ji genu PI3K lub obecnosci aktywujacych mutacji
w tym genie oraz utraty aktywnosci fosfatazy PTEN
(phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome).

Wykazano, ze w raku pluca niska ekspresja genu
PTEN, warunkujaca oporno$é¢ na IKT EGEFR,
jest wynikiem negatywnej regulacji przez miR-
21. Li i wsp. [77] badali role miRNA w pierwotnej
opornosci na IKT EGFR u chorych na zaawansowa-
ne postaci NDRP, u ktérych stwierdzono mutacje
w genie EGFR. W grupie 25 chorych na NDRP, kt6-
rzy byli poddani leczeniu IKT EGFR, autorzy obser-
wowali istotny wzrost ekspresji miR-21 po nabyciu
opornosci na leczenie w poréwnaniu z wartoscia-
mi poczatkowymi, przed leczeniem (p<0,01). Do-
$wiadczenia in vivo prowadzone na modelu my-
sim wykazaly udzial miR-21 w zjawisku nabywania
opornosci na IKT EGFR poprzez modulacje eks-
presji gendw PTEN i PDCD4 oraz aktywacje $ciez-
ki sygnatowej PI3K/AKT. W innych badaniach
nadekspresja miR-21, indukowana w warunkach
in vitro, znaczaco zwiekszata opornosc¢ linii komor-
kowej PC-9 na gefitynib poprzez obnizenie ekspre-
sji PTEN, ale takze stymulowata aktywacje szlaku
sygnatowego zaleznego od AKT i ERK [78]. Nato-
miast knock-down genu miR-21 w linii niewraz-
liwej na IKT EGFR wywolywal proces odwrotny.
U chorych na NDRP leczonych inhibitorami kina-
zy tyrozynowej EGFR wysoka ekspresja miR-21 ko-
relowala z krétszym czasem przezycia wolnym od
progresji choroby. Ponadto wysoka ekspresja miR-21
i niska ekspresja genu PTEN byly istotnie zwiazane
ze stabsza odpowiedzia na leczenie IKT EGFR oraz
krétszym calkowitym czasem przezycia.

Sciezka sygnalowa zalezna od kinazy tyrozynowe;j
c-Met, pelniacej funkcje receptora czynnika wzrostu
hepatocytéw (HGFR), zostata zidentyfikowana jako
potencjalny cel dla terapii ukierunkowanych mole-
kularnie w wielu typach nowotworéw, w tym NDRP
[79]. W niedrobnokomoérkowym raku ptuca czestym
zaburzeniem molekularnym jest nadekspresja genu
HGEF i/lub genu MET, kodujacego receptor dla czyn-
nika wzrostu hepatocytdw, ktére powiazano z nabyta
opornoscia na IKT EGFR u 5-20 proc. chorych z mu-
tacjami w genie EGFR poprzez zalezna od ERBB-3
aktywacje szlaku sygnalowego PI3K/AKT. Obecnie
we wczesnych fazach badan klinicznych znajduje sie
kilka inhibitoréw kinazy tyrozynowej oddzialujacych
na c-Met [80].
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Dowiedziono, ze ekspresja genu MET podlega ne-
gatywnej regulacji ze strony trzech miRNA: miR-
-34a, miR-34b i miR-34c, stanowiacych tzw. rodzine
miR-34 [81]. Transfekcja komérek nowotworowych
syntetycznymi prekursorami miR-34b/c prowadzi-
ta do istotnego zmniejszenia biatka c-Met w komor-
kach NDRP, nawet w tych, ktére uprzednio wyka-
zywaly nadekspresje i amplifikacje genu MET [82].
W odpowiedzi na stymulacje HGF transfekowane
komérki wykazywaly ograniczona zdolno$¢ migracji
i zrywania polaczen miedzykomérkowych w stosun-
ku do kontroli. Z kolei zablokowanie ekspresji endo-
gennych miR-34b i miR-34c z uzyciem syntetycznych
»antagomiRow” (antagonistow miRNA) skutkowato
zwiekszeniem poziomu ekspresji MET.

Czasteczki miRNA nalezace do klastra miR-221/222
pelnia funkcje onkogennych regulatoréw genu MET
[81]. Garofalo i wsp. [83] analizowali miRNA zwigza-
ne z mechanizmami opornosci na IKT EGFR i wyty-
powali 8 czasteczek (221/222, 30b/c, 21, 29a/c, 100),
ktére podlegaja zwrotnej regulacji ze strony zaréw-
no EGFR, jak i MET. Autorzy wykazali, ze gefitynib
wywoluje apopotoze wrazliwej komérki NDRP po-
przez hamowanie aktywno$ci miR-30b/c oraz miR-
221/222. Indukowana nadekspresja MET powodo-
wala oporno$¢ komérek NDRP na gefitynib poprzez
aktywacje miR-30b/c i miR-221/222, przez co dalsze
blokowanie EGFR za pomoca leku przestawalo by¢
skuteczne. Intryguje to, ze jednoczesne stosowanie
gefitynibu wraz z inhibitorami c-Met lub syntetycz-
nymi antagonistami 221/222 i anti-30c pozwalalo
przelamac nabyta opornos$¢ na IKT EGFR w mysich
modelach ksenograftéw NDRP.

Rola miRNA w procesie przejscia epitelialno-
-mezenchymalnego komérek NDRP

Czasteczki miRNA odgrywaja istotng role we wspo-
mnianym juz procesie przejscia epitelialno-mezen-
chymalnego, bedacym jednym z mechanizméw na-
bytej opornos$ci na IKT EGER [84]. W procesie EMT
komérki nabtonkowe przerywaja polaczenia mie-
dzykomoérkowe i traca wlasciwosci adhezyjne, na-
bywajac wiekszej ruchliwosci i zdolno$ci do migra-
¢ji. EMT komorek nowotworowych sprzyja progresji
choroby i tworzeniu odleglych przerzutéw w organi-
zmie.

Transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGF-f1)
jest cytoking o szerokim spektrum dzialania, ktéra
odpowiada m.in. za indukcje EMT poprzez aktywa-
cje wielu czynnikéw transkrypcyjnych zwiazanych
z tym procesem, takich jak: Snail, Twist, ZEB1 (Zinc
Finger E-box Binding Homeobox 1) [85]. Zdolnos¢
TGF-B1 do indukcji EMT potwierdzono zaréwno

w warunkach in vitro, jak i in vivo [86]. W badaniach
nad epigenetyczna regulacja procesu EMT w nie-
drobnokomoérkowym raku pluca wykazano udziat
miR-134 i miR-487b, ktére poprzez hamowanie eks-
presji genu MAGI2 promowaly fosforylacje biatka
PTEN i utrate jego aktywnosci [87]. Utrata aktyw-
nosci PTEN skutkowata nabyciem przez komoérki
NDRP opornosci na gefitynib w warunkach in vitro.

W innej pracy dowiedziono, ze miR-23a reguluje za-
lezny od TGF-B1 proces EMT w komérkach NDRP
poprzez hamowanie ekspresji E-kadheryny [88]. No-
kaut genu miR-23a skutkowat czesciowym przywré-
ceniem ekspresji E-kadheryny w warunkach sty-
mulacji komérek TGF-B1. Natomiast indukowana
nadekspresja miR-23a hamowata aktywno$¢ E-kad-
heryny, promujac proces EMT, co z kolei istotnie
wzmagalo opornos¢ komoérek na gefitynib.

Kolejnym miRNA zaangazowanym w mecha-
nizm opornosci na IKT EGFR jest miR-147 [89].
Poziom jego ekspres;ji jest znaczaco obnizony za-
réwno w probkach surowicy, jak i tkanek guza po-
branych od chorych na NDRP [90]. W warunkach
in vitro miR-147 wykazalo zdolno$¢ do kontroli pro-
cesu przejscia mezenchymalno-epitelialnego komé-
rek linii A549 i przywrécenia ich wrazliwos$ci na IKT
EGFR w komérkach nowotworowych pierwotnie
opornych na ten typ terapii [89]. Indukcja nadekspre-
sji miR-147 w transfekowanych komérkach NDRP
skutkowata zmniejszeniem opornosci na gefitynib.
W innych badaniach indukowana nadekspresja miR-
-130a powodowata hamowanie proliferacji komdrek
NDRP i ich zwigkszong apoptoze po zastosowaniu
gefitynibu, natomiast obnizenie ekspresji miR-130a
wywolywalo proces odwrotny [91].

Rodzina miR-200 oraz miR-205 odpowiada za regu-
lacje ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych ZEB1
i ZEB2 zaangazowanych w procesie EMT. Badania
wskazuja, ze rodzina miR-200 kontroluje ekspresje
ZEB1/2, lecz transkrypcja tych miRNA jest zwrot-
nie regulowana przez czynniki ZEB1/2. Ten wzajem-
ny wplyw zapewnia $cistg kontrole procesu przejscia
epitelialno-mezenchymalnego, a zaburzenie réwno-
wagi miedzy oddzialujacymi ZEB1/2 a czasteczkami
z rodziny miR-200 powoduje nabycie zdolnosci do
inwazji i przerzutowania przez komérke nowotwo-
rowq [89].

Intrygujacych wynikéw dostarczyta kliniczna praca Li
iwsp. [92], ktérzy obserwowali wyzszg skuteczno$¢ le-
czenia IKT EGFR wérdd chorych na NDRP bez muta-
¢ji somatycznych EGFR i wysoka ekspresja miR-200c
w tkance nowotworowej (n=26) w poréwnaniu z gru-
pa chorych z niskim poziomem ekspresji tego miRNA
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(n=40). Chorzy z wysoka ekspresja miR-200c prezen-
towali istotnie dluzszy czas zycia wolny od progresji
(5 miesiecy [95% CI 1,41-8,59] vs. 1,2 miesiaca [95%
CI0,89-1,51]; p=0,001) i calkowity czas przezycia (9,6
miesiaca [95% CI 4,27-14,93] vs. 5 miesiecy [95% CI
3,90-6,10]; p=0,037) oraz liczbowo wyzszy odsetek
odpowiedzi na leczenie (11,5% vs. 2,5%; p=0,292) niz
chorzy z niska ekspresja. Podobnej zalezno$ci nie ob-
serwowano jednak w grupie chorych na NDRP z mu-
tacja EGFR (n=73). Powyzsze dane sugeruja potencjal-
ng przydatnos¢ miR-200c jako kolejnego obok mutacji
EGEFR biomarkera predykcyjnego w leczeniu ukierun-
kowanym molekularnie chorych na zaawansowane
postaci NDRP. Obecnie jedynie chorzy prezentujacy
obecno$¢ mutacji aktywujacej EGFR w nowotworo-
wym DNA mogga korzystac z leczenia IKT EGER. Wy-
niki tej pracy wymagaja potwierdzenia w prospektyw-
nym badaniu klinicznym.

PODSUMOWANIE

W ciagu kilkunastu lat, ktére uptynely od odkrycia
miRNA, wiele badan poswiecono mozliwosci wyko-
rzystania tych malych, regulatorowych czasteczek
jako biomarkeréw przydatnych w diagnozowaniu
ileczeniu NDRP. Z uwagi na zaangazowanie miRNA
w procesy kancerogenezy na wszystkich jej etapach
czasteczki te moglyby stuzy¢ nie tylko jako specyficz-
ne indykatory choroby nowotworowej ptuc (biomar-
kery diagnostyczne), ale réwniez jako dynamiczne
wskazniki statusu tkanki guza przed leczeniem (bio-

PISMIENNICTWO

markery prognostyczne) i w jego trakcie (biomarkery
predykcyjne). Szczegdlna przydatnosc¢ kliniczna zda-
ja sie prezentowac pozakomérkowe miRNA, wydzie-
lane w stabilnej formie przez komoérki nowotworu
do krwi i innych ptynéw ustrojowych juz we wczes-
nych stadiach rozwoju raka ptuca. Ich podstawowa
zaleta jest fatwo$¢ sledzenia zmian ilo§ciowych i ja-
kos$ciowych na kazdym etapie choroby bez narazania
pacjentéw na inwazyjne pobieranie materiatu do ba-
dan. Obecnie ogromne nadzieje wiaze si¢ z wykorzy-
staniem pozakomoérkowych czasteczek miRNA jako
biomarkeréw w prognozowaniu skutecznosci lecze-
nia ukierunkowanego molekularnie, zwlaszcza opar-
tego na IKT EGFR.

Ogromny postep technologiczny, jaki sie dokonat
w czasie ostatniej dekady w metodologii wykrywa-
nia i identyfikacji miRNA, zwlaszcza technikami
wysokoprzepustowymi, takimi jak sekwencjono-
wanie nowej generacji, rozpoczal nowa ere badan
translacyjnych, umozliwiajac obiektywna analize
juz nie pojedynczych, lecz wielu miRNA jednocze-
$nie w kontekscie tworzenia epigenetycznych profili
raka ptuca. Nie mniejsze znaczenie ma tutaj rozwoj
narzedzi bioinformatycznych potrzebnych do anali-
zy ogromnej liczby surowych danych, klasyfikacji ro-
dzin miRNA oraz przewidywania ich potencjalnych
gen6ow docelowych. Wydaje sie rzecza oczywista to,
ze wszelkie eksperymenty majace na celu zrozumie-
nie patomechanizméw choroby nowotworowej przy-
blizaja nas do przetozenia wynikéw badan laborato-
ryjnych na praktyke kliniczng.
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Streszczenie

Stosowane dzi§ chemioterapeutyki mimo wielu sukceséw klinicznych
w dalszym ciagu nie sg preparatami doskonalymi. Wazna, obecnie in-
tensywnie badang nowa grupa substancji, w ktérej poktada sie wiele na-
dziei, sg immunotoksyny, czyli hybrydowe biatka sktadajace sie z kom-
ponenty o dzialaniu cytotoksycznym oraz czesci odpowiedzialnej za
wybidrcze faczenie sie z komérkami nowotworowymi. Niestety tak-
ze ta grupa preparatdéw nie jest wolna od wad, dlatego w dalszym cia-
gu wazne jest rozwijanie idei preparatu terapii celowanej. W niniejszej
pracy przetestowano toksyne VapC pochodzaca z prokariotycznych
modutéw addykeyjnych pod katem jej przydatnoéci w konstrukeji im-
munotoksyn. Badane biatko fuzyjne zawierajace toksyne wykazywalo
wlaséciwosci RNazowe, trawiac catkowite RNA po réznych czasach in-
kubacji. Praca wykazata réwniez, ze badane biatko ma wlasciwosci pro-
apoptotyczne i ma wplyw na cykl komérkowy wybranych nowotworo-
wych linii komérkowych.

Stowa kluczowe: immunotoksyny « systemy toksyna-antytoksyna
» komérki nowotworowe

Abstract

Despite of the fact that current anticancer chemotherapeutics have many
beneficial achievements, there is an urgent need for new efficient thera-
pies. A new type of drugs which are extensively investigated are immuno-
toxins — hybrid proteins that consist of cytotoxic component and second
part which is responsible for selective binding to the receptors on tumor
cells. Unfortunately, this group of therapeutics still has many drawbacks.
There is a strong demand for research on a new substances and develo-
ping targeted therapy strategies. In the present study we tested VapC to-
xin derived from prokaryotic addictive modules as a potential component
in the construction of immunotoxins. Investigated fusion protein consists
of VapC toxin has RNase activity and digests total RNA in various treat-
ment times. Moreover, studied protein displays proapoptotic properties
and cell cycle arrest in selected cancer cell lines.

Key words: immunotoxins « toxin-antitoxin systems  cancer cells
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WSTEP

Leczenie choréb nowotworowych za pomoca lekéw
cytostatycznych jest podstawowa metoda leczenia
nowotwordw rozsianych oraz metoda wspomagaja-
ca leczenie nowotwordéw ograniczonych ze wspot-
istnieniem przerzutéw. Stosowane dzisiaj che-
mioterapeutyki mimo wielu sukceséw klinicznych
w dalszym ciggu nie sg preparatami doskonaly-
mi [1]. GIéwnym problemem zwiazanym z chemio-
terapia jest wysoka nieswoistos¢ oraz waski indeks
terapeutyczny stosowanych preparatow [2]. Wiek-
szo$¢ stosowanych lekéw przeciwnowotworowych
nie dziata wybidrczo, uszkadzajac przy okazji tkan-
ki szybko rosnace, do ktérych naleza: szpik, komor-
ki nabtonkowe, komoérki uktadu immunologicznego
oraz gamety [1].

Intensywnie rozwijana grupa lekéw sa immunotok-
syny, czyli hybrydowe biatka sktadajace sie z kompo-
nenty o dzialaniu cytotoksycznym oraz czesci odpo-
wiedzialnej za wybidrcze taczenie sie z komdrkami
nowotworowymi. Jako komponente cytotoksyczna
wykorzystuje sie zazwyczaj toksyne btoniczg, egzo-
toksyne A Pseudomonas aeruginosa lub toksyny ro-
$linne, tj. rycyne, saponiny i gelonine. Aby zwiaza¢
immunotoksyne z komérka nowotworowa, stosuje
sie czynniki wzrostu, rekombinowane przeciwcia-
ta lub czesciej fragmenty przeciwciat [3, 4]. Po zwia-
zaniu sie czasteczki immunotoksyny z receptorem
na powierzchni komérki nowotworowej zachodzi
internalizacja kompleksu do jej wnetrza. Kolejnym
etapem jest uwolnienie cze$ci toksycznej do cytopla-
zmy, co w efekcie prowadzi do $mierci komérki [5].
Najwazniejsza cecha odrézniajaca immunotoksy-
ny od konwencjonalnej chemioterapii jest wybior-
czo$¢ dziatania — projektowane czasteczki w za-
fozeniu majg trafi¢ tylko pod wskazany adres — do
komoérki nowotworowej, oszczedzajac inne komorki
prawidlowe, takze te wykazujace intensywny meta-
bolizm [6]. Dodatkowo immunotoksyny dzialaja na
komoérki wykazujace mniejsza intensywno$¢ podzia-
tu, a takze na komoérki nieaktywne [7].

Istnieja jednak pewne ograniczenia utrudniaja-
ce zastosowanie immunotoksyn w lecznictwie.
Gléwna przeszkoda jest zwiazana z ich duza im-
munogennoscia i niewystarczajaca specyficznos-
cia dziatania [6, 8]. Do tej pory najlepsze rezul-
taty w badaniach in vivo osiagnieto w terapiach
nowotworéw hematologicznych. Tylko jedna im-
munotoksyna — Denileukin diftitox (preparat On-
tak™) — uzyskata pozwolenia rejestracyjne FDA
i jest stosowana w terapii chloniakéw skérnych
T-komoé6rkowych [9]. Obecnie w fazie badan na
réznym etapie znajduje sie kilka immunotok-

syn [3]. W przypadku guzéw litych wyniki sa zde-
cydowanie mniej obiecujace. Zwiazane jest to
gltéwnie ze specyficznym $rodowiskiem guza no-
wotworowego: komorki w jego wnetrzu sa $cisle
upakowane, wystepuje zwiekszone ci$nienie $réd-
miazszowe, zakldcona jest rownowaga kwasowo-
-zasadowa, znacznie uposledzone jest tez ukrwie-
nie. Wymienione czynniki oraz dodatkowo duzy
rozmiar czasteczek immunotoksyn sg przyczyna
stabej penetracji leku do wnetrza guza [10].

By zmniejszy¢ immunogennosc¢ toksyn pochodzenia
bakteryjnego lub roslinnego, prébuje sie je zastapic
bialkami endogennymi o charakterze proapoptotycz-
nym lub niewielkimi biatkami o niskiej immunogen-
nosci wykazujacymi aktywno$¢ RNazowa. Ciekawa
alternatywa wydaja sie niewielkie toksyny bakteryj-
ne zorganizowane w tzw. moduly addycyjne (sys-
temy toksyna-antytoksyna). Po raz pierwszy opisa-
no je jako systemy odpowiedzialne za utrzymanie
plazmidowego DNA w populacji. W pézniejszych
badaniach ujawniono ich zaangazowanie w pro-
gramowanej $mierci komérkowej oraz usuwaniu
nieprawidlowych transkryptéw [11, 12]. Na system
TA (toksyna-antytoksyna) skladaja sie zazwyczaj
dwa komponenty: stabilna toksyna oraz labilna an-
tytoksyna. W przypadku gdy oba produkty sa obec-
ne w komorce, ulega hamowaniu aktywno$¢ toksyny.
Gdy komérka utraci geny kodujace system TA (np.
po stracie plazmidu), pula antytoksyny jako bardziej
labilnej zmniejsza sie szybciej, pozostawiajac aktyw-
ne toksyny, ktére w efekcie usmiercaja komdrke [12].
Opisano do tej pory 5 réznych klas systemoéw toksy-
na-antytoksyna, sposréd ktérych najlepiej poznana
jest klasa II, gdzie oba skladniki sa bialkami o nie-
wielkich rozmiarach (90-130 aminokwasdéw) [13].

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo przetestowanie wybra-
nych toksyn pochodzacych z prokariotycznych mo-
dutéw addykcyjnych pod katem ich przydatnos-
ci w konstrukcji immunotoksyn. Toksyny te jako nie-
wielkie, stabilne biatka o bardzo konserwatywnej,
malo immunogennej budowie i aktywnosci rybo-
nukleazowej wydaja sie interesujaca alternatywa do
obecnie stosowanych. Do badan wytypowano tok-
syne MazF pochodzaca z chromosomu Escherichia
coli, toksyne PasB z DNA plazmidu pTF-FC2 wyizo-
lowanego z Thiobacillus ferrooxidans (pozyskanego
dzieki uprzejmosci prof. D.E. Rawling) oraz VapC
2829 pochodzaca z chromosomu Mycobacterium
tuberculosis H37Rv (pozyskanego dzieki uprzejmo-
$ci prof. J. Dziadka). W toku przygotowan zrezygno-
wano jednak z dalszych badan nad toksynami MazF

60

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2017 | 5(1) | 59-63



Oszajca K. et al: The assessment of prokaryotic addictive modules’ activity...

1. RNA +VapC:T:dtx
2

3

RNA only

. RNA + Nus_VapC:T:dtx
. RNA + reaction buffer

Ryc. 1. Aktywnos$¢ RNazowa badanego biatka. Rycina gérna przedstawia

aktywnos¢ biatka po godzinie inkubacji z ludzkim RNA, dolna

kolejno po inkubacji przez 3, 5,121 18 godzin. Sciezki nr 1

przedstawiajg aktywnosc¢ biatka pozbawionego Nus-Tag, Sciezki
nr 2 — aktywnos¢ biatka z Nus-Tag, $ciezki nr 3 - kontrole w postaci
RNA z buforem reakcyjnym. Intensywnos¢ prazkéw analizowano

densytometrycznie.
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Ryc. 2. Analiza przezywalnosci komérek nowotworowych wybranych
linii komdrkowych HEK 293, U 87, SW 480 wobec badanego
biatka po 24- i 48-godzinnej ekspozycji. Oznaczenie wykonano

przy stezeniu biatka 100 ug/ml.

control

a8h

Nus_VapC:T:dtx
VapC:T:dtx
control

2ah

Nus_VapCTdtx
VapC:T:dtx

control

mQl

ash

Nus_VapC:T:dtx i
VapC:T:dtx s ma2
control =Q3

HEK293 | HEK293 | Sw480 | Swaso

24h

Nus_VapC:T:dtx < mas
VapC:T:dix

control

ugr
a8h

Nus_VapC:Tdtx
VapC:T:dtx
control
Nus_VapC:T:dtx
VapCT.dtx |

usr
2ah

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Ryc. 3. Cytometryczna analiza aktywnosci badanego biatka wobec
wybranych linii komérkowych: Q1 — komdrki nekrotyczne,
Q2 - komorki péZnoapoptotyczne, Q3 — komérki zywe,
Q4 - komorki wezesnoapoptotyczne.

oraz PasB ze wzgledu na trudno$ci w pracy z ich
konstruktami. Ostatecznie do badania komponen-
téw modutéw addykceyjnych pod katem przydatno-
$ci w konstrukeji immunotoksyn wytypowano tok-
syne VapC 2829.

WYNIKI

Odpowiednio przygotowany konstrukt biatka fuzyj-
nego zawieral sekwencje toksyny VapC, facznika (T)
odpowiedzialnego za translokacje cze$ci toksycznej
do cytozolu z pecherzyka endocytarnego oraz frag-
ment receptorowy z domeng transbtonowa (:Dtx_R)
pochodzacy z toksyny btoniczej (pozyskany dzieki
uprzejmosci prof. S. Olsena). Po kilku etapach przy-
gotowan uzyskano wlasciwe bialko, ktdére przezna-
czono do dalszych analiz.

Bialko fuzyjne zostato poddane testowi in vitro na
aktywno$¢ RNazowa. W tescie zbadano aktywnosc
wyjsciowego biatka zawierajacego Nus-Tag oraz jego
gotowa forme po odcieciu wszystkich domen po-
mocniczych. W obu przypadkach biatko wykazywato
aktywno$¢ RNazowa (ryc. 1), jednak po obrdbce pro-
teolitycznej jego aktywno$¢ jest nieznacznie wyzsza.
Oznacza to, ze dofaczony Nus-Tag jedynie w niewiel-
kim stopniu wptywa na obnizenie aktywnosci bada-
nego bialka fuzyjnego.

Wykorzystujac technike cytometrii przeptywowej
oraz testy przezywalnosci, oceniono aktywnos¢ ba-
danego biatka na 3 wyselekcjonowanych liniach no-
wotworowych: HEK 293, SW 480 oraz U87 MG.
W przypadku oznaczen wykonanych cytometrem
komérki barwiono jodkiem propidyny (w celu uwi-
docznienia komérek martwych) oraz antycialem
przeciw aneksynie V potaczonym z FITC (Anne-
xinV-FITC, BD), uwidaczniajacym komérki wcze-
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Ryc. 4. Analiza cyklu komdérkowego badanych linii komdrkowych.

snoapoptotyczne. W oznaczeniach przezywalnosci
stosowano takze test biochemiczny MTT. Inkuba-
cje z badanym wtasciwym biatkiem oraz biatkiem
zawierajacym Nus-Tag prowadzono przez 24 i 48
godzin. W przypadku wszystkich linii zaobserwo-
wano istotny statystycznie spadek przezywalnosci
w odpowiedzi na ekspozycje na badane biatko fu-
zyjne (ryc. 2).

W wyniku przeprowadzonych oznaczen stwierdzo-
no, ze istnieje duza réznica w aktywnosci pomiedzy
badanymi liniami. Najwrazliwsza na dziatanie ba-
danego biatka fuzyjnego jest linia HEK 293 (ryc. 3).
W przypadku tej linii zaobserwowano statystycznie
istotny wzrost populacji komoérek péZnoapoptotycz-
nych po 48 godzinach inkubacji w poréwnaniu z ko-
moérkami zywymi. W przypadku pozostalych linii ak-
tywno$¢ okazala sie znaczaco nizsza, w zakresie lub
niewiele powyzej bledu statystycznego.

Dla wspomnianych wyzej linii nowotworowych wy-
konano réwniez testy obrazujace, czy badane biatko
fuzyjne wplywa na cykl komérkowy linii nowotwo-
rowej. Po okreslonym czasie inkubacji (24, 48 i 96
godzinach) komérki utrwalano, barwiono jodkiem
propidyny i oznaczano przy uzyciu cytometru prze-
plywowego. Sposréd badanych linii najwrazliwsza
na dziatanie biatka okazata sie linia U 87. Po 24 go-
dzinach inkubacji zaobserwowano zatrzymanie cy-
klu komérkowego w fazie GO/G1, z kolei po 96 go-

dzinach stwierdzono wzrost liczebnosci populacji
subG0/G1. W przypadku linii SW 480 oraz HEK
293 nie zaobserwowano istotnego wplywu badane-
go biatka fuzyjnego, cho¢ widoczny jest niewielki
wzrost populacji komoérek w fazie subGO/G1 w po-
réwnaniu z kontrola (ryc. 4).

WNIOSKI

Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze bialko fuzyjne za-
wierajace toksyne VapC wykazuje aktywnos¢ RNazo-
wa. Réwniez prekursor toksyny zawierajacy skladnik
Nus wykazuje tego typu aktywnos¢, ktéra okazata sie
nieznacznie nizsza od dojrzalego bialka. Badane bial-
ko ma wtasciwosci proapoptotyczne w stosunku do li-
nii HEK 293, zwigkszajac istotnie liczebnos¢ populacji
komorek péznoapoptotycznych po 48 godzinach in-
kubacji. Z kolei w przypadku linii U 87 biatko fuzyjne
powoduje zatrzymanie cyklu w fazie G0/G1, co moze
wynika¢ z posiadania przez nie wlasciwosci rybonu-
kleazowych. Trawiac calkowite RNA, doprowadza
do zahamowania syntezy biatek w komdrce. W efek-
cie niemoznosci syntezy niezbednych biatek podzia-
fowych nastepuje areszt w fazie GO/G1. Badane biatko
wplywa na cykl komérkowy linii U 87, zwiekszajac li-
czebnos¢ populacji subG0/G1 $§wiadczacej o nasilonej
fragmentacji DNA w czasie §mierci komérki. Badane
bialko nie wykazuje wlasciwosci proapoptotycznych
ani nie wplywa na cykl komérkowy linii SW 480.
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INSTRUKCJE DLA AUTOROW

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji. Zeszyty Naukowej
Fundacji Polpharmy to czasopismo naukowe publikujace
przegladowe i pogladowe prace naukowe powstate na pod-
stawie projektéw badawczych finansowanych ze §rodkéw Na-
ukowej Fundacji Polpharmy. Tematyka prac publikowanych
w czasopi$mie obejmuje wiele zagadnien z zakresu medycyny
i farmacji. Celem publikacji jest prezentacja osiagnie¢ Auto-
row projektow finansowanych przez Fundacje w odniesie-
niu do stanu wiedzy w obszarze nauki, ktérego dotyczyl re-
alizowany projekt.

Skiad Rady Naukowej gwarantuje wysoki poziom publikowa-
nych prac.

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji ukazujq sie raz w roku.
Redakcja przyjmuje do druku artykuly w jezyku polskim lub an-
gielskim, przy czym tytul, streszczenie, stowa kluczowe i afilia-
cje powinny by¢ dodatkowo napisane w jezyku angielskim (lub
polskim w przypadku prac anglojezycznych).

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji uznaje zasa-
dy zawarte w Deklaracji helsinskiej i w zwiazku z tym oczekuje
od autoréw, aby wszelkie badania wykonane z udzialem czto-
wieka zostaly przeprowadzone zgodnie z tymi zasadami.

REGULAMIN RECENZOWANIA | PRZYJMOWANIA PRAC

Redakcja rozpatruje nadeslane prace, ktére zostana uznane
przez recenzentéw i redaktoréw za wlasciwe pod wzgledem
tematyki i stanowiace oryginalny wkiad do postepu w nauce
i/lub praktyce klinicznej lub maja pozadane walory dydaktycz-
ne (szkoleniowe). Podpis pierwszego autora pod o$wiadcze-
niem jest réwnoznaczny ze stwierdzeniem, ze:

« zlozona praca jest wlasna,

« wszyscy autorzy wyrazaja zgode na publikacje przedstawio-

nego materiatu.

Otrzymany manuskrypt jest na wstepie oceniany przez ze-
spol redakceyjny Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji pod
wzgledem poprawno$ci przygotowania manuskryptu, doku-
mentacji fotograficznej, obecnosci zgody wszystkich autoréw
na publikacje. Manuskrypty niekompletne beda zwracane au-
torom do uzupelnienia bez analizy merytoryczne;j.

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

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

przestrzegano zasad etycznych eksperymentu klinicznego sfor-
mutowanych w Deklaracji Swiatowego Zgromadzenia Medycz-
nego w Helsinkach w roku 1964, w Tokio w roku 1975 i w zale-
ceniach Swiatowej Organizacji Zdrowia w 1982 roku.

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

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

ZEZWOLENIA NA DRUK

Materiatom wykorzystanym z innych Zrédel musi towarzyszy¢
pisemna zgoda pierwszego autora oraz wydawcy pierwotnej
publikacji, w ktérej material ten zostat opublikowany i w ktdrej
wyrazona jest zgoda na przedruk na famach Postepow Polskiej
Medycyny i Farmagcji.

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

POUFNOSC INFORMACJI O PACJENCIE

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

PRAWA AUTORSKIE

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

Po akceptacji pracy do druku zlozone materialy staja si¢ wlas-
nos$cig Naukowej Fundacji Polpharmy i nie moga sie ukazywac
w innej publikacji bez pisemnej zgody Naukowej Fundacji Pol-
pharmy.




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

ODPOWIEDZIALNOSC CYWILNA

Wydawca i Rada Naukowa czynia wszelkie starania, aby za-
pewni¢ rzetelno$¢ informacji, opinii i stwierdzen zawartych
w artykule ukazujacym si¢ w Postepach Polskiej Medycyny
i Farmacji. Niemniej jednak za tres¢ artykutéw i reklam od-
powiada wylacznie autor, sponsor lub firma marketingowa.
Zgodnie z powyzszym ani Wydawca, ani Rada Naukowa, ani
Naukowa Fundacja Polpharmy nie ponoszg odpowiedzialno-
$ci za skutki ewentualnych nierzetelnosci.

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

KATEGORIE ARTYKULOW

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji przyjmu-

je do druku:

« prace przegladowe, tj. doniesienia przedstawiajace obec-
ny stan wiedzy na dany temat ze szczeg6lnym uwzglednie-
niem biezacych kontrowersji, podejscia teoretycznego i prak-
tycznego do zagadnienia, nierozwiazanych probleméw itp.,
uwzgledniajace wiasciwie dobrane pismiennictwo;

« prace pogladowe: opisy dotyczace waznych zagadnien, kon-
trowersji i opinii w medycynie i farmacji, teksty dydaktyczne
(szkoleniowe);

« krétkie doniesienia: opisy wybranych rozwiazan klinicznych
w przypadku konkretnych probleméw, ewentualnie nowe od-
krycia jeszcze niepotwierdzone eksperymentalnie.

INSTRUKCJA DLA AUTOROW

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

PRZYGOTOWYWANIE | NADSYLANIE MANUSKRYPTOW
Tekst

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

Tabele

Tabele mozna nadsyta¢ w dowolnej wersji edytora tekstowego
Microsoft Word lub arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel.

Wykresy

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

« prezentacji Microsoft Power Point,

» wykres6ow arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel,

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

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

Ryciny

Ryciny powinny by¢ przygotowane w rozdzielczosci 300 dpi
lub wiekszej w formacie *.pdf, *.eps lub *.jpeg.

Strona tytutowa

Praca powinna mie¢ stroneg tytulowa, na ktérej znajduja sie na-

stepujace informacje:

« pelny tytul artykutu w jezyku polskim i angielskim,

« imie i nazwisko kazdego autora (bez tytutéw), jednostke or-
ganizacyjng kazdego autora (miejsce pracy),

« streszczenie w jezyku polskim i angielskim,

+ 3-6 s16w kluczowych w jezyku polskim i angielskim,

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

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

Streszczenia

Streszczenia nie powinny przekraczac 250 stéw.

W tekscie pracy nalezy zamies$ci¢ w postaci wyodrebnio-

nych tabel nastepujace zestawienia:

1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu;

2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polphar-
my;

3. Dalsze kierunki badari (opcjonalnie).

Przed piSmiennictwem w razie potrzeby mozna zalaczy¢ po-
dziekowania. Podkresla si¢ w nich wklad wszystkich oséb,
ktére pomagaly w prowadzeniu badan i ktére nie spelniajg kry-
teriéw wlaczenia do zespolu autoréw, np. asystentéw, techni-
kéw, kierownikéw jednostek dajacych tylko ogdlne wsparcie.
Autorzy maja obowiazek ujawnic¢ fakt otrzymywania wsparcia
finansowego lub materialnego.
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Pismiennictwo zawiera pozycje z literatury ponumerowa-
ne w kolejnosci ich wystepowania w tekécie (styl Vancouver),
wybrane pod wzgledem waznosci, aktualnosci i dostepnosci.
Pozycje wystepujace po raz pierwszy w tabelach lub rycinach
nalezy ponumerowac tak, aby utrzymac kolejno$¢ z pozycjami
cytowanymi w tekscie.

DOPUSZCZALNE FORMATY CYTOWANIA

We wszystkich przypadkach prosimy o zwrdcenie uwagi na
stosowane znaki interpunkcyjne oddzielajace poszczegdlne
pola bibliograficzne cytowanej pozycji. Zrédta internetowe
z racji latwos$ci zmian lub korekt powinny zawiera¢ date po-
brania badz przejrzenia pliku. Podajac liste autoréw, nalezy
uzy¢ zwrotu ,i wsp., jesli liczba autoréw cytowanej pozycji
jest wyzsza niz 3.

Typowy artykut w czasopi$mie

Lichtenstein G.R., Hanauer S.B., Sandborn W.J.: Management of
Crohn’s disease in adults, Am ] Gastroenterol, 2009; 104: 465-83.

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

Koffler D., Reidenberg M.M.: Antibodies to nuclear antigens in
patients treated with procainamide or acetylprocainamide [er-
rata opublikowana w: N Engl ] Med, 1979; 302: 322-5], N Engl
J Med, 1979, 301: 1382-5.

Artykut opublikowany wytacznie elektroniczne

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

Artykut bez autora

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

Monografia z okreslonym/okreslonymi autorem/autorami

Ringsven M.K., Bond D.: Gerontology and leadership skills for
nurses. I wyd. Albany, Nowy Jork, Delmar Publishers, 1996.

Ksigzka redagowana

Norman U., Redfern S.J. redd.: Mental health care for elderly
people, Nowy Jork, Churchill Livingstone, 1996.

Ksigzka wydana przez organizacje

Institute of Medicine (US), Looking at the Future of the Medi-
cal Program, Waszyngton, The Institute, 1992.

Rozdziat w ksigzce

Phillips S.J., Whisnant J.R.: Hypertension and stroke, w: La-
ragh J.H., Brenner B.M. editors: Hypertension: pathophysio-
logy, diagnosis, and management, II wyd., Nowy Jork, Raven
Press, 1995, 465-78.

Materiaty kongresowe

Kimura J., Shibasaki H. redd.: Recent advances in clinical neu-
rophysiology, materialy z X Miedzynarodowego Kongresu
EMG i Neurofizjologii Klinicznej, 1995.10.15-19, Kioto, Japo-
nia, Amsterdam, Elsevier, 1996.

Referat

Bengtsson S., Solheim B.G.: Enforcement of data protection,
privacy and security in medical information, w: Lun K.G.,
Oegoulet P, Piemme T.E., Rienhoff O. redd.: MEDINFO 92,
materialy z VII Swiatowego Kongresu nt. Informatyki Medycz-
nej, 1992.09.6-10, Genewa, Szwajcaria.

Nie nalezy cytowacd, na ogél, abstraktéw, niepubliko-
wanych danych ani informacji ustnej. Jezeli jednak sa
one niezbedne (dotycza wlasnych wynikéw zamiesz-
czonych w pracach bedacych w druku lub szykowanych
do niego), mozna je wlaczy¢ do tekstu w odpowiednim
miejscu.

TABELE I ILUSTRACJE

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

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

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

Zdjecia mikroskopowe powinny mie¢ wewnetrzne oznacze-
nie skali. Uzywane w zdjeciu mikroskopowym symbole, strzatki
i litery powinny by¢ w kolorze kontrastujacym z tlem. W przy-
padku fotografii badanych oséb albo nalezy ukry¢ ich tozsa-
mo$¢, albo uzyskaé pisemna zgode na opublikowanie zdjecia.
Redakcja przyjmuje zdjecia w formie elektronicznej w mozliwie
najwyzszej jakosci (rozdzielczo$¢ min. 300 dpi).

Legendy pod rycinami nalezy numerowac cyframi arabskimi
odpowiadajacymi kolejnym rycinom.

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

Skroty i symbole. Redakcja wymaga stosowania jedynie stan-
dardowych skrétéw. Nie nalezy uzywaé skrotéw w tytule
ani w streszczeniach. Pelna wersja terminu, dla ktérego uzy-
wa sie danego skrétu, musi by¢ podana przed pierwszym wy-
stapieniem skrétu w tekscie za wyjatkiem standardowych jed-
nostek miar.

WYSLANIE ARTYKULU DO CZASOPISMA

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

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

1. Oswiadczenie dotyczace statusu danej pracy, faktu, ze nie
byta dotad opublikowana albo Ze zostala opublikowana czes-
ciowo w innej redakcji, wedlug wytycznych zawartych po-
wyzej;

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

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

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

Nalezy zalaczy¢ réwniez zgody na przedruki opublikowanych
materialéw, na wykorzystanie reprodukcji publikowanych ma-
terialéw, na uzycie zdje¢ lub podawanie danych o osobach, kté-
rych tozsamo$¢ mozna ustali¢, oraz zgody na imienne wyréz-
nienie osé6b za ich wklad.

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji uwa-
za ww. warunki za spelnione, jezeli ztozony zostanie podpis
pierwszego autora.

KOMPLET MATERIALOW NALEZY PRZEStAC
DO REDAKCJI NA ADRES:

Index Copernicus sp. z o.0.

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji
ul. Zurawia 6/12, 00-503 Warszawa
tel.: +48 22 487 53 93

e-mail: office@indexcopernicus.com
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@ polpharma

Jestesmy najwiekszym polskim producentem lekéw i substancji farmaceutycznych.
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sie zaufaniem lekarzy, farmaceutow i pacjentéw, wytwarzajac leki wysokiej jakosci,
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