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Szanowani Panstwo!

Mija wlasnie dziesig¢ lat od ukazania sie pierwszego
numeru Postepéw Polskiej Medycyny i Farmacji,
wydawnictwa, ktére zawiera publikacje powstate
w wyniku realizacji projektéw naukowych, finan-
sowanych przez Naukowa Fundacje Polpharmy.

Jednym z celéw Fundacji jest wspieranie najzdol-
niejszych mtodych badaczy poprzez stypendia dla
stuchaczy studiéw doktoranckich. W numerze
znalazly sie cztery publikacje laureatéw VII edycji
konkursu w roku 2018/2019. Jednym z nich jest dr
Kamil Kobak z Samodzielnej Pracowni Badar Uktadu
Krazenia Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.
Badania, w ktérych uczestniczy doktorant, dotycza
roli niedoboru zelaza w powstawaniu zmian
strukturalnych i funkcjonalnych w mie$niach
pacjentéw z niewydolno$cia serca. Zesp6t, ktérego
czlonkiem jest dr Kobak, wykazal, ze podawanie
zelaza zapobiega atrofii miocytéw, zwlaszcza
w warunkach niedotlenienia. Powyzsze wyniki
staly si¢ podstawa do nadania tytulu doktora nauk
medycznych i nauk o zdrowiu laureatowi, ponadto
zostaly opublikowane w International Journal of
Molecular Medicine.

W tej samej edycji konkursu laureatka zostata
mgr Agnieszka Borsuk-De Moor z Zakladu Bio-
farmacji i Farmakokinetyki, Katedry Biofarmacji
i Farmakodynamiki, Wydziatu Farmaceutycznego,
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Celem tej
rozprawy doktorskiej bylo opracowanie modelu

Stowo wstepne

Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong

Przewodniczgcy Rady Naukowej
Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji,
Redaktor Naczelny

dawkowania lekéw w specjalnych populacjach
pacjentéw. Wyniki badan pozwola na opracowanie
optymalnych schematéw dawkowania lekéw
u pacjentéw w ciezkim stanie, ze szczegélnym
uwzglednieniem niemowlat i dzieci. Wyniki powstate
w trakcie realizacji przewodu doktorskiego laureatki
zostaly opublikowane w Antimicrobiological Agents
and Chemotherapy, Journal of Clinical Pharmacology.

Wsrod zdobywcedw stypendiéw dla doktorantow
znalezli sie takze lekarze prowadzacy badania
w dziedzinie onkologii.

Rak jelita grubego jest czestym nowotworem,
ktéremu mozna zapobiegaé¢ lub wykrywac jego
wczesne postacie poprzez wykonanie przesiewowej
kolonoskopii. Dr n. med. Paulina Wieszczy z Katedry
i Kliniki Gastroenterologii, Hepatologii i Onkologii
Klinicznej CMKP w Warszawie analizowalta dane
zebrane w trakcie Programu Badan Przesiewowych
Raka Jelita Grubego, ktéry objat 236 089 pacjentow.
Doktorantka potwierdzita znaczenie jako$ci badania
dla skutecznej prewencji nowotworu, wykazala
ponadto, ze — w oparciu o okreslone kryteria gru-
czolaka — mozna zidentyfikowaé grupe chorych
podwyzszonego ryzyka raka, wymagajacych inten-
sywnego nadzoru, co pozwala na optymalizacje
populacyjnych badan przesiewowych. Wyniki
zostaly opublikowane w Gastroenterology oraz Best
Practice in Research — Clinical Gastroenterology.
Dr n. med. Magdalena Pisarska-Adamczyk ocenita




wplyw stosowania protokotu opieki okolooperacyjnej
ERAS (Enhanced Recovery After Surgery) na
wczesne odlegle wyniki leczenia chirurgicznego
raka okreznicy. Do badania wtaczano kolejnych
400 pacjentéw leczonych w II Katedrze Chirurgii
Ogoblnej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagie-
lloniskiego, a wyniki tych obserwacji ukazaty sie
w miedzynarodowych pismach, takich jak Interna-
tional Journal of Surgery, Journal of Clinical Medi-
cine, World Journal of Surgery i zfozyly si¢ na rozprawe
doktorska laureatki.

W 2015 roku jednym z laureatéw XIV edycji konkursu
na projekt badawczy byla dr Katarzyna Niemirowicz
z Samodzielnej Pracowni Technik Mikrobiologicznych
i Nanobiomedycznych Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku. Celem Jej projektu byto opracowanie
preparatu sztucznej $liny, odzwierciedlajacego w jak
najwiekszym stopniu wlasciwosci §liny naturalnej,
zaréwno w aspekcie wlasciwo$ci mechanicznych, jak
i biologicznych. W ramach przeprowadzonych badan
opracowano sklad chemiczny oraz przeprowadzono
szczegbtowe badania parametréw fizykochemicznych
i reologicznych preparatéw sztucznej $liny,
zawierajacych mucyny oraz oceniono ich wlasciwosci
mikrobiologiczne i biokompatybilnosci in vitro na
liniach wybranych komérek fizjologicznych.

Bez watpienia terapia chimerycznymi komérkami
wyposazonymi w receptor skierowany wybiorczo
na komérki nowotworowe (CAR-T) jest przefomem
w leczeniu w onkologii. Terapia daje szanse na
wydluzenie zycia, a nawet wyleczenie choroby
u 0s6b, u ktérych wyczerpane zostaly dostepne

metody postepowania. CAR-T wykorzystuje wlasny
uklad odpornosciowy pacjenta i zaawansowana
inzynierie genetyczng, aby walczy¢ z nowotworami
dzieki zmodyfikowanym genetycznie limfocytom
T. Niestety, terapia CAR-T czesto zwigzana jest
z szeregiem dziatan niepozadanych.

Dr Agnieszka Graczyk-Jarzynka zostata laureatka
XVI edycji konkursu, ktérej tematem byl: ,Rozwdj
i optymalizacja proceséw w biotechnologii
medycznej” Jej projekt ma na celu zwiekszenie
profilu bezpieczenstwa terapii wykorzystujacych
komérki efektorowe, zmodyfikowane receptorem
CAR. Autorka zamierza wykorzysta¢ do tego
rézne strategie, takie jak: optymalizacja budowy
samego receptora CAR, wykorzystanie przejsciowej
transfekcji do modyfikacji komérek efektorowych,
uzyskanie zdalnej kontroli nad limfocytami CAR-T
w organizmie chorego czy ,,autonomiczng” kontrole
potencjatu cytotoksycznego. Powyzsze strategie
zostaly oméwione w zamieszczonej pracy.

Zapraszam do lektury
Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong
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Streszczenie

W prezentowanej pracy zbadano wplyw zaréwno ograniczonej, jak i zwiek-
szonej dostepnosci zelaza na morfologie, strukture oraz ekspresje genéw
zaangazowanych w proces atrofii mie$niowej w miocytach szkieletowych,
hodowanych w warunkach hipoksji, imitujacych niedotlenienie wyste-
pujace w patofizjologii NS. Wykazano, Ze niedobér zelaza w warunkach
in vitro (w szczeg6lno$ci w polaczeniu z niedotlenieniem) ma szkodliwy
wplyw na miocyty szkieletowe, co manifestuje sie atroficznymi zmianami
morfologii komdrek, maladaptacyjna przebudowa strukturalng komérek
oraz zwiekszona ekspresja markerdw atrofii miesniowej. Co wiecej, poka-
zano, ze zwiekszona dostepnos¢ zelaza dla niniejszych komérek zdaje sie
posiadac cechy protekcyjne w kontekscie powyzszych zmian. Dodatkowo,
w oparciu o dane kliniczne i najnowsze modele eksperymentalne, opisano
niekorzystne zmiany strukturalne oraz funkcjonalne zachodzace w mieéniu
sercowym w warunkach niedoboru zelaza, a takze omdéwiono potencjalne
patomechanizmy stojace za nimi.

Stowa kluczowe: metabolizm zelaza, niedoboér Zelaza, suplementacja
zelazem

Abstract

In the presented study, the influence iron availability on the cell mor-
phology and structure was examined in skeletal myocytes cultured
under normoxic and hypoxic conditions. The study showed that iron
deficiency in vitro (especially in combination with hypoxia) has a de-
trimental effect on skeletal myocytes. Cellular disfunction was manife-
sted by atrophic changes in cell morphology, structural remodeling of
cells and increased expression of muscle atrophy markers. Interestingly,
increased iron availability appeared to have some protective properties
in the context of aforementioned changes. Moreover, based on clinical
data and recent transgenic models, structural and functional abnorma-
lities in iron-deficient cardiac muscle were described and the potential
pathomechanisms behind them have been discussed.

Keywords: iron deficiency, iron metabolism, iron supplementation
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WPROWADZENIE

Niewydolno$¢ serca (NS) jest schorzeniem o zlym
rokowaniu oraz stanowi jedno z najwiekszych wy-
zwan zdrowotnych, jak i spoleczno-ekonomicz-
nych, jakie stoja przed wspotczesna cywilizacja [1,
2]. Istotnym elementem patofizjologii tej choroby
sa zmiany strukturalne (remodeling) na poziomie
komoérkowym oraz makroskopowym, zachodzace
zaréwno mieéniu sercowym [3], jak i w mie$niach
szkieletowych [4, 5]. Prowadza one do niezdolnosci
mies$nia sercowego do poprawnego funkcjonowania
jako pompy, a takze swoistej miopatii szkieletowej,
objawiajacej si¢ powazna nietolerancja wysitku [6,
7]. Zaréwno spadek, masy mie$niowej jak i pogor-
szona tolerancja wysitku fizycznego sa niezalezny-
mi czynnikami rokowniczymi i wigza sie ze zwiek-
szong $miertelno$cia oraz podwyzszonym ryzykiem
ponownej hospitalizacji w wyniku zaostrzen NS
[8—11]. W obliczu wysokiej zachorowalno$ci na NS
istotne znaczenie maja badania dotyczace nowych,
celowanych terapii, ukierunkowanych na poprawe
jakosci zycia i zmniejszenie kardynalnych objawéw
tej choroby.

Zelazo, bedac kofaktorem licznych bialek oraz en-
zymow, jest zaangazowane w wiele niezbednych dla
przezycia proceséw komoérkowych, takich jak meta-
bolizm energetyczny, obrona antyoksydacyjna czy
transport i magazynowanie tlenu [12]. W zwigz-
ku z tym, zaréwno nadmiar, jak i niedobér zelaza
(iron deficiency, ID) prowadza do zaburzen struktu-
ralnych oraz funkcjonalnych w réznych typach ko-
moérek. Duze wymagania energetyczne kardiomio-
cytéw budujacych serce oraz miocytéw budujacych
mies$nie szkieletowe czyni je szczegdlnie wrazliwy-
mi na zmiany w dostepnosci zelaza. Wykazano, ze
zaréwno ograniczenie dostepu komoérek do zelaza,
jak i jego nadmiar w warunkach in vitro maja szko-
dliwy wplyw na zywotno$¢ zaréwno kardiomiocy-
téw, jak i miocytéw szkieletowych [13, 14]. Co wie-
cej, szczeg6lnie negatywny wplyw maja warunki ID
i prowadza one do zaburzen metabolicznych, dys-
funkcji mitochondriéw oraz nasilenia proceséw
apoptotycznych [14, 15].

Najnowsze dane kliniczne wykazuja, ze wspol-
istnienie ID u pacjentéw z NS jest bardzo czeste
i wigze sie z zaburzeniami w funkcjonowaniu mie-
$nia sercowego, zwiekszona meczliwoscia mies$ni
szkieletowych oraz pogorszong tolerancja wysit-
ku, niezaleznie od wspoélistniejacej niedokrwisto$ci
[16, 17]. Co wigcej, wykazano, ze dozylna suple-
mentacja zelazem u pacjentéw z NS poprawia wy-
dolno$¢ fizyczna oraz jako$¢ zycia, a takze redukuje
ryzyko ponownej hospitalizacji [18—21]. Jednakze

mechanizmy molekularne oraz komérkowe stojace
zar6wno za szkodliwym wptywem ID, jak i korzyst-
nym efektem suplementacji zelazem u chorych po-
zostaja w duzej mierze niezbadane.

Wptyw dostepnosci zelaza na zmiany strukturalne
komorek miesni szkieletowych

Zelazo pelni szczegélnie wazna role w fizjologii mie-
$ni szkieletowych, ktére zuzywaja ok. 10-15% jego
catkowitej puli dostepnej organizmowi oraz posia-
daja unikatowy wewnatrzkomoérkowy system kon-
trolujacy metabolizm tego pierwiastka [22]. Popraw-
ne funkcjonowanie mieéni szkieletowych wiaze sie
z duzym zapotrzebowaniem na energie, co posrednio
uzasadnia zwiazek miedzy ID a dysfunkcja mie$ni
u pacjentéw z NS. Badania eksperymentalne sugeru-
ja, iz ID uposledza dziatanie mieéni u tych chorych,
poglebiajac postep procesu atrofii oraz pogarszajac
funkcjonowanie uszkodzonych juz mitochondriéw,
co przeklada sie na uposledzenie energetyki miocy-
téw szkieletowych [23-25].

Badania nad wplywem zmiennej dostepnosci Zela-
za na zmiany strukturalne komérek mieéni szkiele-
towych zostaly przedstawione w publikacji: ,Iron li-
mitation promotes the atrophy of skeletal myocytes,
whereas iron supplementation prevents this process
in the hypoxic conditions” mojego autorstwa [26].

Badania wykonano in vitro, na modelu szczurzych
miocytéw szkieletowych (linia komérkowa L6G8C5),
ktére hodowano przez 48 godzin: 1) w warunkach
normoksji badz 2) w warunkach hipoksji, przy zre-
dukowanym, optymalnym lub zwiekszonym stezeniu
zelaza w $§rodowisku hodowlanym. Nastepnie doko-
nano analizy wewnatrzkomérkowego poziomu ste-
zenia zelaza oraz oceniono morfologie komérek. Po-
nadto zmierzono ekspresje nastepujacych gendéw
zwiazanych z atrofia mie$niowa: dwdch specyficz-
nych markeréw Atroginy-1 oraz MuRF1I, przelacznika
molekularnego zwigzanego z réwnowagg pomiedzy
atrofia a hipertrofia — SMAD4 oraz biatka budujace-
go miesniowe filamenty posrednie typu I1I — desminy.
W warunkach niedoboru zelaza komérki wykazywa-
ly zmieniona, atroficzna morfologie, a takze znacza-
co podwyzszony poziom ekspresji Atroginy-1 oraz
MuRF1 zar6wno w warunkach normoksji, jak i hipok-
sji (wszystkie P<0,05). Powyzsze zmiany moga wska-
zywac na aktywacje szlaku ubikwitynowo-proteaso-
mowego zwiazanego z degradacja biatek. Obnizona
dostepno$¢ zelaza potaczona z warunkami niedotle-
nienia spowodowata réwniez spadek ekspresji SMAD4
(P<0,001), sugerujac zmiany w homeostazie komé-
rek, prowadzace do atrofii. Natomiast komérki wy-
stawione na zwiekszone stezenie zelaza w warunkach

10
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niedotlenienia wykazywaly sie¢ obnizona ekspresja obu
markerdw atrofii (wszystkie P<0,05). Poziom ekspresji
desminy byt zwiekszony w przypadku zaréwno zwiek-
szonego, jak i zmniejszonego stezenia zelaza, jednakze
jej nadekspresja byta najwieksza w przypadku taczonych
warunkéw niedoboru zelaza z niedotlenieniem
(wszystkie P<0,05). Co wiecej, zwiekszona ekspre-
sja Atroginy-1 oraz MuRFI w warunkach hipok-
sji powiazana byla ze zwiekszona ekspresja recep-
tora transferyny 1, odzwierciedlajacego zwiekszone
zapotrzebowanie komoérek na zelazo (odpowiednio
R = 0,76, P<0,01 oraz R = 0,86, P<0,01).

Podsumowujac, polaczone warunki hipoksji oraz
niedoboru zelaza mialy najbardziej niekorzystny
wplyw na funkcjonowanie miocytéw szkieletowych
hodowanych w warunkach in vitro. Wyrazem sumy
negatywnego oddzialywania tych czynnikéw na ko-
morki byly, w ich morfologii, spowodowane nasile-
niem procesow atrofii. Natomiast zwiekszona do-
stepno$c¢ zelaza w hodowli miocytéw szkieletowych
wskazywala na antyatroficzne wlasciwosci tego
pierwiastka na komérki poddane niedotlenieniu.
Powyzsze badania moga stanowi¢ cze$ciowe wyja-
$nienie molekularnych zmian towarzyszacych dys-
funkcji mie$ni szkieletowych, charakterystycznych
dla obrazu klinicznego obserwowanego u chorych
z NS i niedoborem zelaza.

Wptyw niedoboru zelaza na zmiany strukturalne
oraz funkcjonalne w migs$niu sercowym

W obrebie migénia sercowego zaréwno nadmiar, jak
iniedobor zelaza prowadza do niekorzystnych zmian
funkcjonalnych oraz strukturalnych. W przypad-
ku przeladowania zelazem dochodzi do toksyczno-
$ci tkankowej indukowanej przez stres oksydacyjny,
widknienia oraz kardiomiopatii [27]. W przypad-
ku ID badania eksperymentalne wykazaly znacza-
ce dysfunkcje mie$nia sercowego, ktére na poziomie
komérkowym manifestuja sie zmianami w ich mor-
fologii, uposledzeniem funkcjonowania mitochon-
driéw, a takze zaburzeniami metabolicznymi [28-
31]. Co wigcej, bezposrednie pomiary stezenia zelaza
w mies$niu sercowym pacjentéw z NS wykazaly zna-
czgco obnizony poziom tego pierwiastka w lewej ko-
morze w poréwnaniu do ludzi zdrowych, niezaleznie
od wspolwystepowania anemii [32].

W pracy przegladowej mojego autorstwa: ,Struc-
tural and functional abnormalities in iron-depleted
heart” (Kobak i wsp. [33]) opisano zaburzenia struk-
turalne oraz funkcjonalne zachodzace w mieéniu
sercowym w warunkach niedoboru zelaza. W opar-
ciu o dane kliniczne, a takze komérkowe i zwierze-
ce modele eksperymentalne, stopniowo omdéwiono

patologiczne zmiany zachodzace w niewydolnym
sercu na poziomie molekularnym, komérkowym,
az do poziomu makroskopowego. Do tej pory nie-
zwykle trudno bylo zdefiniowac rzeczywiste kon-
sekwencje lokalnego ID w mie$niu sercowym nie-
zaleznie od systemowego ID lub/i niedokrwisto$ci.
Jednak dzieki wykorzystaniu najnowszych mode-
li zwierzat transgenicznych stalo sie to mozliwe.
Dokladnie oméwiono i poré6wnano modele syste-
mowego niedoboru zelaza wywolanego dieta ubo-
ga w zelazo oraz 3 modele transgeniczne oparte
na (1) uniemozliwieniu importu zelaza do komér-
ki (knock-out receptora transferynowego w kar-
diomiocytach [34]); (2) uniemozliwieniu inhibicji
eksportu zelaza z komoérki (knock-out hepcydy-
ny w kardiomiocytach [35]); (3) oraz zaburzeniach
ogo6lnych mechanizméw regulujacych metabolizm
zelaza w komoérce (knock-out IRP1/2 w kardiomio-
cytach [36]). Najwazniejszym wnioskiem ptynacym
z niniejszej analizy jest to, ze lokalny niedobér ze-
laza w migéniu sercowym prowadzi do zaburzen
strukturalno-funkcjonalnych oraz zwiekszonej
$miertelnosci, niezaleznie od systemowego niedo-
boru zelaza lub/i niedokrwistosci. Co wiecej, suple-
mentacja zelazem fagodzi ten niekorzystny fenotyp
w oméwionych modelach zwierzecych, co jest sp6j-
ne z wynikami badan nad dozylna suplementacja
zelazem u pacjentéow z NS i ID.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, otrzymane wyniki przyczynily sie
do rozwoju wiedzy na temat istotnego wptywu do-
stepnosci zelaza na funkcjonowanie i morfologie
komorek miesni szkieletowych oraz mieénia serca.
Wykazano, ze ID ma szkodliwy wplyw na morfolo-
gie oraz strukture miocytéw szkieletowych, indu-
kujac przemiany prowadzace do atrofii miesniowej.
Ponadto zwiekszony dostep zelaza do komoérek mie-
$niowych wykazuje efekt ochronny, zapobiegajac ni-
niejszym zmianom atroficznym, co jest szczegdlnie
widoczne w warunkach niedotlenienia. Dodatkowo,
opierajac sie na wynikach badan klinicznych oraz za-
awansowanych modelach transgenicznych, wskaza-
no na szereg dowodéw zwigzanych z niekorzystnym
wplywem niedoboru Zelaza na funkcjonowanie oraz
strukture miesnia sercowego. Co najwazniejsze, po
raz pierwszy wykazano, ze niekorzystne zaburzenia
strukturalne oraz funkcjonalne w obrebie mie$nia
sercowego, narazonego na ID, zachodzg niezalez-
nie od wspélistnienia systemowego ID oraz niedo-
krwisto$ci. Wyniki niniejszej pracy stanowia kolejne
uzasadnienie szkodliwo$ci ID u chorych z NS, a tak-
ze korzysci ze stosowania u nich dozylnej terapii
suplementacji zelazem.
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Streszczenie

Skuteczna farmakoterapia wymaga zastosowania odpowiedniej daw-
ki leku, ktéra pozwala zmaksymalizowac efektywno$¢ terapii przy mini-
malizacji dzialan niepozadanych. Trudnosci w doborze dawki wynikaja
z réznic miedzyosobniczych w farmakokinetyce i farmakodynamice le-
kéw. Modelowanie populacyjne opisuje procesy farmakokinetyczne i far-
makodynamiczne w populacji, uwzgledniajac zalezno$ci wystepujace
u kazdego pacjenta, r6znice pomiedzy pacjentami oraz wplyw zmiennych
towarzyszacych na farmakokinetyke i farmakodynamike leku. Celem ba-
dan bylo opracowanie modeli populacyjnych dla lekéw stosowanych
w anestezjologii i intensywnej terapii w specjalnych populacjach pacjen-
tow. Farmakokinetyka sufentanylu zostata opisana w populacji niemowlat
i dzieci po podaniu zewnatrzoponowym i dozylnym. Wyznaczona stala
szybkosci absorpcji z przestrzeni zewnatrzoponowej sugeruje powolne
wchlanianie systemowe sufentanylu oraz mozliwo$¢ wystapienia kinety-
ki flip-flop, ktéra powoduje wolniejszy spadek stezern w osoczu po zakon-
czeniu podawania leku w poréwnaniu do podania dozylnego. Wykaza-
no réwniez zalezno$¢ klirensu metabolicznego od masy ciata oraz wieku.
Model populacyjny dla farmakokinetyki tygecykliny zostal opracowany
dla pacjentéw z sepsa lub wstrzasem septycznym. Nie wykryto zalezno-
$ci parametréw farmakokinetycznych od cech pacjentéw, a oszacowana
zmienno$¢ miedzyosobnicza i miedzy okazjami dla klirensu byta niewiel-
ka. Sugeruje to, ze u pacjentéw krytycznie chorych do uzyskania jedno-
rodnej ekspozycji na lek wystarczajace jest stosowanie uniwersalnej daw-
ki. Farmakokinetyka kaspofunginy zostata opisana w populacji pacjentéw
krytycznie chorych. Klirens i objetos¢ kompartmentu centralnego wyka-
zaly systematyczny wzrost w czasie, ktéry nie zostal wyjasniony przez
zmienne towarzyszace. Oszacowany wzrost wartosci klirensu dla trzech
kolejnych dawek skutkuje istotnym klinicznie zmniejszeniem ekspozy-
¢ji na lek. Opracowane modele populacyjne rozszerzaja wiedze o farma-
kokinetyce sufentanylu, tygecykliny i kaspofunginy. Symulacje oparte na
stworzonych modelach moga stanowi¢ pomoc w procesie podejmowania
decyzji o doborze dawkowania.
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Abstract

Effective pharmacotherapy requires an adequate drug dose that ma-
ximizes the effectiveness of therapy while minimizing adverse effects.
Difficulties in dose selection arise from interindividual differences in drug
pharmacokinetics and pharmacodynamics. Population modeling descri-
bes pharmacokinetic and pharmacodynamic processes in a population,
taking into account the relationships in each patient, differences between
patients, and the influence of covariates on drug pharmacokinetics and
pharmacodynamics. The aim of this study was to develop population mo-
dels for drugs used in anesthesiology and intensive care in special patient
populations. The pharmacokinetics of sufentanil was described in infants
and children after epidural and intravenous administration. The estima-
ted absorption rate constant from the epidural space suggests slow syste-
mic absorption of sufentanil and the possibility of flip-flop kinetics, which
results in a slower decline in plasma concentrations at the end of drug
administration compared with intravenous administration. The depen-
dence of metabolic clearance on body weight and age was also demon-
strated. A population model for the pharmacokinetics of tigecycline was
developed for patients with sepsis or septic shock. No relationship be-
tween pharmacokinetic parameters and patient characteristics was de-
tected, and the estimated interindividual and inter-occasion variability
for clearance was small. This suggests that a universal dose is sufficient to
achieve homogeneous drug exposure in critically ill patients. The phar-
macokinetics of caspofungin was described in critically ill patients. The
clearance and volume of central compartment showed systematic incre-
ase over time that was not explained by the covariates. The estimated in-
crease in clearance values for three consecutive doses results in a clinical-
ly relevant reduction in drug exposure. The developed population models
extend the knowledge of the pharmacokinetics of sufentanyl, tigecycline,
and caspofungin. Simulations based on these models can aid the dosing
decision-making process.

Keywords: anesthesiology, intensive care, pharmacokinetics, population
modeling

WSTEP

Optymalizacja farmakoterapii opiera si¢ na doborze
odpowiedniego leku, a nastepnie dobraniu jego daw-
ki w taki sposdb, aby uzyskac efekt terapeutyczny przy
jednoczesnej minimalizacji dzialan niepozadanych [1].
Trudnosci w prowadzeniu terapii wynikaja ze zrézni-
cowanej odpowiedzi pacjentéw na te sama dawke
leku, co spowodowane jest zmienno$cia miedzyosob-
nicza w procesach farmakokinetycznych (zalezno$¢
stezenia leku od czasu) oraz farmakodynamicz-
nych (zalezno$¢ efektu dzialania leku od jego ste-
zenia). Zrédta tej zmienno$ci stanowia: cechy
demograficzne pacjenta, czynniki genetyczne, wspol-
istniejace choroby, przyjmowane leki etc. Poznanie

zalezno$ci pomiedzy cechami pacjenta a warto$cia-
mi parametréw farmakokinetycznych i farmakodyna-
micznych jest kluczowe dla indywidualizacji dawko-
wania lekéw i tym samym zwiekszenia bezpieczenistwa
oraz efektywnosci terapii [2]. Zmiennos$¢ w procesach
farmakokinetycznych i farmakodynamicznych oraz
ich zwigzek ze zmiennym charakteryzujacymi pa-
cjenta opisywane sa w spos6b ilo§ciowy przy pomo-
cy modeli populacyjnych. Modele te opisuja zaréwno
zalezno$¢ wystepujaca u kazdego pacjenta (np. zalez-
nos$¢ stezenia leku we krwi od czasu po podaniu daw-
ki), jak i réznice w tej zaleznosci pomiedzy pacjentami.
Na podstawie wiedzy uzyskanej z opracowanego
modelu populacyjnego mozna opracowac schema-
ty dawkowania oparte o zmienne charakteryzujace
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pacjenta, a takze zaproponowac indywidualna dawke
dla konkretnego pacjenta na podstawie pojedynczych
oznaczen stezen leku, ktére mozna uzyskaé w prakty-
ce klinicznej. Jest to rozwiniecie klasycznego podej-
$cia do monitorowania stezen leku, ktére ogranicza
sie do odpowiedzi na pytanie, czy oznaczone ste-
zenie leku u pacjenta znajduje sie w zakresie stezen
terapeutycznych [3].

Pacjenci, dla ktérych dobdr odpowiedniej daw-
ki jest najbardziej istotny to jednoczes$nie pacjen-
ci, od ktérych najtrudniej uzyska¢ odpowiednie
dane. Przyktadem takich populacji s dzieci czy
krytycznie chorzy, u ktérych najbardziej prawdo-
podobne sa odchylenia w farmakokinetyce lekéow
w poréwnaniu do zdrowych dorostych ochotni-
kéw, dla ktérych wyznaczana jest farmakokinetyka
leku w badaniach klinicznych. Trudnosci w doborze
optymalnej dawki w populacji pediatrycznej sa spo-
wodowane tym, ze dzieci nie sa po prostu malymi
dorostymi — w ich organizmie zachodza aktywnie pro-
cesy wzrostu i dojrzewania, ktére wyraznie wplywa-
ja przede wszystkim na farmakokinetyke lekéw [4—6].
Najwazniejsze narzady organizmu nie tylko zwieksza-
ja swoje rozmiary, lecz takze dojrzewaja do pelnienia
swoich funkeji. Zmiany w masie ciata u dzieci czesto
nie odzwierciedlaja zmian w farmakokinetyce, dlate-
go obliczanie dawki dla dzieci na podstawie dawko-
wania dla oséb dorostych przy pomocy liniowej eks-
trapolacji na podstawie masy ciata moze zakonczy¢
sie¢ niepowodzeniem terapii. Poniewaz wigkszo$¢ le-
kéw stosowanych w pediatrii nie posiada rejestracji do
stosowania w tej populacji, a dawkowanie jest czesto
dobierane jedynie w oparciu o do§wiadczenie klinicy-
sty, badania nad farmakokinetyka i farmakodynamika
lekéw prowadzone w populacji pediatrycznej odgry-
waja zasadnicza role w celu poprawy bezpieczenstwa
terapii [7]. Pacjenci krytycznie chorzy sa heterogen-
na populacjg, u ktérej procesy chorobowe powoduja
stan zagrozenia zycia, a zmiany patofizjologiczne sa na
tyle zaawansowane, Ze moga zmienia¢ farmakokinety-
ke lekéw w poréwnaniu do zdrowych ochotnikéw czy
innych grup hospitalizowanych pacjentéw [8]. Zwiegk-
szona calkowita woda organizmu oraz objetos$¢ ply-
nu zewnatrzkomérkowego powoduja wzrost objetosci
dystrybucji dla lekéw hydrofilowych, a wiec obniZone
stezenie maksymalne i przedtuzony biologiczny okres
pottrwania [9]. U pacjentéw we wstrzasie dochodzi
do zmniejszenia przeptywu krwi przez watrobe, co
zmniejsza klirens watrobowy dla lekéw o wysokim
wspolczynniku ekstrakceji watrobowej. Szczegélnie
czeste u chorych krytycznie pacjentéw sa interakcje
lekowe wptywajace na aktywnos¢ cytochromu P450.
Proces wydalania lekéw z organizmu moze zostaé
zaburzony poprzez zaburzenia pracy nerek, kté-
re obejmuja procesy takie jak zmniejszona filtracja

klebuszkowa, zmiany w pH moczu czy zmieniona ak-
tywnos¢ transporteréw lekdw [8, 9]. Opis farmakokine-
tyki lekéw w grupie pacjentéw krytycznie chorych jest
niezbedny do ustalenia wlasciwego dawkowania pod-
czas terapii ratujacej zycie.

Anestezjologia jest specjalno$cia lekarska, ktéra zaj-
muje sie znieczuleniem, leczeniem bdlu oraz inten-
sywna terapia. Decyzje podejmowane przez aneste-
zjologa maja na celu ochrone, regulacje i utrzymanie
krytycznych funkcji zyciowych i wymagaja: rozleglej
wiedzy o funkcjonowaniu organizmu, zmianach za-
chodzacych w stanach zagrozenia zycia, mozliwych
formach terapii, charakterystyce lekéw, obszernych
informacji na temat charakterystyki i stanu pacjenta.
Wiekszo$¢ lekéw stosowanych w anestezji podawa-
nych jest w celu osiggniecia natychmiastowego efek-
tu, a czas dzialania musi by¢ znany z dokladnoscia
do kilku minut, tak aby zapewni¢ bezpieczny prze-
bieg zabiegu operacyjnego [10]. Anestezjolog dobie-
ra rodzaj leku, dawke i spos6b podania na podstawie
charakterystyki pacjenta, a nastepnie dopasowuje
dawkowanie na podstawie réznicy pomiedzy obser-
wowanym a oczekiwanym efektem oraz w kontek-
$cie przeprowadzanej operacji i charakterystyki pa-
cjenta. Modele populacyjne sa waznym elementem
wspomagajacym proces podejmowania decyzji jako
zrédio wiedzy o farmakokinetyce i farmakodynami-
ce lekéw stosowanych w anestezjologii. Grupa lekéw
stosowanych w intensywnej terapii, dla ktérej mode-
le populacyjne sa szczegélnie cennym Zrédlem in-
formacji, sa leki przeciwdrobnoustrojowe. Pacjenci
krytycznie chorzy sa populacja szczegélnie narazo-
na na infekcje ze wzgledu na ciezkie stany chorobo-
we, ktére predysponuja do wystapienia infekcji. Cze-
sta przyczyna hospitalizacji na oddziale intensywnej
terapii jest sama infekcja, powiklana ogélnoustrojo-
wym procesem zapalnym (sepsa). Efekty terapii prze-
ciwdrobnoustrojowej dla ciezkich infekcji u krytycz-
nie chorych sa obecnie niezadowalajgce, dodatkowo
narasta problem lekoopornosci drobnoustrojéw,
ktéra spowodowana jest miedzy innymi niekontro-
lowanym stosowaniem lekéw przeciwdrobnoustro-
jowych oraz nieprawidtowym ich dawkowaniem
[11]. Jednym z elementéw poprawy wynikéw lecze-
nia infekcji u pacjentéw krytycznie chorych oraz wal-
ki z rosnaca lekooporno$cia mikroorganizmoéw jest
optymalizacja dawkowania z wykorzystaniem mo-
deli populacyjnych. Dopasowujac dawke na podsta-
wie informacji z modelu, mozna osiggna¢ pozadana
ekspozycje na lek u danego pacjenta [12]. Wyzwa-
niem dla optymalizacji dawkowania lekéw prze-
ciwdrobnoustrojowych jest ich farmakodynamika,
ktéra nie opisuje wptywu leku na organizm czlo-
wieka, ale wplyw leku na mikroorganizm, ktéry po-
woduje zakazenie [13]. Dlatego do opracowania
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schematu dawkowania niezbedne sa nie tylko dane
z populacyjnych modeli farmakokinetycznych, lecz
takze identyfikacja patogenéw bedacych przyczyna
zakazenia oraz charakterystyka ich lekowrazliwosci.
W zaleznosci od lekowrazliwosci, docelowa ekspozy-
cjanalek — zapewniajgca skutecznos¢ terapii przeciw-
ko konkretnemu patogenowi — jest inna [12]. Wrazli-
wo$¢ patogenu wyrazana jest najczesciej przy pomocy
warto$ci minimalnego stezenia hamujacego (minimal
inhibitory concentration, MIC), ktére definiowane
jest jako najnizsze stezenie leku hamujace widoczny
wzrost mikroorganizméw [13]. Zaleznosci farmako-
kinetyczno-farmakodynamiczne (pharmacokinetic/
pharmacodynamic, PK/PD) sg opisywane przy pomo-
cy wskaznikéw PK/PD, ktére tacza warto$¢ opisujaca
ekspozycje na lek z warto$ciag MIC. Na podstawie far-
makokinetycznego modelu populacyjnego mozna wy-
generowac warto$ci wskaznikéw PK/PD po podaniu
okre$lonej dawki i dla zdefiniowanego zakresu war-
tosci MIC. Odsetek wysymulowanych pacjentéw, dla
ktérych warto$ci wskaznika PK/PD sa powyzej pew-
nej zdefiniowanej wartosci (celu PK/PD), zwany jest
prawdopodobieristwem osiagniecia celu (probability
of target attainment, PTA) dla kazdej wartosci MIC
i moze by¢ wykorzystany jako pomoc w podejmowa-
niu decyzji klinicznych.

Celem badan bylo opracowanie modeli populacyj-
nych dla wybranych lekéw stosowanych w anestezjo-
logii i intensywnej terapii w specjalnych populacjach
pacjentéw, dla ktérych dane z badan klinicznych sa
ograniczone. Modele te miaty opisa¢ farmakokinety-
ke lekéw, jej zmienno$¢ w badanych populacjach oraz
wyjasnienie cze$ci zmiennosci przy pomocy zmien-
nych charakteryzujacych pacjenta.

FARMAKOKINETYKA SUFENTANYLU
PODAWANEGO ZEWNATRZOPONOWO
I DOZYLNIE U DZIECI | NIEMOWLAT

Sufentanyl jest opioidowym lekiem przeciwb6lowym
o krétkim dziataniu, coraz szerzej stosowanym w pe-
diatrii [14]. Dobér odpowiedniego dawkowania sufen-
tanylu jest istotny ze wzgledu na niebezpieczenistwo
wystapienia dzialan niepozadanych, w tym depre-
sji oddechowej, na ktéra najbardziej narazone sa naj-
mlodsze dzieci [15]. Efekt dziatania sufentanylu oraz
prawdopodobienstwo wystapienia dziatai niepoza-
danych sa skorelowane z jego wchlanianiem systemo-
wym, stad wiedza o procesie wchlaniania jest istotnym
elementem w procesie doboru dawki przy podaniu
pozanaczyniowym [16—18].

W badaniu retrospektywnym do analizy wykorzystano
2 wczesniej opublikowane zestawy danych: obserwacje

stezen sufentanylu w osoczu u 20 niemowlat w wie-
ku od 3 do 36 miesiecy, ktérym podawano sufen-
tanyl w postaci wlewu zewnatrzoponowego z 0,2%
roztworem ropiwakainy oraz obserwacje stezen su-
fentanylu w osoczu u 41 dzieci w wieku od 0 do 17
lat, ktére otrzymywaly sufentanyl w postaci dlugo-
trwalego wlewu dozylnego [19, 20]. Poniewaz w ba-
daniach prowadzonych w populacji niemowlat ist-
nieja znaczne ograniczenia co do liczby i objetosci
pobieranych prébek krwi, dane uzyskane z tej popu-
lacji sprawiaja trudnosci w oszacowaniu wszystkich
parametréw modelu populacyjnego. Polaczenie ubo-
gich, lecz drogocennych danych z populacji niemow-
lat z obszerniejszymi danymi, pochodzacymi z diu-
gotrwalych wlewéw dozylnych u dzieci w zakresie
wieku obejmujacym cala populacje pediatryczna,
pozwolito na zbudowanie informatywnego modelu
populacyjnego.

Farmakokinetyka sufentanylu zostala opisana przy
pomocy modelu dwukompartmentowego z absorpcja
1. rzedu z przestrzeni zewnatrzoponowej, a zmien-
no$¢ miedzyosobnicza zostata oszacowana dla: kli-
rensu eliminacji, klirensu miedzykompartmentowe-
go, objetosci kompartmentu peryferyjnego oraz statej
szybkosci absorpcji. W modelu uwzgledniono wplyw
rozmiaru ciala na parametry klirensu i objeto$ci z wy-
korzystaniem modelu allometrycznego o wyktadni-
kach teoretycznych, co wyjasnito duza cze$¢ zmien-
no$ci miedzyosobniczej (45% zmienno$ci w klirensie
metabolicznym, 32% zmiennosci w klirensie miedzy-
kompartmentowym i 37% zmienno$ci w objetos$ci
kompartmentu peryferyjnego).

Poniewaz polaczone dane opisywaly pacjentéow
w wieku od 3 miesiecy do 18 lat, udato si¢ wyznaczy¢
zalezno$¢ klirensu metabolicznego od wieku w po-
staci funkcji Hilla, co nie powiodlo si¢ przy analizie
kazdego z badan osobno. Wyznaczenie zaleznos$ci
klirensu od wieku jest istotne w kontekscie doboru
odpowiedniej dawki sufentanylu dla najmtodszych
pacjentow, gdyz $wiadczy o tym, ze dawkowanie po-
winno by¢ oparte nie tylko o mase ciata, ale réwniez
o wiek. Dodatkowo zidentyfikowana zostata grupa
pacjentéw o znacznie wyzszym klirensie niz w pozo-
stalej populacji, co moze sugerowac znaczny wplyw
dodatkowych czynnikéw, takich jak polimorfizm ge-
netyczny (aktywno$¢é CYP3A4 i CYP3AS5) czy rzut
serca na eliminacje leku.

Dzieki potaczeniu dwéch zestawéw danych uda-
fo sie oszacowac stala szybko$¢ absorpcji sufentany-
lu z przestrzeni zewnatrzoponowej. Uzyskane wy-
niki sugeruja powolne wchlanianie sufentanylu,
a takze mozliwo$¢ wystapienia kinetyki flip-flop (pro-
ces wchlaniania wolniejszy od procesu eliminacji).
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Tego procesu nie udatoby sie wykry¢ przy analizie da-
nych tylko z podania zewnatrzoponowego, gdyz nie
byloby mozliwosci odniesienia do podania dozylnego.
Zjawisko kinetyki flip-flop zachodzilo u wszystkich
pacjentéw po podaniu zewnatrzoponowym w fa-
zie a (gléwnie proces dystrybucji), natomiast w fazie
B (gtéwnie proces eliminacji) zjawisko to zachodzilo
u niektoérych pacjentéw, gdyz state szybkosci absorpcji
i eliminacji byty do siebie zblizone.

Powolna absorpcja systemowa sufentanylu powoduje
brak naglego wzrostu stezenia w osoczu po podaniu
zewnatrzoponowym, zmniejszajac ryzyko efektow
ubocznych, zwigzanych ze stezeniami szczytowy-
mi. Obecnos¢ kinetyki flip-flop zmienia interpreta-
cje spadku stezenia po zakonczeniu podawania leku
do przestrzeni zewnatrzoponowej, poniewaz faza o
szybkiego spadku stezenia jest nieobecna, gdyz jest
maskowana przez powolna absorpcje. W zwiazku
z tym spadek stezen jest wolniejszy, niz wynikatoby
to z modelu dwukompartmentowego. Poziomy ste-
zen sufentanylu po zakonczeniu podawania leku sg
istotne ze wzgledu na to, ze determinuja one mo-
ment, w ktérym mozna bezpiecznie odlaczy¢ wen-
tylacje mechaniczng, aby pacjent rozpoczal sponta-
niczny oddech. Bez uwzglednienia kinetyki flip-flop
mozna oczekiwad, Ze stezenia te spadna szybciej i na
tej podstawie wentylacja mechaniczna zostanie odla-
czona zbyt wczesnie, co moze stanowi¢ zagrozenie
dla zdrowia i zycia pacjenta [21].

FARMAKOKINETYKA TYGECYKLINY
U PACJENTOW Z SEPSA LUB WSTRZASEM
SEPTYCZNYM

Tygecyklina jest antybiotykiem glicylocyklinowym,
o budowie chemicznej zblizonej do tetracykliny i dzia-
taniu bakteriostatycznym [22]. Stosowana jest czesto
poza wskazaniami rejestracyjnymi jako antybiotyk
ostatniej szansy u pacjentéw z zakazeniami wieloleko-
opornymi. W ostatnim czasie pojawily sie doniesienia
kwestionujace bezpieczenistwo stosowania tygecykli-
ny (zwiekszona $miertelnosc), co spowodowato wy-
daniem przez Agencje Zywnosci i Lekéw (Food and
Drug Administration, FDA) ostrzezenia i zalecen co
do ograniczenia stosowania tygecykliny tylko do sy-
tuacji, gdy nie ma mozliwo$ci zastosowania innej te-
rapii [23]. Jednak inne badania sugeruja, ze dawka ty-
gecykliny zaproponowana przez producenta moze by¢
zbyt niska w populacji krytycznie chorych, co moze
by¢ przyczyna niepowodzenia terapii i wyzszej $mier-
telnosci pacjentéw [24].

W przeprowadzonym obserwacyjnym badaniu kli-
nicznym zastosowano zwiekszona dawke tygecykliny

w terapii zakazen u pacjentéw krytycznie chorych
z sepsa lub wstrzasem septycznym. Model farma-
kokinetyczny dla tygecykliny zostal opracowany dla
stosunkowo duzej populacji pacjentéw krytycznie
chorych (37) z duza liczba pomiaréw stezen (942),
co jest dos¢ rzadkie w badaniach na oddziatach in-
tensywnej terapii. Dodatkowo pacjenci badani byli
przez 3 kolejne dni, dzieki czemu — oprécz zmien-
noéci parametréw pomiedzy pacjentami — udalo sie
wyznaczy¢ zmienno$¢ parametréw w obrebie jedne-
go pacjenta podczas kolejnych podan leku. Farma-
kokinetyka tygecykliny zostala opisana modelem
dwukompartmentowym ze zmienno$cia miedzy-
osobniczg oszacowana dla klirensu, objetosci kom-
partmentu centralnego i peryferyjnego oraz zmien-
noscia miedzy okazjami oszacowana dla klirensu
i objetosci kompartmentu peryferyjnego.

Klirens tygecykliny zostal oszacowany z duza pre-
cyzja i byl zgodny z warto$ciami opublikowanymi
w literaturze oraz podanymi przez producenta leku.
Oznacza to, ze u pacjentéw krytycznie chorych,
mimo zmian patofizjologicznych, warto$¢ klirensu
nie ulega znaczacej zmianie. Oszacowana zmiennos¢
miedzyosobnicza klirensu byla niewielka (17,3%),
podobnie jak zmienno$¢ klirensu w obrebie pacjenta
pomiedzy okazjami (14,4%). Klirens jest najistotniej-
szym parametrem dla dawkowania tygecykliny, po-
niewaz jej skutecznosc jest skorelowana z wartoscia
wskaznika AUC/MIC (stosunek pola pod krzywa za-
lezno$ci stezenie-czas w ciagu 24 godzin do MIC);
(area under the curve, AUC). Podczas poszukiwa-
nia kowariant nie zostata wykryta zalezno$¢ indy-
widualnych parametréw od cech pacjentéw, takich
jak: wiek, masa ciala, stezenie albumin oraz prokal-
cytoniny, rzut serca, objeto$¢ dializy, etc. Zalezno$¢
taka, nawet jeéli zostalaby zidentyfikowana, miataby
niewielkie znaczenie kliniczne, poniewaz istotno$¢
kliniczng przyjmuje si¢ wtedy, gdy zmienno$¢ mie-
dzyosobnicza zmniejsza si¢ o okoto 20% po uwzgled-
nieniu zalezno$ci ze zmienna towarzyszaca. Przy
uzyskanych niskich warto$ciach zmienno$ci miedzy-
osobniczej nie udaloby sie tego osiagnac.

Otrzymane wyniki sugeruja, ze dawkowanie tygecy-
kliny u pacjentéw krytycznie chorych powinno by¢
jednorodne ze wzgledu na farmakokinetyke, a dobér
dawki powinien opierac sie na analizie wrazliwosci pa-
togenu powodujacego zakazenie. Jesli dawke dobierze
sie na podstawie wartosci MIC dla zasiedlajacego pa-
togenu, pacjenci beda mieli wystarczajaco jednorod-
ng ekspozycje na lek bez uwzgledniania cech osobni-
czych pacjenta. Opracowany model ma duza zdolno$¢
predykcyjna i moze by¢ uzyty do dalszych badan sy-
mulacyjnych, oceniajacych prawdopodobienstwo
osiagniecia celu dla tej grupy pacjentéw [25].
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FARMAKOKINETYKA KASPOFUNGINY
U KRYTYCZNIE CHORYCH PACJENTOW

Systemowe infekcje grzybicze sa czestym proble-
mem u pacjentéw na oddzialach intensywnej terapii
i dotycza zaréwno pacjentéw o normalnej, jak i obni-
zonej odpornosci immunologicznej [26]. Ciezki stan
pacjenta, wiele procedur medycznych oraz szerokie
zastosowanie antybiotykoterapii predysponuja do
rozwiniecia infekcji grzybiczej. Kaspofungina jest le-
kiem przeciwgrzybiczym z grupy echinokandyn, cze-
sto stosowanym w intensywnej terapii ze wzgledu na
bezpieczenstwo terapii [27]. W zwiazku z narastajaca
opornosciag na leki z grupy echinokandyn, niezbedne
sa badania nad ich farmakokinetyka i farmakodynami-
ka w celu odpowiedniego doboru schematéw dawko-
wania. Dane dotyczace farmakokinetyki kaspofunginy
u os6b krytycznie chorych sa ograniczone, szczegol-
nie dla populacji wymagajacej pozaustrojowych tera-
pii wspomagajacych funkcje zyciowe.

Na podstawie danych od 30 krytycznie chorych pa-
cjentéw opracowano model populacyjny, w ktérym
farmakokinetyka kaspofunginy zostala opisana mo-
delem dwukompartmentowym. Zmienno$¢ miedzy-
osobnicza zostala oszacowana dla klirensu, objetosci
kompartmentu centralnego i peryferyjnego. Uwzgled-
niona zostala tez kowariancja miedzy klirensem a obje-
toscia kompartmentu centralnego. Stezenia kaspofun-
giny monitorowane byly dla trzech kolejnych dawek
leku, jednak uwzglednienie zmienno$ci parametréw
miedzy okazjami nie polepszyto istotnie dopasowa-
nia modelu. Model ze zmienno$cia miedzy okazjami
zostal wykorzystany jednak do diagnostyki modelu.
Zadna ze zmiennych towarzyszacych, obejmujacych
zmienne demograficzne, opisujace stan kliniczny oraz
prowadzenie terapii pozaustrojowej, nie zostata ziden-
tyfikowana jako predyktor indywidualnych warto$ci
parametréw farmakokinetycznych. Klirens i objeto$¢
kompartmentu centralnego wykazaly jednak syste-
matyczna zmiane w czasie, ktéra nie zostata wyjasnio-
na przez inne zmienne towarzyszace. Nie wyjasnita
jej tez préba zastosowania modelu uwzgledniajacego
nieliniowo$¢.

W ostatecznym modelu do opisu zmiany parametrow
w czasie wykorzystane zostaly trzy osobne wartos$ci

PISMIENNICTWO

klirensu i objetosci kompartmentu centralnego dla
kazdego podania dawki kaspofunginy. Wartosci
obu parametréw wzrastaly dla kazdej kolejnej oka-
zji. Poniewaz skuteczno$¢ kaspofunginy opisywa-
na jest przez warto$ci wskaznika AUC/MIC, zmie-
niajace sie w czasie wartosci klirensu moga miec
wplyw na skuteczno$¢ terapii. Obliczajac ekspozycje
na lek na podstawie trzech oszacowanych wartosci
klirensu, wzrost klirensu skutkuje spadkiem warto-
$ci AUC o 24% pomiedzy pierwsza a druga dawka
i 0 44% pomiedzy pierwsza a trzecia dawka. Dodat-
kowo, poréwnujac warto$ci AUC/MIC, otrzyma-
ne na podstawie trzech oszacowanych wartosci kli-
rensu i standardowej dawki podtrzymujacej 50 mg,
w zadnym przypadku nie zostaje osiagnieta litera-
turowa wartos$¢ wskaznika AUC/MIC skorelowana
z sukcesem terapeutycznym.

Otrzymane wyniki sugeruja konieczno$¢ przepro-
wadzenia dalszych badan w kierunku niestacjonar-
nosci farmakokinetyki kaspofunginy, gdyz oszaco-
wany wzrost warto$ci klirensu dla trzech kolejnych
dawek skutkuje istotnym klinicznie zmniejszeniem
ekspozycji na lek. Zmiany w warto$ciach parame-
trow moga by¢ spowodowane procesem, ktéry nie
byl monitorowany w tym badaniu i ktéry moze by¢
réwniez powodem istotnej statystycznie kowariancji
miedzy klirensem a objetoscia kompartmentu cen-
tralnego [28].

WNIOSKI

Opracowane modele populacyjne rozszerzaja wie-
dze o farmakokinetyce sufentanylu, tygecykliny
i kaspofunginy w specjalnych populacjach pacjen-
téw. Opisane zaleznosci, takie jak wplyw masy cia-
ta i wieku na farmakokinetyke sufentanylu u dzie-
ci oraz wykryte zjawiska, takie jak kinetyka flip-flop
sufentanylu po podaniu zewnatrzoponowym czy
niestacjonarno$¢ farmakokinetyki kaspofunginy, sa
cennym Zrédlem informacji o profilu stezenie-czas
oraz bezpieczenstwie i efektywno$ci terapii z wyko-
rzystaniem badanych lekéw. Symulacje oparte na
stworzonych modelach moga by¢ pomocne w pro-
cesie podejmowania decyzji o doborze dawkowania
w praktyce kliniczne;j.
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Streszczenie

W dobie populacyjnych programéw przesiewowych w kierunku raka
jelita grubego wazna jest ocena ich jakosci i skutecznosci. Jednym
z podstawowych kryteriéw jako$ci programu przesiewowego jest ry-
zyko wystapienia raka jelita grubego w okresie miedzy kolonoskopia
przesiewowa a badaniem kontrolnym.

Ponizsza publikacja ma na celu przedstawienie wynikéw pracy dok-
torskiej dr n. med. Pauliny Wieszczy, stypendystki Naukowej Fundacji
Polpharmy. Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie i omdéwienie zalez-
nosci miedzy ryzykiem raka jelita grubego po kolonoskopii przesiewo-
wej a definicja grup ryzyka oraz jako$cia badania.

Analize ryzyka wystapienia raka jelita grubego po usunieciu gruczo-
lakéw w kolonoskopii przesiewowej wykonano z wykorzystaniem baz
danych Programu Badan Przesiewowych Raka Jelita Grubego oraz
Krajowego Rejestru Nowotworéw. jakos¢ kolonoskopii przesiewowej
zostata oméwiona w oparciu o dowody literaturowe dotyczace wspét-
czynnika wykrywalno$ci gruczolakéw (adenoma detection rate, ADR).
Lacznie do analiz ryzyka raka jelita grubego wlaczono 236,089 pacjen-
toéw, gdzie u 17,7% wykryto co najmniej jednego gruczolaka w bada-
niu przesiewowym. W czasie obserwacji (mediana 7 lat, maksimum
14 lat) u 439 pacjentéow zdiagnozowano raka jelita grubego. Wyka-
zano, ze definiujac grupe wysokiego ryzyka jako pacjentéw z gruczo-
lakami o $§rednicy =20 mm lub dysplazja duzego stopnia, a nie jako
pacjentéw z >3 gruczolakami lub gruczolakiem o $rednicy >10 mm,
z dysplazja duzego stopnia lub komponentem kosmkowym (obecna
definicja), mozna zredukowac liczbe pacjentéw wymagajacych inten-
sywnego nadzoru o 74% bez wplywu na ryzyko w grupie niskiego ry-
zyka. W wyniku przegladu literatury znaleziono trzy badania, kté-
re jednoznacznie wykazaly, ze wraz ze wzrostem ADR endoskopisty
w sposoéb istotny statystycznie spada ryzyko raka jelita grubego.
Podsumowujac, w przypadku ograniczenia grupy wysokiego ryzyka
do pacjentéw z gruczolakami o $rednicy =20 mm lub dysplazja duze-
go stopnia, mozliwa jest bardziej optymalna opieka nad pacjentami
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o istotnie zwiekszonym ryzyku raka jelita grubego. Istnieja dowody
naukowe na istotng role ADR endoskopisty jako kluczowego parame-
tru jakosci kolonoskopii.

Stowa kluczowe: badania przesiewowe, endoskopia, jakos¢, kolono-
skopia, rak jelita grubego

Abstract

In the era of populational screening programs for colorectal cancer, evalu-
ation of their quality and efficacy becomes an important issue. One of the
main criteria taken into account when assessing the quality of a screening
program is related to the risk of colorectal cancer diagnosis in the period
between the screening colonoscopy and the control examination.

The objective of this article was to present the results of the doctoral rese-
arch carried out by dr. Paulina Wieszcza, a beneficient of the Polpharma
Scientific Foundation scholarship. The objective of the doctoral disserta-
tion was to investigate and discuss the relationship between the definition
of risk groups as well as the quality of the screening colonoscopy and the
risk of colorectal cancer after the screening colonoscopy.

The risk of colorectal cancer after adenoma removal at the screening co-
lonoscopy was assessed using data obtained from the Colorectal Cancer
Screening Program and the National Cancer Registry. The quality of the
screening colonoscopy was assessed on the basis of literature literature se-
arch regarding the adenoma detection rates (ADR).

A total 0f 236.089 patients were included in colorectal cancer risk analyses,
17.7% of patients had at least one adenoma detected at screening colono-
scopy. Over the follow-up period (median of 7 years, maximum 14 years),
colorectal cancer was diagnosed in 439 patients. It was demonstrated that
when the high-risk group was defined as patients with adenomas > 20 mm
in diameter or high grade dysplasia rather than patients with > 3 adeno-
mas or adenomas >10 mm in diameter, with high grade dysplasia or villous
component (current definition), the number of patients requiring intensive
surveillance can be reduced by 74% without any impact on the colorectal
cancer risk in the low-risk group. The literature search revealed a total of
three studies which clearly showed that the risk of colorectal cancer signi-
ficantly decreased with the increase in the endoscopist’s ADR.

To conclude, restricting the high-risk group to patients with adenomas
> 20 mm in diameter or high-grade dysplasia allows to optimize care for
patients at increased risk of colorectal cancer. Scientific evidence is availa-
ble for the important role of endoscopist’s ADR as a key quality parameter
for colonoscopy.

Keywords: endoscopy, colorectal cancer, colonoscopy, quality, screening

WPROWADZENIE

Rak jelita grubego jest obecnie drugim u kobiet i trze-
cim u mezczyzn najczestszym nowotworem w Polsce
i na $wiecie [1]. W 2017 roku stanowil on odpowied-
nio 9,9% i 12,3% wszystkich zachorowan na nowotwo-
ry u kobiet i u mezczyzn. W liczbach bezwzglednych
oznacza to ponad 18 tys. zachorowan i ponad 12 tys.
zgonodw tylko w 2017 roku.

Rak jelita grubego rozwija sie ze zmian tagodnych (tzw.
polipéw) w procesie trwajacym okolo 7-10 lat. Dzie-
ki tak dlugiemu okresowi rozwoju oraz wystepowa-
niu zmian przednowotworowych, mozliwe jest prowa-
dzenie skutecznych badan przesiewowych w kierunku
raka jelita grubego. Badania te z jednej strony maja na
celu prewencje zachorowania na raka jelita grubego po-
przez usuwanie zmian przednowotworowych, a z dru-
giej strony wykrywanie choroby we wczesnym stadium.

24
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Jednym z parametréw moéwiacych o jako$ci progra-
moéw przesiewowych jest ryzyko wystgpienia raka
interwatowego [2, 3]. Rak interwalowy to rak, ktéry
jest diagnozowany w czasie miedzy badaniem prze-
siewowym a badaniem kontrolnym. Wér6d wielu
czynnikéw, ktére moga modulowacd ryzyko wystapie-
nia raka jelita grubego, wymienia sie z jednej strony
jako$¢ kolonoskopii przesiewowej, za$ drugiej strony
intensywno$¢ badan kontrolnych [4]. Jednym z naj-
bardziej rozpoznawalnych parametréw jakosci kolo-
noskopii przesiewowej jest wspdtczynnik wykrywal-
nosci gruczolakéw (adenoma detection rate, ADR).
Uwaza sig, ze parametr ten jest miara doktadnosci,
z jaka endoskopista oglada jelito.

Na podstawie zmian wykrytych przez endoskopiste
w trakcie badania, pacjenci klasyfikowani sa do gru-
py niskiego i wysokiego ryzyka. Nastepnie, na pod-
stawie przypisania do grupy ryzyka, wydawane sa
zalecenia dotyczgce nadzoru, a wiec czasu, po jakim
pacjent powinien powtdrzy¢ badanie. Obecnie zale-
ca sie, aby pacjenci, u ktérych w czasie kolonosko-
pii przesiewowej wykryto i usunieto 1-2 gruczolaki
cewkowe <10 mm $rednicy (grupa niskiego ryzyka),
wykonali badanie kontrolne po 5-10 latach, a pa-
cjenci, u ktérych wykryto i usunieto >3 gruczolaki
lub >1 gruczolak kosmkowy lub z dysplazja duzego
stopnia lub 210 mm $rednicy (grupa wysokiego ryzy-
ka), wykonali badanie kontrolne po 3 latach [5].

Ponizsza publikacja ma na celu przedstawienie wyni-
kéw pracy doktorskiej dr n. med. Pauliny Wieszczy,
stypendystki Naukowej Fundacji Polpharmy. Praca
doktorska zostala zrealizowana w Katedrze i Klinice
Gastroenterologii, Hepatologii i Onkologii Klinicz-
nej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomo-
wego w Warszawie.

MATERIAL | METODY

W pierwszej czesci pracy badano zalezno$¢ mie-
dzy cechami gruczolakéw wykrytych i usunietych
w ramach kolonoskopii przesiewowej a ryzykiem
raka jelita grubego w przyszlosci. Do tego celu wy-
korzystano baze Programu Badan Przesiewowych,
w szczegdlnosci do analiz wlaczono wszystkie kolo-
noskopie przesiewowe wykonane w Polsce w latach
2000-2011. Dane te potaczono z baza Krajowego Re-
jestru Nowotworéw w celu indentyfikacji wszystkich
rozpoznan raka jelita grubego (IDC10: C18-C20)
i zgonéw w okresie od badania przesiewowego do
31 grudnia 2014 roku. Wéréd analizowanych czynni-
kéw ryzyka raka jelita grubego byly: srednica, typ hi-
stologiczny, stopien dysplazji oraz liczba wykrytych
i usunietych gruczolakéw oraz wiek pacjenta w dniu

kolonoskopii przesiewowej, pte¢ oraz historia raka
jelita grubego wsrdd krewnych pierwszego stopnia.
Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem mode-
li proporcjonalnych hazardéw Coxa oraz standary-
zowanych wspdtczynnikéw zachorowalnosci (SIR).
Raportowano réwniez ilorazy hazardéw (HR) oraz
odpowiadajace im 95% przedzialy ufnosci (PU). Za-
lezno$¢ miedzy ryzykiem raka jelita grubego a cza-
sem obserwacji przedstawiono za pomoca wykreséw
skumulowanego hazardu Neslona-Aalena.

W drugiej czesci pracy dokonano przegladu litera-
tury na temat zaleznosci miedzy ADR endoskopisty
aryzykiem raka jelita grubego. Wszystkie znalezione
badania zostaly omoéwione, a ich wyniki zostaly po-
réwnane miedzy sobag.

WYNIKI

Zaleznos$¢é miedzy cechami gruczolakéw
a ryzykiem raka jelita grubego

Do analiz ryzyka wystapienia raka jelita grubego po
kolonoskopii przesiewowej wlaczono 236 089 pa-
cjentéw, gdzie u41 778 (17,7%) wykryto co najmniej
jednego gruczolaka. Zgodnie z obecnie obowiazuja-
ca definicja grup ryzyka, 26 536 (63,5%) pacjentéw
z gruczolakami zostalo zakwalifikowanych do gru-
py niskiego ryzyka, za$ 15 242 (36,5%) do grupy wy-
sokiego ryzyka. W czasie obserwacji (mediana 7 lat,
maksimum 14 lat) wykryto 439 rakéw jelita grubego
(0,19%, 26,3/100 000 pacjento-lat obserwacji).

Przeprowadzone analizy wykazaly, Ze jedynie dwa
czynniki w sposéb istotny statystycznie wplywatly
na zwiekszenie ryzyka jelita grubego, tj. $Srednica
>20 mm (HR 9,25, 95% PU 6,39-13,39, wzgledem
pacjentéw bez gruczolakéw w kolonoskopii przesie-
wowej) i dysplazja duzego stopnia (HR 3,58, 95% PU
1,96-6,54). Co wiecej, tylko te dwie grupy pacjen-
tow cechowato ryzyko raka jelita grubego wieksze
lub poréwnywane z ryzykiem populacyjnym (odpo-
wiednio SIR 2,07, 95% PU 1,40-2,93 oraz SIR 0,79,
95% PU 0,39-1,41).

Dla poréwnania, w grupie pacjentéw niskiego ryzy-
ka, wg obecnie obowiazujacej definicji, ryzyko wy-
stapienia raka jelita grubego po kolonoskopii bylo
65% nizsze niz ryzyko populacyjne (SIR 0,35, 95% PU
0,51-0,82), a w grupie pacjentéw wysokiego ryzyka
35% nizsze (SIR 0,65, 95% PU 0,51-0,82) niz ryzyko
populacyjne. W grupie pacjentéw bez gruczolakéw
w kolonoskopii przesiewowej ryzyko raka jelita gru-
bego byto ponad 70% nizsze niz ryzyko populacyjne
(SIR 0,27, 95% PU 0,24—0,30).
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Liczba pacjentéw 0 2 4 Lata 6 8 10
=20 mm 2,009 2,059 1,766 1,400 680 282
<20 mm, HGD 1,881 1,853 1,579 1,224 742 252
<20 mm, bez HGD 37,798 37,460 31,064 22,900 10,823 4,472

Bez gruczolakéw 194,311 192,993 166,638 103,221 72,409 32,344
Ryc. 1. Skumulowany hazard wystapienia raka jelita grubego.

Panel A. Obecnie obowigzujgca definicja grup ryzyka, tj. grupa
wysokiego ryzyka: =3 gruczolaki lub 1 gruczolak kosmkowy lub
z dysplazjg duzego stopnia lub =10 mm Srednicy, grupa niskiego
ryzyka: 1-2 gruczolaki cewkowe <10 mm Srednicy.

Panel B. Proponowany nowy podziat na grupy ryzyka.

HGD - dysplazja duzego stopnia

Definiujac grupe wysokiego ryzyka jako pacjentow
z gruczolakami o $rednicy >20 mm lub dysplazja
duzego stopnia, a nie jako pacjentéw z >3 gruczola-
kami lub gruczolakiem o $rednicy 210 mm z dyspla-
zja duzego stopnia lub komponentem kosmkowym
(obecna definicja), mozna zredukowac liczbe pacjen-
téw wymagajacych intensywnego nadzoru o 74%, tj.
z 15,242 (36,5% pacjentéw z gruczolakami) do 3,980
(9,5% pacjentéw z gruczolakami), nie zwiekszajac ry-
zyka raka po kolonoskopii u pacjentéw z grupy ni-
skiego ryzyka. Skumulowany hazard wystapienia raka
jelita grubego w obecnie obowiazujacych i nowych
grupach ryzyka mozna znalezé naryc. 1A i 1B.

Szczegbélowe wyniki mozna znalezé w pracy [6]:
Wieszczy P. i wsp.: Colorectal Cancer Incidence and
Mortality After Removal of Adenomas During Scre-
ening Colonoscopies. Gastroenterology 2019; 158(4):
875-883.e5.

Zaleznos¢é miedzy ADR endoskopisty a ryzykiem
raka jelita grubego

W literaturze istnieja dwa badania pokazujace zalez-
no$¢ miedzy ADR endoskopisty a ryzykiem raka je-
lita grubego po kolonoskopii [2, 7] oraz jedno poka-
zujace analogiczna zaleznos¢ w sigmoidoskopii [8].
Dwa z wymienionych badan dotycza jedynie badan
przesiewowych [2, 8], a jedno dotyczy zaréwno ba-
dan przesiewowych, badan kontrolnych, jak i badan
diagnostycznych [7].

W wymienionych badaniach wykazano istotny spa-
dek ryzyka raka jelita grubego wéréd pacjentéw zba-
danych przez endoskopistow z ADR>20% w przy-
padku kolonoskopii przesiewowej oraz dystalnym
ADR>7% w przypadku sigmoidoskopii przesiewo-
wej. Dodatkowo zaobserwowano réwniez istotny
spadek ryzyka zgonu z powodu raka jelita grubego
dla ADR>28%.

Szczegoétowe wyniki przegladu literatury mozna zna-
lez¢ w pracy [9]: Wieszczy P. i wsp.: Adenoma detec-
tion rate and risk of colorectal cancer. Best Pract Res
Clin Gastroenterol, 2017; 31(4): 441-446.

WNIOSKI

Najwieksze ryzyko raka jelita grubego wystapi-
o u pacjentéw z gruczolakami o $rednicy >20 mm
lub z dysplazja duzego stopnia. Ograniczajac sie tyl-
ko do tych cech, liczba pacjentéw w grupie wysokie-
go ryzyka zmniejsza sie o 74% bez wplywu na grupe
niskiego ryzyka. Redefiniujac grupy ryzyka, mozli-
we jest bardziej optymalne wykorzystanie srodkéw
przeznaczonych na badania kontrolne.

Istnieja trzy niezalezne badania pokazujace, ze wraz
ze wzrostem ADR endoskopisty spada ryzyko zacho-
rowania i zgonu z powodu raka jelita grubego.
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Streszczenie

Chorych na raka jelita grubego poddaje sie rozleglym zabiegom resekcyj-
nym, co wigze si¢ z urazem dla organizmu, ktéry jest proporcjonalny do
rodzaju i wielkosci przeprowadzanej interwencji. Dodatkowo u chorych
onkologicznych w przebiegu choroby zasadniczej dochodzi do znaczne-
go zmniejszenia rezerw organizmu. Wyznacznikiem urazu jest wzrost in-
sulinoopornosci, ktéra wptywa na opdznienie rekonwalescencji i ryzyko
powiktan pooperacyjnych. Stad od kilku lat wprowadza si¢ postepowanie
zmierzajace do zmniejszenia urazu zwigzanego z przeprowadzanym zabie-
giem — sluzy temu zastosowanie nowoczesnego kilkunastoelementowego
protokolu opieki okolooperacyjnej. Celem przeprowadzonych badan byto
okreslenie wplywu stopnia realizacji protokolu ERAS na krétkotermino-
we wyniki leczenia pacjentéw operowanych z powodu raka jelita grubego,
ocena mozliwoéci utrzymania wysokiej realizacji przez kolejne lata od jego
wprowadzenia, a takze zwiazek pomiedzy stopniem jego realizacji a odle-
glymi wynikami onkologicznymi. Badaniem objeci zostali pacjenci ope-
rowani z powodu raka jelita grubego, u ktérych opieka okotooperacyjna
prowadzona byla w oparciu o 16-elementowy protokét ERAS. Wykazano,
ze stosowanie protokotu ERAS poprawia krétkoterminowe wyniki lecze-
nia pacjentéw operowanych laparoskopowo z powodu gruczolakoraka je-
lita grubego: przys$piesza rekonwalescencje oraz zmniejsza zapotrzebowa-
nie na leki opioidowe, redukuje odsetek powiklan pooperacyjnych i skraca
czas trwania hospitalizacji. Wplyw protokotu ERAS na wyniki krétkoter-
minowe koreluje ze stopniem jego realizacji. Im wyzsza jego realizacja, tym
lepsze krétkoterminowe wyniki leczenia. Utrzymanie wysokiego stopnia
realizacji protokotu przez dtuzszy czas jest mozliwe, mimo ze z czasem do-
chodzi do jego niewielkiego obnizenia. Nie ma to jednak niekorzystnego
wplywu na wyniki krétkoterminowe. Wydaje sie, ze stopien realizacji pro-
tokotu ERAS moze réwniez wplywa¢ na wyniki dlugoterminowe. Niski
stopien realizacji protokotu ERAS, obok wysokiego stopnia zaawansowa-
nia nowotworu oraz powiklan pooperacyjnych, jest niezaleznym czynni-
kiem pogarszajacym odlegte wyniki leczenia onkologicznego.
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Stowa kluczowe: opieka okotooperacyjna, protokét ERAS, rak jelita
grubego

Abstract

Patients undergoing surgery for colorectal cancer are a special group of
patients. Not only performed resections are extensive, but also the un-
derlying disease significantly depletes regenerative capacities of the body.
Itis well known that every surgical procedure is associated with an injury,
the size of which is proportional to the type and extent of the interven-
tion. The size of surgical trauma in postoperative period is proportional
to the increase in insulin resistance which delays convalescence and in-
creases the risk of postoperative complications. Hence, for several years,
a specific program had been developed and introduced to reduce trau-
ma associated with the surgery and its adverse consequences. The use of
amodern multimodal care protocol for Enhanced Recovery After Surgery
(ERAS) served this purpose. The aim of the study was to determine the
impact of compliance to ERAS protocol on short-term results in a group
of patients operated for colorectal cancer. In the next stage, it was chec-
ked whether it is possible to maintain high compliance of the protocol
for a long time. Finally, I tried to determine the relationship between the
compliance and distant oncological results. Consecutive patients with
colon or rectal cancer undergoing laparoscopic resection were included
in the study. In all patients the 16-item ERAS protocol was applied. The
use of ERAS protocol improves short-term results: accelerates convale-
scence, reduces morbidity and reduces the length of hospital stay. Howe-
ver, its impact on short-term results correlates with the level of protocol
implementation. The higher compliance with the protocol, the better the
short-term results. Maintaining a high level of implementation of the
protocol is possible despite the slight decrease over time. However, this
has no adverse effect on short-term results. The compliance with ERAS
protocol seems to also affect long-term results. Low compliance with
ERAS protocol, along with the higher stage of cancer and postoperative
complications, is an independent factor worsening long-term survival.

Keywords: colorectal cancer, ERAS protocol, perioperative care

WPROWADZENIE

Chorzy operowani z powodu raka jelita grubego sta-
nowia szczegdlna grupe pacjentéw. Na ogét pod-
dawani sa oni rozleglym zabiegom resekcyjnym,
a w przebiegu choroby zasadniczej dochodzi u nich
do znacznego zmniejszenia rezerw organizmu. Po-
wszechnie wiadomo, ze kazdy zabieg chirurgiczny
wiaze sie z urazem, ktérego wielkosc¢ jest propor-
cjonalna do rodzaju i rozleglosci przeprowadzanej
interwencji. Wyznacznikiem wielko$ci urazu chi-
rurgicznego w okresie pooperacyjnym jest wzrost
insulinoopornosci, ktoéry jest zjawiskiem niekorzyst-
nym, poniewaz opdznia rekonwalescencje, a tak-
ze zwieksza ryzyko powiktan pooperacyjnych [1, 2].
Ich wystapienie negatywnie wplywa na odlegle wy-
niki leczenia poprzez opdzZnienie leczenia uzupet-
niajacego [3-5]. Stad od kilku lat wprowadza sie

postepowanie zmierzajace do zmniejszenia urazu
okolooperacyjnego. Oprécz stosowania minimalnie
inwazyjnych technik operacyjnych stuzy temu za-
stosowanie nowoczesnego wieloczynnikowego pro-
tokotu opieki okotooperacyjnej (Enhanced Recovery
After Surgery, ERAS) [6]. Okazuje sig, ze zastosowa-
nie kilkunastu istotnych elementéw w okresie oko-
fooperacyjnym dziala synergistycznie, zmniejszajac
uraz wywolany zabiegiem operacyjnym, obniza in-
sulinoopornos¢, ogranicza czas katabolizmu orga-
nizmu zwigzanego z zabiegiem, co w konsekwencji
prowadzi do przyspieszenia rekonwalescencji [7-9].

Do najwazniejszych elementéw ERAS naleza: odpo-
wiednie przygotowanie do zabiegu (m.in. rezygna-
cja z palenia tytoniu i naduzywania alkoholu, wpro-
wadzenie regularnego wysitku fizycznego, poprawa
stanu odzywienia), brak rutynowego przygotowania
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Tab. 1. Protokot ERAS stosowany w Klinice Chirurgii Endoskopowej, Metabolicznej oraz Nowotwordw Tkanek Migkkich

1. Rozmowa i konsultacje przedoperacyjne (przygotowanie pacjenta do zabiegu: szczeg6élowe
informacje odnosnie do zabiegu i opieki okotooperacyjnej, zalecenia odnosnie do rezygnacji
z palenia papieros6w i spozywania alkoholu, wprowadzenie regularnej aktywnosci
fizycznej, zaangazowanie pacjenta w proces leczenia)

2. Podaz bogatego w weglowodany ptynu 2 h przed operacja
(pelna dieta w dniu poprzedzajacym zabieg, rano 2 h przed zabiegiem 400 ml 12,5%
bogatoweglowodanowego napoju Nutricia PreOp°®)

3. Rezygnacja z rutynowego przygotowywania jelita przed zabiegiem (jelito przygotowywane
przed niska przednig resekcja odbytnicy, planowanym wylonieniem ileostomii odbarczajace;j)

4. Zastosowanie odpowiedniego rodzaju znieczulenia (brak premedykacji, krotko dziatajace
leki znieczulajace, znieczulenie nasiekowe miejsc wktucia trokaréw, blokada miesni brzucha
— TAP block, w wybranych przypadkach znieczulenie zewnatrzoponowe — ZOP)

5. Maloinwazyjne techniki operacyjne

6. Profilaktyka antybiotykowa (doustna dzien przed zabiegiem oraz dozylna w dniu zabiegu)

7. Unikanie rutynowego pozostawiania zglebnikéw nosowo-zotadkowych

8. Unikanie rutynowego stosowania drenéw (wyjatki: zabiegi w obrebie trzustki,
niska przednia resekcja odbytnicy)

9. Profilaktyka pooperacyjnych nudnosci i wymiotéw (state dawki lekéw w ciagu pierwszej
doby po zabiegu, do wyboru ondansetron 8 mg, deksametazon 8 mg, metoklopramid
10 mg dozylnie)

10. Profilaktyka przeciwzakrzepowa (enoksaparyna 40 mg podskérnie od wieczoru
poprzedzajacego zabieg)

11. Pooperacyjna tlenoterapia bierna (4—6 1/min) w dobie zabiegu operacyjnego

12. Zbilansowana podaz plynéw i sodu w okresie okotooperacyjnym
(do 2500 ml ptynéw i 70 mmol sodu)

13. Usuniecie cewnika z pecherza moczowego w pierwszej dobie pooperacyjnej

14. Leczenie przeciwbdlowe (unikanie podazy opioidéw, stale leczenie przeciwbdlowe przez
48 h po zabiegu, kontynuacja ZOP (jesli byl stosowany)

15. Wczesne uruchomienie (siadanie i wstawanie jeszcze w dobie zabiegu, spedzenie
w kolejnych dobach co najmniej 6 h poza t6zkiem)

16. Wczesne wlaczenie doustnej diety w okresie pooperacyjnym (doustny suplement

pokarmowy wieczorem w dobie zabiegu, wprowadzenie diety doustnej w pierwszej

dobie pooperacyjnej)
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jelita grubego, podanie bogatoweglowodanowego na-
poju 2 godziny przed zabiegiem, brak premedykacji,
rezygnacja z rutynowo stosowanego zglebnika noso-
wo-zoladkowego i dren6éw, wybér minimalnie inwazyj-
nych technik operacyjnych, modyfikacja pooperacyjne-
go leczenia bdly, profilaktyka pooperacyjnych nudnosci
i wymiotéw, zapobieganie hipotermii w trakcie i tuz po
zabiegu, wczesne usuwanie cewnika z pecherza mo-
czowego, zbilansowana $rédoperacyjna podaz ptynéw,
wczesne uruchomienie i zywienie doustne, stale moni-
torowanie realizacji protokotu.

W swoich poczatkowych zalozeniach protokét ERAS
dedykowany byl zabiegom kolorektalnym [10]. Od
czasu jego wprowadzenia w latach 90. XX wieku
przez duniskiego profesora chirurgii H. Kehleta wy-
kazano jednak, Ze moze by¢ z powodzeniem stoso-
wany nie tylko w chirurgii jelita grubego, lecz takze
u pacjentéw poddanych zabiegom w obrebie innych
narzaddéw [11-13]. Udowodniono, ze protokét ERAS
w chirurgii kolorektalnej przyczynia sie do zmniejsze-
nia czestotliwo$ci wystepowania powiktan poopera-
cyjnych nawet o 40% [14-16]. W gléwnej mierze od-
nosi sie to do powiktan niechirurgicznych (np. zapaleri
pluc, zakazen ukltadu moczowego) przy niezmienio-
nym odsetku powiktan chirurgicznych (np. nieszczel-
nosci zespolen czy zakazen miejsca operowanego).
Wdrozenie protokolu ERAS znaczaco przyspieszylo
rekonwalescencje pacjentéw, a tym samym skrécito
czas trwania hospitalizacji $rednio o 3-5 dni [8, 17—
19]. Nalezy réwniez wspomnie¢, ze jego wprowadze-
nie nie wiazalo sie z zadnymi niekorzystnymi skutka-
mi dla pacjentéw. Zaréwno odsetek smiertelnosci, jak
i czestotliwo$é ponownych przyjec¢ do szpitala byly
poréwnywalne w stosunku do grupy pacjentéw, kté-
rych opieka okotooperacyjna opierala si¢ na tradycyj-
nych zalozeniach [20]. Protokét ERAS sktadajacy sie
z kilkunastu elementéw nie zawsze udaje sie realizo-
wacé w caloéci. Przedmiotem badan nadal pozostaje
wplyw stopnia jego realizacji na wyniki krétkotermi-
nowe, takie jak parametry rekonwalescencji, odse-
tek powiklan czy czas pobytu w szpitalu po zabiegu.
Przyjecie protokolu ERAS jako rutynowego schema-
tu opieki okotooperacyjnej jest mozliwe, cho¢ niekt6-
rzy autorzy podaja w watpliwos¢, czy wysoki poziom
jego realizacji jest osiagalny w diuzszej perspektywie.
Weciaz jeszcze niewiele tez wiadomo jak stopien re-
alizacji protokotu wplywa na odlegle wyniki leczenia
onkologicznego [21].

METODOLOGIA

Badaniem objeci sa kolejni pacjenci operowani z po-
wodu raka jelita grubego w Klinice Chirurgii Endo-
skopowej, Metabolicznej oraz Nowotworéw Tkanek
Miekkich Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie,

u ktérych operacja wykonana zostala w trybie plano-
wym technika laparoskopowa. Z badania wyltaczeni
zostali pacjenci, u ktérych wykonano resekcje wie-
lonarzadowa oraz pacjenci, u ktérych wspélistnia-
ta choroba zapalna przewodu pokarmowego. Brak
mozliwosci realizacji protokotu ERAS po zabiegu,
np. ze wzgledu na pobyt pacjenta na oddziale inten-
sywnej terapii bezposrednio po zabiegu, réwniez byt
kryterium wykluczajacym. U kazdego z pacjentéw
opieka okolooperacyjna prowadzona byla w oparciu
0 16-elementowy protokét ERAS.

PODSUMOWANIE

Wyniki przedstawione zostaly w 3 niezaleznych ba-
daniach prospektywnych, ktére wykazaly, ze stoso-
wanie protokolu ERAS poprawia krétkoterminowe
wyniki leczenia pacjentéw operowanych laparosko-
powo z powodu gruczolakoraka jelita grubego. Jego
stosowanie nie tylko przy$piesza rekonwalescencje
chorych (tolerancje doustnej diety czy uruchomie-
nie po zabiegu operacyjnym) i zmniejsza zapotrze-
bowanie na leki opioidowe, ale — co najwazniejsze
— redukuje odsetek powiklan pooperacyjnych, skra-
cajac przez to czas trwania hospitalizacji. Dodatko-
wo nie wiaze sie to z wiekszym ryzykiem ponownych
przyjec¢ do szpitala. Wyniki te koreluja ze stopniem
realizacji protokotu — im wyzsza jego realizacja, tym
lepsze wyniki krétkoterminowe. W naszym materia-
le wykazano, ze z czasem dochodzi do niewielkiego
spadku realizacji protokotu, co nie wplywa jednak
niekorzystnie na wyniki krétkoterminowe. Parame-
try rekonwalescencji, odsetek powiklan, czas pobytu
w szpitalu i odsetek ponownych przyje¢ na oddzial
jest poréwnywalny w ciagu catego analizowanego
okresu kilku lat od jego wprowadzenia. Najwazniej-
szym wynikiem jest jednak wplyw stopnia realizacji
protokolu ERAS na wyniki dlugoterminowe. W na-
szym badaniu okazalo sig, ze niski stopien realizacji
protokotu ERAS, obok wysokiego stopnia zaawanso-
wania nowotworu oraz obecno$ci powiklan poope-
racyjnych, jest niezaleznym czynnikiem pogarszaja-
cym przezycia odlegle.
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Multifunkcjonalny preparat sztucznej sliny

— wyzwania i potrzeby

Multifunctional artificial saliva preparation
— challenges and needs

Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej i Inzynierii Nanobiomedycznej,
Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
?Zaklad Farmakologii Do$wiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Biatlymstoku

*Instytut Inzynierii Biomedycznej, Politechnika Bialostocka

Naukowa Fundacja Polpharmy przyznata w 2016 roku zespolowi pracujacemu
pod kierunkiem pani dr n. med. Katarzyny Niemirowicz-Laskowskiej grant na
realizacje projektu badawczego pt.: ,Opracowanie multifunkcjonalnego prepa-
ratu sztucznej $liny zawierajacego antybakteryjne nanosystemy’, ogloszonego
w ramach konkursu na najlepsze projekty badawcze w dziedzinie nauk farma-
ceutycznych i medycznych.

Streszczenie

Slina odgrywa kluczowa role w zachowaniu homeostazy nie tylko w ob-
rebie jamy ustnej, lecz takze w dalszych odcinkach przewodu pokar-
mowego. Posiada ona wlasciwosci plejotropowe, ktére obejmuja: udziat
w trawieniu weglowodanéw, oczyszczaniu i nawilzaniu jamy ustnej oraz
utrzymaniu wlasciwego sktadu mikrobiomu jamy ustnej. Skutkiem upo-
$ledzonej czynnosci gruczolu §linowego jest zmniejszone wydzielanie
$liny, tj. hiposaliwacja, prowadzaca w konsekwencji do stanu sucho$ci
jamy ustnej — kserostomii. Wykazano, iz liczne czynniki fizjologiczne
(wiek, pte¢, zmiana masy ciala) i patologiczne (politerapia, nowotwo-
ry glowy i szyi, choroby wspolistniejace, takie jak: cukrzyca, depresja,
choroby sercowo-naczyniowe) prowadza do redukcji sekrecji liny, po-
wodujac tym samym stan sucho$ci jamy ustnej. Leczenie zaburzen wy-
dzielania $liny opiera si¢ na terapii farmakologicznej (w tym hormonal-
nej) lub terapii zastepczej polegajacej na stosowaniu substytutéw $liny.
Stosowanie sztucznej $liny w przypadku zaburzen sekrecji liny natu-
ralnej ma za zadanie wspomagac procesy zucia, nawilza¢ jame ustna
oraz pelni¢ funkcje biologiczne sliny. Na chwile obecna na rynku far-
maceutycznym brakuje jednak substytutéw §liny, spelniajacych wymo-
gi biologiczne przy jednoczesnym zachowaniu korzystnych cech fizyko-
chemicznych i parametréw reologicznych preparatu. Biorac pod uwage
problemy, z jakimi borykaja sie pacjenci z zaburzong sekrecja $liny, ce-
lem naszych badan bylo podjecie proby opracowania preparatu sztucz-
nej $liny odzwierciedlajacego w jak najwiekszym stopniu wtasciwosci
$liny naturalnej, zar6wno w aspekcie wlasciwos$ci mechanicznych, jak
i biologicznych. W ramach przeprowadzonych badan opracowano sktad
chemiczny oraz przeprowadzono szczegélowe badania parametréw fi-
zykochemicznych i reologicznych preparatéw sztucznej sliny, zawiera-
jacych mucyny oraz oceniono ich wlasciwo$ci mikrobiologiczne i bio-
kompatybilnosci in vitro na liniach wybranych komérek fizjologicznych.

Stowa kluczowe: artificial $liny, hiposaliwacja, kserostomia, $lina
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Abstract

Saliva plays a crucial role in maintaining homeostasis not only within the
oral cavity but also in further sections of the gastrointestinal tract. Ple-
iotropic properties of saliva include participation in the digestion of car-
bohydrates, cleansing and moisturizing the oral cavity, and maintaining
the composition of the oral microbiome. The result of impaired function
of the salivary gland is reduced salivation — hyposalivation, leading to
dry mouth — xerostomia. It is established that numerous physiological
factors (age, sex, weight change) and pathological factors (polytherapy,
head and neck cancer, coexisting diseases such as diabetes, depression,
cardiovascular diseases) lead to the reduction in saliva secretion, and in
effect, causing a dry mouth. Treatment of salivary secretion disorders in-
volves pharmacological therapy (including hormone therapy) or replace-
ment therapy which based on the use of saliva substitutes. In the case of
disturbances in the secretion of natural saliva, the application of the arti-
ficial saliva preparations should support the chewing processes, moistu-
rize the oral cavity, and fulfill the biological functions of saliva. However,
to date, on the pharmaceutical market, there are no saliva substitutes that
meet the biological criteria and maintaining favorable physicochemical
properties and rheological parameters. Taking into account the problems
of the patients which are burden by impaired salivary secretion, the aim
of our research was to attempt to develop an artificial saliva preparation
that reflecting as much as possible the properties of natural saliva, both
in terms of mechanical and biological properties. As part of the research,
the chemical composition was developed and a detailed study of the phy-
sicochemical and rheological parameters of artificial saliva preparations
containing mucins as well as their microbiological and biocompatibility
assessment, at in vitro level were carried out.

Keywords: artificial saliva, hyposalivation, saliva, xerostomy

WSTEP

Slina stanowi ptynny skfadnik $érodowiska jamy ust-
nej. W jej wydzielaniu i produkcji uczestnicza trzy
pary gruczotéw slinowych: élinianki przyuszne, pod-
zuchwowe i podjezykowe. U 0s6b zdrowych dzienna
sekrecja $liny wynosi okolo 1,0-1,5 litra, co w prze-
liczeniu na 1 minute daje wynik 0,25-0,35 mL $liny.
Wydzielanie §liny jest regulowane poprzez autono-
miczny ukladu nerwowy. Najwazniejszym skladni-
kiem $liny jest woda, stanowi ona od 94—99,5% masy
$liny. Pozostala cze$¢ to skladniki organiczne i nie-
organiczne. Gtéwnym sktadnikiem organicznym sa
bialka z grupy glikoprotein, gtéwnie mucyny, ktére
wspéltworza strukture powlekajaca powierzchnie
btony sluzowej i uzebienia. Do sktadnikéw nieorga-
nicznych §liny naleza kationy, m.in.: wapnia, sodu,
magnezu, potasu, miedzi, zelaza oraz aniony, m.in.:
fosforanéw, weglanéw, fluoru, jodu i chloru [1].

Slina petni wiele funkgji istotnych dla zachowania
prawidlowej homeostazy nie tylko w obrebie jamy
ustnej, lecz takze w dalszych odcinkach przewodu
pokarmowego. Wydzielanie §liny zapewnia przede

wszystkim prawidlowa przemiane i wchlanianie
produktéw pokarmowych, gtéwnie ze wzgledu
na zawarte w §linie amylazy, uczestniczace w pro-
cesie trawienia weglowodandw. Jej rola obejmuje
réwniez kontrole procesu samooczyszczania jamy
ustnej poprzez wyplukiwanie resztek pokarmo-
wych i regeneracje komoérek nablonka blony sluzo-
wej jamy ustnej, przetyku i zotadka. Slina odgrywa
tez wazna role w artykulacji. Obecno$¢ éliny zapo-
biega przed wysychaniem i zapewnia state nawil-
zenie $luzéwki, umozliwia ptynne ruchy jezyka,
warg i innych czesci jamy ustnej, bioracych udziat
w czynno$ci mowy. Ponadto stanowi ona réwniez
pierwsza linie obrony przed adhezja i inwazja drob-
noustrojéow chorobotwérczych, co uwarunkowane
jest wystepowaniem substancji posiadajacych ak-
tywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa (lizozymu, pe-
roksydazy, laktoferyny, interferonu, kalprotektyny
czy pochodzacego z katelicydyny peptydu LL-37)
[2]. Slina bierze réwniez udzial w procesie buforo-
wania substancji, a tym samym tworzeniu zréw-
nowazonego biocenotycznie srodowiska mikro-
organizmoéw oraz utrzymywaniu odpowiedniego
dla saprofitujacej mikroflory pH. Brak zdolnosci
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buforowej §liny moze przyczynié sie do zwigkszenia
podatnosci na préchnice i zaburzenia w sktadzie
mikrobiomu jamy ustnej [3, 4].

Skutkiem uposledzonej czynnosci gruczotu slinowe-
go jest zmniejszone wydzielanie §liny, tj. hiposaliwa-
cja, prowadzaca w konsekwencji do stanu sucho$ci
jamy ustnej — kserostomii [5]. Redukcja sekrecji tego
plynu moze by¢ spowodowana zaréwno przez czyn-
niki fizjologiczne (podeszty wiek, pte¢, zmniejszona
liczba z¢béw, zmiana masy ciala), jak i patologiczne
(chemioterapia, radioterapia, dlugotrwale leczenie
farmakologiczne, politerapia oraz nowotwory glowy
i szyi, choroby wspolistniejace, takie jak: cukrzyca,
depresja, choroby sercowo-naczyniowe) [6-9]. Po-
wyzsze czynniki sklaniaja do stwierdzenia, iz pro-
blem sucho$ci jamy ustnej dotyczy duzej grupy oséb
i stale ro$nie.

Brak $liny powoduje uszkodzenie zaréwno tkanek
twardych, co objawia sie prochnicy, jak i miekkich,
co z kolei skutkuje zakazeniem btony §luzowej i wy-
stepowaniem owrzodzen blony §luzowej jamy ust-
nej. U pacjentéw z kserostomia btona §luzowa jamy
ustnej jest cienka, blada, pobruzdowana, bez potysku
oraz staje sie sucha. Slina z kolei staje sie gesta i spie-
niona. Jezyk staje si¢ wygtadzony, niekiedy pomarsz-
czony, zanikaja brodawki. Ponadto jego btona §luzo-
wa ma pobruzdowana powierzchnie, staje sie sucha
i napieta. Zaburzone zostaje wéwczas dziatanie prze-
ciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe
$liny, oczyszczanie i sptukiwanie jamy ustnej oraz po-
§lizg pokarmoéw na blonie §luzowej, buforowanie sil-
niejszych kwas6w i procesy remineralizacji twardych
tkanek zeba.

Leczenie zaburzen sekrecji §liny opiera sie na tera-
pii farmakologicznej (w tym hormonalnej) lub tera-
pii zastepczej polegajacej na stosowaniu substytu-
téw $liny [10, 11]. Dostepne $rodki charakteryzuja
sie znacznymi réznicami pod wzgledem skladu i wla-
$ciwosci. W wiekszosci z nich odnotowano brak za-
warto$ci mikroelementéw oraz odczyn ponizej pH
krytycznego, co sprzyja procesom demineralizacji
zebdéw. Ponadto preparaty te cechuja sie krétkotrwa-
lym czasem dziatania, co wymusza ich czeste stoso-
wanie, ucigzliwe dla wielu pacjentéw. Posiadaja one
takze nieodpowiednie wlasciwo$ci organoleptyczne.
Z kolei z ekonomicznego punktu widzenia produkcja
preparatow poza granicami naszego kraju sprawia, iz
sa to preparaty do$¢ kosztowne i dlatego pacjenci za-
miast ich uzywania czesciej preferuja zwilzanie jamy
ustnej woda, co niestety jest malo skuteczne.

Stosowanie sztucznej Sliny w przypadku zaburzen wy-
dzielania $liny naturalnej ma za zadanie wspomaga¢

procesy zucia, nawilza¢ jame ustna oraz petnié
funkcje biologiczne $liny. Brakuje jednak substy-
tutéw sliny spelniajacych wymogi biologiczne przy
jednoczesnym zachowaniu korzystnych cech fi-
zykochemicznych i parametréw reologicznych
preparatu [12].

CEL PRACY

W ramach projektu pt.: ,Opracowanie multifunk-
cjonalnego preparatu sztucznej sliny zawierajacego
antybakteryjne nanosystemy’, finansowanego przez
Naukowa Fundacje Polpharmy, mieli§my mozliwo$¢
opracowania sktadu chemicznego oraz przeprowa-
dzenia szczegélowych badan fizykochemicznych,
reologicznych, mikrobiologicznych oraz oceny bio-
kompatybilnosci in vitro na liniach wybranych komé-
rek preparatéw sztucznej $liny, zawierajacych mucyny.
Biorac pod uwage problemy, z jakimi borykaja sie pa-
cjenci z zaburzona sekrecja liny, celem naszych badan
bylo podjecie préby opracowania preparatu sztucznej
$liny odzwierciedlajacego w jak najwiekszym stop-
niu wlasciwosci $liny naturalnej, zar6wno w aspekcie
wlasciwo$ci mechanicznych, jak i biologicznych.

MATERIAL | METODY

Sktad preparatow

W pracy przeprowadzono ocene wlasciwosci: fizy-
kochemicznych, reologicznych, mikrobiologicznych
oraz cytotoksycznych dwéch preparatéw $liny, przy-
gotowanych na bazie: mucyny pochodzenia zwierze-
cego, gumy ksantanowej, ksylitolu, laktoferyny, lizozy-
mu, fluorku sodu, czastek magnetycznych z powloka
aminosilanowa MNP@NH2 oraz peptydu 1G19. Kom-
pozycje roztwordw zostaly wybrane na podstawie ana-
lizy literatury i wcze$niejszych badan wlasnych.

W pracy przetestowano dwa preparaty $liny:

1. Preparat1:PBS+1%mucyna+0,4%gumaksantanowa
+ 2% ksylitol + 30 pg/mL lizozym + 30 pg/mL lak-
toferyna + 20 ug/mL MNP@NH, +1 ug/mL NaF +
50 pg/mL 1G19.

2. Preparat2:PBS +1%mucyna+0,4%gumaksantanowa
+ 2% ksylitol + 60 pg/mL lizozym + 60 pg/mL lak-
toferyna + 20 pg/mL MNP@NH, + 1 pg/mL NaF
+ 50 pg/mL IG19.

Kompozycje wlasnych preparatéw sztucznej $li-
ny opracowano na bazie biokompatybilnych skiad-
nikéw o wlasciwosciach zblizonych do naturalnych
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sktadnikéw §liny. Preparaty przygotowano na bazie
buforowanego roztworu soli fizjologicznej (phospha-
te-buffered saline, PBS) z dodatkiem skladnikéw mo-
dyfikujacych wlasciwosci fizykochemiczne i mikro-
biologiczne. Obecno$¢ mucyny i gumy ksantanowej
ma na celu ksztaltowanie przede wszystkim wtasci-
wosci reologicznych i tribologicznych przygotowa-
nych preparatéw sztucznej $liny. Wszystkie sktadniki
mieszano w czasie 30 minut w temperaturze pokojo-
wej w celu otrzymania jednorodnej konsystencji roz-
tworu. Przygotowane preparaty §liny przechowywa-
no w temperaturze 4°C pomiedzy poszczegdlnymi
badaniami, nie dtuzej niz 3 dni.

Wiasciwosci fizykochemiczne

Badania pH, przewodnosci elektrolitycznej i po-
tencjalu redox przeprowadzono za pomocg odpo-
wiednich elektrod pomiarowych wspétpracujacych
z multifunkcjonalnym jonokonduktometrem Seven-
Multi (Mettler Toledo, Szwajcaria). Oceny pH doko-
nano przy wykorzystaniu elektrody Clarytrode 120.
Pomiaru konduktywnosci dokonano za pomoca celki
konduktometrycznej InLab740 firmy Mettler Toledo
z wbudowanga sonda do pomiaru temperatury testo-
wanego roztworu. Badania napiecia powierzchnio-
wego przeprowadzono za pomoca tensjometru STA1
(Sinterface, Niemcy) z wykorzystaniem pier$cienia
platynowego. Zmiany masy rejestrowano za pomo-
cg wagi, ktdérej dokladnos¢ pomiaru wynosita 0,001 g.
Wszystkie pomiary wlasciwosci fizykochemicznych
substytutéw $liny wykonano z powtdrzeniami w tem-
peraturze 21°C + 0,1. Przebadano po 6 prébek w po-
szczegblnych cyklach badawczych. Przedstawione wy-
niki analizy sa warto$cia $rednia (n = 6).

Wiasciwosci reologiczne

Badania reologiczne przeprowadzono z wykorzy-
staniem reometru RheoStress 6000 (Haake). Pomiar
lepkos$ci dynamicznej (n) w funkcji predkosci $cina-
nia (y) wykonano z zastosowaniem uktadu pomiaro-
wego typu stozek — plytka, w ukladzie automatycz-
nej kontroli temperatury (system Peltiera). Gérny
rotor pomiarowy (stozek) obracat sie w sposéb ro-
tacyjny. Testy prowadzono w zakresie predkosci $ci-
nania y = 5-200 s-1, co odpowiada warunkom $ci-
nania $liny podczas mdéwienia (y ~ 60 s-1) i zucia
pokarméw (y ~ 160 s-1). Do badani wykorzystano
kazdorazowo po 1 ml testowanej cieczy. Przeprowa-
dzono po sze$¢ pomiaréw dla kazdego rodzaju roz-
tworu. Badania lepkosprezysto$ci (pomiar modutéw:
sprezystosci — G’ i lepko$ci — G”) wykonano z zasto-
sowaniem ukladu pomiarowego typu ptytka-ptyt-
ka, w ktérym zastosowano oscylacyjny ruch goérnej
plytki pomiarowe;j.

Badania reologiczne przeprowadzono w temperatu-
rze 21°C £ 0,1. Wyniki zarejestrowano za pomoca
sprzezonego z reometrem oprogramowania kompu-
terowego RheoWin.

Ocena wtasciwosci mikrobiologicznych
Szczepy

Badania przeprowadzono na szczepach wzorcowych
Candida albicans (Nr 1408; Polska Kolekcja Mikro-
organizméw) oraz Streptococcus mutans (ATCC
35668). Grzyby hodowano na agarze Saboraud z 4%
dekstroza w 37°C przez 48 godzin. Streptococcus mu-
tans hodowano na agarze Columbia z 5% krwig bara-
nig w 37°C przez 24 godziny.

Ocena hamowania wzrostu biofilmu

Badania aktywnosci preparatéw wobec biofilmu
przeprowadzono na 96-dotkowych plytkach polisty-
renowych o ptaskim dnie z uzyciem resazuryny jako
znacznika zywotno$ci komérek.

W tym celu przygotowano zawiesiny komorek bak-
terii (OD 600 = 0,1) i grzybéw (OD 600 = 0,5) w bu-
lionie LB, ktére nastepnie rozpipetowano w objetosci
100 pL do poszczegdlnych dotkéw. Do tak przygo-
towanych plytek dodano preparaty sztucznej §liny
w stosunku 1:10, 1:4 i 1:2 do medium hodowlane-
go, ktére nastepnie inkubowano przez 24 i 48 godzin
w temperaturze 37°C. Po tym czasie plytki przeptu-
kano trzykrotnie przy uzyciu PBS-u celem usuniecia
wolnoptywajacych, niezwigzanych z biofilmem ko-
morek. Nastepnie dodano 20 pL roztworu resazury-
ny o stezeniu 4 mg/mL i inkubowano przez godzine
w 37°C. Po tym czasie dokonano odczytu fluorescen-
cji przy dlugosci fali 520/590 nm (Varioskan Lux,
Thermo Scientific, USA). Prébki kontrolne, bez do-
datku preparatéw sztucznej $liny, przyjeto jako 100%.

Ocena biokompatybilnosci
Linie komérkowe

Komérki fibroblastéw NIH/3T3 (ATCC CRL-1658)
hodowano w pozywce DMEM uzupetnionej o 10%
surowice CBS z dodatkiem 100 KU/L penicyliny and
100 mg/L streptomycyny w 37°C w atmosferze 5%
CO2 [13].

Monocyty/Makrofagi THP-1 (ATCC TIB-202) ho-
dowano w pozywce RPMI 1640 uzupelnionej o 10%
inaktywowana termicznie surowice FBS z dodatkiem
1% penicyliny/streptomycyny i 2-merkaptoetanol
w 37°C w atmosferze 5% CO2 [14].
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Cytotoksycznosé

Aktywno$¢ metaboliczna komérek fibroblastéow
w obecnoéci badanych substytutéw sztucznej $li-
ny oceniono za pomoca testu MTT [15]. Po 24-go-
dzinnej inkubacji komoérek z badanymi preparatami
komérki przemyto i inkubowano z 0,5 mg/mL soli
MTT przez 3—4 godziny w 37°C w 5% CO,. W celu
rozpuszczenia wytrgconego formazanu zastosowa-
no DMSO. Réznice w aktywnos$ci metabolicznej,
odzwierciedlajacej zywotno$¢ komérek, mierzono
przez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 540 nm.

Komérki THP-1 o konfluencji 2 x 105 komoérek/mL
wysiano na plytkach 96-dotkowych. Po 24 godzi-
nach inkubacji komérki traktowano badanymi pre-
paratami sztucznej §liny w stosunku 1:10, 1:4 i 1:2
do medium hodowlanego, ktére nastepnie inkubo-
wano przez nastepne 24 godziny. Aby oceni¢ zywot-
no$¢ i funkcje metaboliczng traktowanych komérek,
do kazdego dotka dodano 10 pL roztworu resazury-
ny. Po 2 godzinach inkubacji supernatant z kazde-
go dotka analizowano spektrofotometrycznie przy
dlugosci fali 570 nm.

WYNIKI | OMOWIENIE

Ze wzgledu na wazna role §liny w utrzymaniu sta-
nu homeostazy w organizmie, fagodzenie objawéw
hiposaliwacji jest waznym, ale trudnym problemem
medycznym. W sytuacjach, w ktérych produkcja $li-
ny jest zakldcona i nie mozna jej stymulowad, stosu-
je sie jej sztuczne substytuty. Preparaty te powinny
w jak najwyzszym stopniu odwzorowywac wlasci-
wosci §liny naturalnej [5]. W zwiazku z powyzszym,
idealny preparat winien by¢: biokompatybilny z ko-
morkami gospodarza, zapewniaé¢ ochrone przed
kolonizacjg oraz inwazja drobnoustrojéw choro-
botwérczych, nawilza¢ powierzchnie jamy ustnej
i petni¢ funkcje smarne [6]. Na podstawie analizy
stanu wiedzy w dziedzinie handlowych substytutéw
$liny [5, 7] mozna stwierdzié, ze nie ma preparatéw
spetniajacych wymagania biologiczne, a jednocze-
$nie posiadajacych odpowiednie wlasciwosci fizyko-
chemiczne, reologiczne i smarne. W niniejszym ba-
daniu przetestowano wlasne preparaty sliny na bazie
mucyny pochodzenia zwierzecego. Sktad chemiczny
wybrano na podstawie danych literaturowych i wy-
nikéw wcezesniejszych badan wlasnych. Wykorzysta-
na do badan mucyna pochodzenia zwierzecego jest
glikoproteing o duzej masie czgsteczkowej (0,5-20
MDa). Sktada sie z ugrupowan weglowodanowych
i tanicuché6w oligosacharydowych. Pozostale 20% cza-
steczki mucyny stanowi biatkowy rdzen o masie cza-
steczkowej ok. 200-500 kDa. W czgsteczce mucyny

wystepuja ugrupowania hydrofilowe i hydrofobowe,
a jej struktura jest stabilizowana wiazaniami wodo-
rowymi, mostkami disulfidowymi (dzigki obecno-
$ci czasteczek cysteiny) oraz oddzialywaniami elek-
trostatycznymi. Daje to mozliwo$¢ wystepowania
wysokiego powinowactwa do tworzenia agregatow
z innymi zwigzkami. Rozbudowana struktura mucy-
ny nadaje jej takze wlasciwo$ci ochronne, co w pota-
czeniu z wlagciwo$ciami reologicznymi predestynuje
ja do stosowania w preparatach farmakologicznych.
Roztwory na jej bazie wykazuja wlasciwosci pseudo-
plastycznych cieczy nieniutonowskich. Z kolei guma
ksantanowa jest naturalnym polisacharydem o wia-
$ciwosciach anionu, otrzymywanym w procesie bak-
teryjnej fermentacji weglowodanéw. Jej czasteczki
skladaja sie z: glukozy, mannozy, kwasu glukurono-
wego i cze$ciowo zestryfikowanych kwaséw octowe-
go i pirogronowego. Roztwory ksantanu pozostaja
stabilne w szerokim zakresie pH (2-12), a jego cza-
steczki sg odporne na degradacje pod dzialaniem en-
zym&w, temperatury czy obecnosci soli. Guma ksan-
tanowa, dzieki swoim specyficznym wlasciwosciom
reologicznym, stosowana jest jako zagestnik, stabi-
lizator lub substancja zelujaca juz przy niewielkich
jej stezeniach. Jej roztwory w aspekcie reologicz-
nym wykazuja wlasciwosci ptynu nieniutonowskie-
go o wysokiej pseudoplastycznosci. Jako naturalny
skladnik jest stosowana w przemysle spozywczym
i farmaceutycznym [16]. Do zwiazkéw posiadaja-
cych aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa naleza: li-
zozym, laktoferyna, peptyd 1G-19 oraz nanoczastki
magnetyczne, spelniajace jednocze$nie funkcje no-
$nika. Nalezy tu podkresli¢, Ze wymienione czynniki
przeciwdrobnoustrojowe moga oddziatywacé ze soba
synergistycznie [17, 18].

Biorac pod uwage praktyczne aspekty stosowania
preparatéw na bazie mucyny, prace skoncentrowano
na szczegétowej ocenie wlasciwosci fizykochemicz-
nych (pH, przewodnosc elektrolityczna, napiecie po-
wierzchniowe, kat zwilzania, potencjal redox, steze-
nie jonéw fluorkowych) i reologicznych (lepkos¢,
lepkosprezystos$¢) opracowanych preparatéw §liny.

Wryniki pomiaréw pH opracowanych preparatéw
(odpowiednio dla 1 i 2 preparatu: pH = 7,33 i pH
= 7,32) pokazaly, ze sa one zblizone do wartosci
pH dla $liny naturalnej (pH = 7,25) (ryc. 1 A). Jest
to niezwykle istotne, gdyz wlasciwy poziom pH za-
pobiega procesom demineralizacji zebéw oraz ko-
rozji elementéw metalowych uzywanych w zastoso-
waniach dentystycznych. Pomiary przewodnictwa
elektrolitycznego wykazaly, ze przewodnos$¢ wy-
nosita odpowiednio 15,22 mS/cm dla 1 prepara-
tui 15,26 mS/cm dla drugiego preparatu (ryc. 1 B).
Odnotowane wartosci przewodnictwa preparatéw
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Ryc. 1. Wtasciwosci fizykochemiczne oraz reologiczne preparatéw sliny w odniesieniu do $liny naturalnej: (A) pH, (B) przewodnos¢ elektrolityczna,
(C) potencjat redox, (D) napiecie powierzchniowe, (E) lepkosé, (F) sprezystosé.

determinuja ich zwiekszong aktywno$¢ jonowa, wply-
wajac tym samym pozytywnie na przenikanie jonéw
fluorkowych ze $liny do zebéw. W rezultacie u pa-
cjentéw ze zdiagnozowang préchnicg bedzie moz-
na zaobserwowac tak zwany efekt remineralizujacy.

Wartosci napiecia powierzchniowego przygotowa-
nych substytutéw §liny klasyfikowaly sie na pozio-
mie 55 mN/m i 54 mN/m w przypadku pierwszego
i drugiego preparatu (ryc. 1 D). Odpowiednia war-
tos¢ napiecia wplywa na zwilzalno$¢ preparatow,
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Ryec. 2. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa preparatéw sztucznej sliny. Hamowanie aktywnosci metabolicznej i zywotnosci komdrek S. mutans
(A, C) oraz komarek C. albicans w dojrzatym biofilmie po 24 i 48 godzinach inkubacji w obecnosci preparatu 1 (A, B) i preparatu 2 (C, D).

a w przypadku §liny naturalnej na proces interakcji
z blonami §luzowymi. Powyzsze moze mie¢ pozytyw-
ny wplyw na procesy tarcia, szczegdlnie w przypadku
szkliwa zeb6w, wypelnien dentystycznych i potaczen
kinematycznych protez i aparatéw ortodontycznych,
ktére to z kolei sa czesto uzywane przez pacjentéw
z zdiagnozowang kserostomia. Potencjal redox ozna-
cza miare zdolno$ci roztworu do przyjmowania i od-
dawania elektronéw. Przeprowadzona ocena po-
tencjalu redox (ryc. 1 C) wykazala, ze wartos$ci byly
zblizone dla obu testowanych preparatéw i wyno-
sity odpowiednio 225,1 mV (1 preparat) i 213,7 mV
(2 preparat). Niezwykle istotnym parametrem sg
wlaséciwos$ci reologiczne otrzymanych prepara-
téw, ktére to zdeterminowane sa obecnoscia mucyn
(ryc. 1 E, F). Zwiazki te zawieraja w swojej strukturze
mostki disiarczkowe miedzy poszczegdlnymi oligo-
merami oraz wigzania wewnatrzczasteczkowe mie-
dzy taicuchami weglowodanéw. Ze wzgledu na wy-
zej wymienione wlasciwosci reologiczne i rozlegla
strukture, czasteczki mucyny sa odpowiedzialne za

utworzenie struktury lepkosprezystego zelu, zapew-
niajac tym samym odpowiednig konsystencje ptynom
biologicznym, w ktérych wystepuja, w tym propono-
wanych preparatéw sztucznej §liny. Analiza wlasci-
wosci reologicznych poszczegélnych preparatow,
przeprowadzona w ukladzie stozek-plytka w zakresie
predkosci $cinania 0,1-200 1/s, pokazuje, ze lepko$¢
wszystkich roztworédw mucyny miesci sie w zakresie
25-115 mPas. Istotnym jest fakt, iz preparaty na
bazie mucyny, gumy ksantanowej i ksylitolu z do-
datkiem skladnikéw determinujacych wlasciwosci
przeciwbakteryjne, immunomodulujace oraz protek-
cyjne, tj.: lizozymu (w stezeniu 30 i 60 pg/ml), lak-
toferyny (w stezeniu 30 i 60 pug/ml), peptydu IG-19
(w stezeniu 50 pg/ml) oraz fluorku sodu NaF (w ste-
zeniu 1 pg/ml) wykazuja wyzsze wartosci lepkosci od
$liny naturalnej (dla ktérej zaobserwowano lepkos¢
w zakresie 5-50 mPas w zalezno$ci od predkosci
$cinania). W badaniach wykazano, iz oba prepara-
ty to ciecze pseudoplastyczne, ktére przy predko-
$ci $cinania ~60 1/s wykazuja lepko$¢ okolo 40-45
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Ryc. 3. Biokompatybilnos¢ preparatdw sztucznej sliny. Aktywno$¢ metaboliczna i zywotnosci fibroblastéw (A, C) oraz monocytéw/makrofagéw
po 24 godzinach inkubacji w obecnosci preparatu 1 (A, B) i preparatu 2 (C, D).

mPas, a przy ~160 1/s ok. 20-25 mPas. Obserwo-
wane zmiany lepkosci dla wszystkich badanych pre-
paratéw wynikaja z tworzenia wiazan miedzy tan-
cuchami mucyny, np. stabe wigzania wodorowe lub
cze$ciowe splatanie taricuchéw. Podobne zaleznos$ci
zaobserwowano dla wynikéw pomiaru modutu spre-
zystego. W zakresie czestotliwosci 0,1-10 Hz, modut
G’ wynosil odpowiednio na poziomie 0,2—1 Pa dla
opracowanych preparatéw §liny oraz 0,2—-0,4 Pa dla
$liny naturalnej.

W przeprowadzonych badaniach mikrobiologicz-
nych preparatéw sztucznej $liny oceniono wpltyw
analizowanych substytutéw na bazie mucyny na
formowanie i zywotno$¢ biofilmu drobnoustro-
jéw chorobotwérczych (S. mutans i Candida sp.)
odpowiedzialnych za procesy préchniczne, for-
mowanie plytki nazebnej oraz stany zapalne jamy
ustnej [4, 19-23]. Przeprowadzone analizy po-
twierdzily, iz preparaty na bazie mucyny wzboga-
cone o dodatkowe substancje o wlasciwosciach

przeciwdrobnoustrojowych i immunomoduluja-
cych posiadaja silne wlasciwo$ci hamujace rozwoéj
i zywotnos¢ biofilmu bakteryjnego oraz grzybicze-
go po 2448 h (ryc. 2 A-D). W przypadku biofilmu
bakteryjnego zahamowanie aktywnosci metabo-
licznej komdrek odnotowano na poziomie 65-85%.
Z kolei w wyniku inkubacji komérek Candida sp.
w obecnosci badanych preparatéw wykazano, iz
zywotno$¢ komoérek zostata obnizona o 20-45%
w stosunku do komérek nietraktowanych. Istot-
ny jest fakt, Ze przy najmniejszym analizowanym
stezeniu substytutu znacznie wigksza aktywno$§¢
stwierdzono w przypadku preparatu 2 zawierajace-
go wyzsze stezenia lizozymu oraz laktoferyny. Wy-
kazanie wyzej wymienionych wlasciwosci protek-
cyjnych jest niezwykle istotne z klinicznego punktu
widzenia, gdyz pacjenci z kserostomia bardzo cze-
sto cierpia z powodu zaburzen w skladzie mikro-
bioty jamy ustnej [4]. Drobnoustroje wystepujace
pierwotnie w niewielkiej liczbie, poprzez zwiek-
szenie swojego udziatu, staja sie chorobotwércze,

42

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2021 | 8 | 35-44



Niemirowicz-Laskowska K. et al.: Multifunctional artificial saliva preparation — challenges and needs

powodujac w ten sposéb zachwianie réwnowagi
w sktadzie mikrobiomu. Prowadzi to do rozregu-
lowania mikro$rodowiska i powstania tak zwanego
stanu dysbiozy, ktdry to z kolei moze odgrywac zna-
czaca role w indukcji zmian patologicznych w obre-
bie jamy ustnej jak i chorobach ogélnoustrojowych
oraz autoimmunologicznych [24].

W kolejnym kroku oceniono wplyw preparatéw na
zywotno$¢ komorek fizjologicznych fibroblastéw.
Fibroblasty to komérki mezenchymalne, ktére pet-
nig wiele waznych funkcji przez caly okres egzysten-
cji. Odpowiadaja one za procesy syntezy macierzy
zewnatrzkomdrkowej w tkance tacznej i odgrywaja
kluczowa role w regeneracji oraz gojeniu sie ran [25].
Ich rola w jamie ustnej obejmuje zdolnos$¢ do szyb-
kiej naprawy mikrourazéw powstalych w jej obrebie
[26]. Badania wykazaly, iz otrzymane substytuty sa
kompatybilne z przedstawicielami komérek macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej (ryc. 3 A, C).

Biozgodnos$¢ preparatéw potwierdzono takze w sto-
sunku do reprezentantéw komoérek uktadu immu-
nologicznego — monocytéw/makrofagéw. Wykaza-
no, iz badane substytuty nie zaburzaja proceséw ich
proliferacji i nie wptywaja na aktywno$¢ metabo-
liczna. Biozgodno$¢ preparatéw potwierdzono tak-
ze w stosunku do reprezentantéw komorek ukta-
du immunologicznego — monocytéw/makrofagéw.
Wykazano, ze badane substytuty nie zaburzaja pro-
ceséw ich proliferacji i nie wptywaja na aktywno$¢
metaboliczna (ryc. 3 B, D).

PISMIENNICTWO

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, opracowane w ramach projektu pre-
paraty posiadaja wlasciwosci plejotropowe. Powyzsze
elementy moga mie¢ istotne znaczenie w odwzorowa-
niu wla$ciwosci $liny naturalnej oraz wptynac na:

1. Poprawe jako$ci leczenia i komfortu zycia pacjen-
téw — gléwna korzysé;

2. Zmniejszenie czestotliwo$ci wystepowania zaka-
zen, przewleklych stanéw zapalnych jamy ustnej
oraz przewleklych kandydoz, dzigki zastosowaniu
innowacyjnych sktadnikéw preparatu;

3. Zapobieganie mikrourazom, mikrootarciom
i przenikaniu drobnoustrojéw w glab $luzéwki
dzieki wlasciwo$ciom przeciwadhezyjnym, rege-
nerujacym i immunomodulujacym preparatu;

4. Zapobieganie problemom z mowa i przetykaniem
poprzez dobre nawilzenie $luzéwki.

Polaczenie wyzej wymienionych funkcji jest unikal-

ne dla skomponowanego preparatu, przyblizajac tym
samym mozliwo$¢ jego przysztej komercjalizacji.
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Streszczenie

Jednym z najwigkszych przetoméw ostatnich lat w dziedzinie immuno-
terapii jest zastosowanie technologii chimerycznych receptoréw anty-
genowych (CAR). Receptory CAR umozliwiaja ukierunkowanie ataku
komorek efektorowych uktadu odpornosciowego, takich jak limfocyty
T lub komérki NK na praktycznie dowolna czasteczke wystepujaca na
powierzchni komoérki nowotworowej. Wyjatkowa skuteczno$¢ recep-
toréw CAR zostata udowodniona w przypadku czasteczki CD19 znaj-
dujacej sie na nowotworach, wywodzacych sie z limfocytéw B. Jednak
jak dotad skutecznos¢ terapii CAR-T, nakierunkowanej na inne anty-
geny, jest mniej zadowalajaca, a dodatkowo czesto zwiazana jest z sze-
regiem dziatai niepozadanych. Wynikaja one gléwnie z uproszczenia
sposobu aktywacji komorek efektorowych, a najpowazniejszym z nich
jest rozpoznanie antygenu na komérkach prawidlowych (efekt on-tar-
get, off-tumor). Wiele prowadzonych obecnie badaii ma na celu zwiek-
szenie profilu bezpieczenistwa terapii wykorzystujacych komérki efek-
torowe, zmodyfikowane receptorem CAR. Czesciowo mozna ten profil
poprawi¢ poprzez optymalizacje budowy samego receptora CAR albo
wykorzystanie przej$ciowej transfekcji do modyfikacji komérek efekto-
rowych. Bardziej ztozonym rozwiazaniem jest uzyskanie zdalnej kon-
troli nad limfocytami CAR-T w organizmie chorego. W tym podejsciu
stosuje sie réznego rodzaju systemy ograniczajace funkcjonalnos¢ ko-
morek CAR-T u chorego, takie jak geny samobdjcze, regulacje na po-
ziomie transkrypcyjnym i bialkowym oraz zastosowanie réznego typu
adapteréw do aktywacji komérek CAR-T. Najbardziej zaawansowanym
systemem jest zastosowanie bramek logicznych, ktére umozliwiaja ko-
moérkom CAR-T rozpoznanie i ,,zrozumienie” sygnatéw plynacych ze
$rodowiska oraz nadaja pewien stopieni autonomii w aktywacji ich po-
tencjalu cytotoksycznego. W niniejszym opracowaniu przedstawiono
najwazniejsze strategie, majace na celu poprawienie profilu bezpieczen-
stwa stosowania terapii CAR-T.

Slowa kluczowe: bezpieczenstwo terapii, CAR-T, chimeryczny recep-
tor antygenowy, kontrola aktywacji
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Abstract

The chimeric antigen receptor (CAR) technology has become one of the
greatest breakthroughs in immunotherapy in recent years. CARs facilita-
te the attack of immune effector cells such as T cells or NK cells being di-
rected at virtually any molecule presented on the surface of a cancer cell.
The exceptional efficacy of CAR receptors has been demonstrated for the
CD19 molecule found on B cell-derived tumors. However, the efficacy of
CAR-T therapy targeting other antigens is less satisfactory while being
quite frequently associated with a number of adverse effects. The adverse
effects are mainly due to the effector cells being activated in a simplified
manner; the most serious effect consists in the antigen being detected on
healthy cells (“the on-target, off-tumor” effect). A number of ongoing stu-
dies aim at enhancing the safety profile of therapies making use of CAR-
-modified effector cells. In part, this can be achieved by optimizing the
structure of the CAR receptor itself or by using transient transfection to
modify the effector cells. A more complex solution consists in obtaining
remote control over CAR-T lymphocytes within the patient’s body. This
approach makes use of different types of systems that limit the functio-
nality of CAR-T cells in the patient, such as suicide genes, regulation at
the transcriptional and protein levels, different types of adapters being
used to activate the CAR-T cells. The most advanced system consists in
the use of logic gates which make it possible for CAR-T cells to recognize
and “understand” incoming signals from the environment, allowing for
a certain degree of autonomy in the activation of the cells’ cytotoxic po-
tential. This study presents key strategies to improve the safety profiles of
CAR-T therapies.

Keywords: activation control, CAR-T, chimeric antigen receptor,
treatment safety

WSTEP

Immunoterapia adoptywna nowotwordw cieszy sie
w ostatnich latach rosngcym zainteresowaniem. Po-
lega ona na pobraniu od chorych komérek cytotok-
sycznych (limfocytéw T lub komoérek NK), ktére na-
stepnie w warunkach laboratoryjnych sa poddawane
aktywacji i modyfikacjom, majacym na celu wzmoc-
nienie ich dziatania cytotoksycznego wzgledem ko-
morek nowotworowych. W koncowym etapie zmo-
dyfikowane komérki uktadu odpornosciowego sa
z powrotem podawane chorym, od ktérych zostaly
wyizolowane.

Prawdziwym przelomem w dziedzinie terapii ad-
optywnych stalo sie opracowanie technologii chi-
merycznych receptoréw antygenowych — w skrécie
CAR (chimeric antigen receptor) oraz wykorzystanie
ich do modyfikacji genetycznej limfocytéw T lub ko-
morek NK. Receptor CAR jest czasteczka o budo-
wie modulowej, zbudowana z zewnatrzkomérko-
wej domeny wiazacej antygen pochodzacej z czesci
zmiennych przeciwciala, cze$ci zawiasowej (hin-
ge) oraz z wewnatrzkomoérkowej domeny aktywuja-
cej, pochodzacej z kompleksu receptora limfocytu

T (T cell receptor, TCR) [1]. Domena rozpoznajaca
antygen nowotworowy jest zazwyczaj jednotancu-
chowy fragment zmienny przeciwciata (single-chain
variable fragment, scFv). Wewnatrzkomérkowe do-
meny przekazujace sygnal pochodzg od czasteczek
sygnatowych obecnych na limfocytach T i w zalezno-
$ci od ich liczby i typu wyréznia sie kolejne genera-
cje CAR. W czasteczkach CAR I generacji przekazy-
wanie sygnalu odbywa si¢ jedynie poprzez fragment
taricucha CD3({. W II generacji, oprécz taricucha
CD3(, znajduje sie¢ dodatkowa domena ko-stymulu-
jaca, taka jak: CD28, 0X40, 4 1BB, CD27 lub DAP10.
I1I generacja receptor6w CAR zbudowana jest nato-
miast, oprocz taricucha CD3(, z dwéch w/w domen
w réznych kombinacjach. Konstrukty kodujace re-
ceptory CAR IV generacji wyposazaja modyfikowa-
ne komérki w mozliwo$¢ produkcji réznego rodzaju
cytokin, zwigkszajac tym samym ich potencjat cyto-
toksyczny [2]. Schemat budowy réznych generacji
receptoré6w CAR przedstawiono na ryc. 1.

Najwieksza zaleta receptoréw CAR jest unikatowy
mechanizm rozpoznawania antygenéw na komor-
kach nowotworowych. W przeciwienistwie do fizjo-
logicznego receptora limfocytéw T, ktéry rozpoznaje
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Ryc. 1. Schemat budowy receptoréw CAR réznych generacji.

antygen peptydowy w kompleksie z bialkiem MHC,
receptor CAR wiaze sie bezposrednio z antygenami
na powierzchni komérek nowotworowych. Efektem
tej reakcji jest indukcja cytotoksycznosci limfocy-
téw, prowadzaca do zabicia komérki nowotworowej
bez konieczno$ci prezentowania peptydéw pocho-
dzacych z antygenéw nowotworowych w kontekscie
czasteczek MHC.

Jak dotad najbardziej spektakularne sukcesy im-
munoterapii uzyskano z zastosowaniem limfocy-
téw CAR rozpoznajacych czasteczke CD19. W ba-
daniach klinicznych testujacych skutecznos¢ CAR
anty-CD19 u pacjentéw z zaawansowang ostrg bia-
taczka limfoblastyczna, wywodzaca sie z komoérek
B (B-cell acute lymhoblastic leukemia, B-ALL), uzy-
skano wspolczynnik calkowitej remisji choroby po-
miedzy 70 a 90% [3, 4]. Dotychczas amerykarska
Agencja Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Admi-
nistration, FDA) zarejestrowala kilka terapii komér-
kowych, wykorzystujacych limfocyty T zmodyfiko-
wane czasteczkami CAR, skierowanymi przeciwko
antygenowi CD19. Trzeba mie¢ jednak na uwadze,
ze ogromny sukces tej immunoterapii zwigzany jest
z faktem, ze obecno$¢ czasteczki CD19 ograniczo-
na jest do limfocytéw B i nowotworéw wywodza-
cych sie z tych komorek (chloniaki i biataczki), a nie
znajduje sie na powierzchni innych komoérek ani tka-
nek. Niedawno rejestracje uzyskata réwniez terapia

przeznaczona dla chorych z nawrotowym lub opor-
nym na leczenie szpiczakiem mnogim, skierowana
przeciwko antygenowi BCMA, charakterystycznym
dla dojrzatych limfocytéw B. Wobec powyzszego,
wybranie odpowiedniego antygenu do terapii CAR-
-T jest kluczowym krokiem do wyselekcjonowania
efektywnej, a jednocze$nie bezpiecznej terapii no-
wotworéw. W przypadku guzéw litych takich anty-
gendw jest stosunkowo niewiele, dlatego ukierunko-
wanie rozpoznania komdrek nowotworowych przez
limfocyty CAR-T jest duzo trudniejsze. Istotna role
w hamowaniu limfocytéw CAR-T wzgledem guzow
litych pelni tez mikrosrodowisko nowotworu, ktére
w duzej mierze moze hamowac aktywnos¢ cytotok-
syczna tych komorek.

Nalezy podkresli¢, ze terapia z wykorzystaniem ko-
morek efektorowych, zmodyfikowanych receptora-
mi CAR, nie jest wolna od dzialan niepozadanych,
czesto wymuszajacych zaprzestanie stosowania tej
terapii. Wyjatkowa skuteczno$¢ immunoterapii za
pomoca CAR sprawia, ze terapia ta dziata niczym
miecz obosieczny. Najcze$ciej spotykanymi powi-
ktaniami sg: potencjalnie §miertelny, prowadzacy
do niewydolnosci wielonarzadowej, ciezki zespot
uwalniania cytokin (zwigzany z nadmierna aktywa-
cja komérek efektorowych), powiklania ze strony
ukladu nerwowego (prawdopodobnie réwniez zwia-
zane z nadmiernym wydzielaniem cytokin), a takze

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2021 | 8 | 45-57

47



Graczyk-Jarzynka A.: Strategie poprawiajace profil bezpieczenstwa terapii CAR-T
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Ryc. 2. Pasywna kontrola aktywacji limfocytéw CAR-T moze byé uzyskana przez przejsciowg transfekcje przy uzyciu elektroporacji mRNA

receptora CAR lub dzieki optymalizacji budowy receptora CAR.

niespecyficzno$¢ dzialania receptoréw CAR, zwigza-
na z rozpoznawaniem antygenu znajdujacego sie nie
tylko na powierzchni komérek nowotworowych, lecz
takze w obrebie tkanek prawidtowych [5].

Obecnie najwiekszym wyzwaniem jest nie tylko od-
powiednie ukierunkowanie limfocytéw CAR-T, ale
réwniez kontrola ich aktywacji. W niniejszym opra-
cowaniu oméwione zostang najwazniejsze strategie
rozwijane w celu uzyskania wiekszej precyzji i bez-
pieczenstwa w stosowaniu terapii CAR-T nie tylko
w leczeniu nowotworéw hematologicznych, lecz tak-
ze w terapii guzéw litych.

PASYWNA KONTROLA AKTYWACJI
LIMFOCYTOW CAR-T

Metody pasywnej kontroli maja za zadanie ograni-
czy¢ niespecyficzna aktywacje limfocytéw CAR-T,
ale nie umozliwiaja zadnej kontroli nad tymi komér-
kami po podaniu ich do organizmu chorego. Najcze-
$ciej stosowanymi rozwigzaniami jest przej$ciowa
modyfikacja limfocytéw przy uzyciu elektroporacji
mRNA oraz optymalizacja budowy samego recepto-
ra CAR w celu bardziej precyzyjnego nakierunkowa-
nia go na wykrywany antygen, co przedstawia ryc. 2.

Przejsciowa transfekcja
W przeciwienstwie do stabilnej modyfikacji limfocy-

téw T przy uzyciu transdukcji lenti- lub retrowirusowej,
wykorzystanie elektroporacji mRNA do modyfikacji

limfocytéw T umozliwia przejsciowa ekspresje recep-
tora CAR w tych komérkach. Wprowadzone mRNA
zostaje przepisane na funkcjonalne biatko, a ekspresja
receptora CAR jest ograniczona postepujaca degrada-
cja wprowadzonego mRNA oraz zmniejszaniem si¢
jego zawarto$ci w limfocytach T wraz z kazdym po-
dziatem komoérkowym. Gléwna wada takiego ukladu
jest konieczno$¢ wielokrotnego podawania zmody-
fikowanych w ten sposéb limfocytéw. Zastosowanie
mRNA kodujacego receptory CAR zostalo z powo-
dzeniem przetestowane w badaniach przedklinicz-
nych in vitro i in vivo dotyczacych nowotwordw he-
matologicznych, celujacych w czasteczki: CD19 [6],
CD37 [7], CD33 [8] i CD123 [9] oraz w wybrane an-
tygeny obecne na guzach litych, takie jak: mezotelina
[10], c-Met [11] czy HER2 [12]. W powyzszych bada-
niach wykazano znaczna skuteczno$¢ przeciwnowo-
tworowg, o ile zmodyfikowane genetycznie komoérki
CAR-T podawano w kilkukrotnych dawkach. Nielicz-
ne badania kliniczne (NCT 02623582, NCT02277522,
NCTO01355965, NCT01897415, NCT01837602), prze-
prowadzone z wykorzystaniem przejéciowo zmodyfi-
kowanych komérek CAR-T, jasno wskazywaly, ze ta-
kie podejscie wywoluje mniej dzialan niepozadanych
u pacjentéw, w poréwnaniu z podawaniem stabil-
nie zmodyfikowanych limfocytéw T, niemniej efekty
terapeutyczne nie zawsze byly zadowalajace.

Optymalizacja budowy i selektywnosci
receptora CAR

Optymalne powinowactwo receptora CAR do antyge-
nu zalezy od wielu czynnikéw. W duzej mierze zalezne
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Zdalna kontrola aktywacji limfocytéw CAR-T
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Ryc. 3. Zdalna kontrola aktywacji limfocytéw CAR-T moze polega¢ na eliminacji komdrek CAR-T za pomocg A) genéw samohodjczych B)
markeréw powierzchniowych, odbywa sie na poziomie regulacji transkrypcji lub na poziomie biatka. Na poziomie hiatka testowane sg metody
farmakologicznego, czasowego wytgczenia limfocytéw CAR-T lub destabilizacji receptora CAR poprzez skrécenie jego czasu poéttrwania.
Stosuje sie tez metody roztaczenia domen ko-stymulujacych, a takze réznego rodzaju adaptery, majace na celu stworzenie uniwersalnych

receptoréw CAR.

jest od przeciwciata, z ktérego zbudowana jest ze-
wnatrzkomdrkowa domena rozpoznajaca antygen,
ale réwnie wazna jest dlugo$¢ i elastyczno$¢ rejonu
zawiasowego, a takze rodzaj domen ko-stymuluja-
cych [13]. Warto zaznaczy¢, ze — optymalizujac bu-
dowe receptora CAR — mozna znaczgco wplynac na
ograniczenie niepozadanych efektéw terapii CAR-T,
takich jak zesp6t uwalniania cytokin czy powiklania
ze strony ukladu nerwowego przy zachowaniu pel-
nego potencjalu cytotoksycznego tych komorek [14].
Obnizenie powinowactwa domeny wiazacej antygen
w receptorach CAR moze wiazad sie z ograniczeniem
niepozadanych efektéw rozpoznania antygenu na ko-
moérkach prawidlowych. O ile tak zmodyfikowane
limfocyty CAR-T zachowuja zdolno$¢ rozpoznania
antygenu na komoérkach nowotworowych o wyso-
kiej ekspresji danego antygenu, o tyle komérki pra-
widlowe o mniejszej gestosci tego antygenu pozosta-
ja nierozpoznane. Wykorzystanie receptoréw CAR
o niskim powinowactwie do antygenu jest szczegdl-
nie interesujace w przypadku antygenéw o ktérych
wiadomo, ze znajduja sie na tkankach prawidtowych
w malych iloéciach (np. HER2, EGFR). W modelach
in vitro i in vivo pokazano, ze obnizenie powinowac-
twa moze skutecznie regulowac aktywacje limfocy-
téw CAR-T nakierunkowanych na HER2 i EGFR oraz

oszczedzi¢ komérki prawidtowe [15, 16]. Podobnie
pokazano, ze w przypadku szpiczaka mnogiego ob-
nizenie powinowactwa receptoréw CAR wobec cza-
steczki CD38 skutecznie eliminuje komoérki szpicza-
ka mnogiego i jednoczes$nie oszczedza prawidlowe
limfocyty B, ktére maja mniej tego antygenu na swo-
jej powierzchni [17]. Wada tej strategii jest mozli-
wos¢ ucieczki spod nadzoru limfocytéw CAR-T ko-
morek nowotworowych, ktére charakteryzuja sie
niska ekspresja danego antygenu lub klondw, ktére
pod presja terapii CAR-T utracily zdolnos¢ do jego
ekspresji. W tym przypadku warto tez zaznaczy¢,
ze na powinowactwo receptora CAR do antygenu
wplyw bedzie mial zaréwno zastosowany promotor,
jak i wydajno$¢ transdukcji limfocytéw T. Pewnego
rodzaju rozwigzaniem jest integracja receptora CAR
w locus receptora limfocytéw T z wykorzystaniem
systemu CRISPR/Cas9, ktéra umozliwia uzyskanie
ekspresji receptora CAR poréwnywalnej z fizjolo-
giczng ekspresja TCR [18].

W niektérych przypadkach nowotworéw mozna
zaobserwowaé zmiany konformacyjne biatek albo
ich modyfikacje potranslacyjne, ktére nie wystepu-
ja w komérkach prawidtowych. Przykladowo poka-
zano, ze integryna p7 w szpiczaku mnogim ulega
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zmianom konformacyjnym, ktére moga by¢ wykryte
przez odpowiednie przeciwciata. Wykorzystanie na-
stepnie takiego przeciwciata do konstrukcji receptora
CAR gwarantuje pewien rodzaj selektywnosci wzgle-
dem komérek nowotworowych [19]. Zmianom nie-
kiedy ulega tez biatko po modyfikacjach translacyj-
nych. Pokazano, ze w komoérkach nowotworowych
zmienia sie poziom ekspresji niektérych enzyméw
odpowiedzialnych za glikozylacje bialek. Prowadzi
to do zmiany wzorca glikozylacji — zmniejszenia lub
zwiekszenia liczby i rodzaju przytaczonych grup cu-
krowych. W przypadku zmniejszenia stopnia gliko-
zylacji pokazano, ze mozliwe jest ukierunkowanie
terapii CAR-T na fragmenty bialka, epitopy kryp-
tyczne, ktére na komoérkach prawidtowych sa niedo-
stepne dla przeciwciala. Ta strategia zostala wyko-
rzystana do lepszego dopasowania powinowactwa
receptora CAR do zmienionego biatka MUCI1 [20].
W komérkach prawidtowych, w przeciwienstwie do
komérek nowotworowych, bialko MUCI jest zwia-
zane z dlugimi i rozgalezionymi resztami cukrowy-
mi. Zastosowanie diuzszego i bardziej elastycznego
rejonu zawiasowego pochodzacego z immunoglo-
buliny D umozliwito receptorom CAR anty-MUC1
wykrywanie epitopdw, znajdujacych sie blisko bto-
ny komoérkowej [21]. W dalszych badaniach pokaza-
no tez, ze zaburzony wzorzec O-glikozylacji biatka
MUCI stanowi idealng podstawe do wyselekcjono-
wania przeciwciala specyficznego dla zmian charak-
terystycznych dla komérek nowotworowych i wy-
korzystania go do skonstruowania funkcjonalnego
receptora CAR [22]. Dokfadne scharakteryzowanie
modyfikacji potranslacyjnych bialek powierzchnio-
wych w komdrkach nowotworowych moze w efekcie
poszerzy¢ wachlarz antygenéw, ktére moglyby sta-
nowic¢ potencjalne cele dla terapii CAR-T.

ZDALNA KONTROLA AKTYWACJI LIMFOCYTOW
CAR-T

Klasyczne limfocyty CAR-T to zywy lek, ktéry po
wprowadzeniu do organizmu biorcy zasadniczo po-
zostaje poza jakakolwiek kontrola. Proponowane
sa zatem rézne strategie, majace na celu zapewnie-
nie zdalnej kontroli nad modyfikowanymi komér-
kami oraz zmniejszenie ryzyka efektéw ubocznych
i niepozadanych tej terapii. Mozna wyznaczy¢ dwa
gléwne podejscia, majace na celu zwiekszenie po-
ziomu bezpieczenstwa terapii CAR-T. Pierwszym
z nich jest eliminacja komérek CAR-T z organizmu
biorcy poprzez zastosowanie genéw samobdjczych
lub markeréw powierzchniowych. W drugim podej-
$ciu stosuje sie réznego rodzaju systemy ograniczaja-
ce funkcjonalno$¢ komérek CAR-T u chorego. Moga
one polegad na regulacji transkrypcji receptora CAR,

farmakologicznym hamowaniu aktywacji komdrek
CAR-T, mogag bazowa¢ na odpowiedniej biatkowej
budowie receptora CAR, a niekiedy wymagaja zasto-
sowania specyficznych adapteréw do aktywacji lim-
focytéw CAR-T. Strategie zdalnej aktywacji limfocy-
téw CAR-T obrazuje ryc. 3.

Geny samobojcze i markery powierzchniowe

Zwiekszenie bezpieczenstwa stosowania terapii
CAR-T w pewnym stopniu moze by¢ uzyskane po-
przez wbudowanie genéw samobodjczych do kon-
struktu kodujacego receptor CAR. Geny samobdjcze
najczesciej koduja enzymy, ktére po podaniu nietok-
sycznego pro-leku maja za zadanie przeksztalcenie
go na poziomie komérkowym do toksycznego kon-
cowego produktu i do specyficznej eliminacji komo-
rek, w ktérych enzym ten ulega ekspresji. Przykta-
dem takich genéw jest gen kodujacy indukowalna
kaspaze 9 (iCasp9) [23], kinaze tymidynowa wirusa
herpes simplex (hsv-tk) [24] czy ludzka kinaze tymi-
dynowa (TMPK) [25]. Gen iCasp9 ulega stalej eks-
presji w komoérkach, do ktérych zostal wprowadzo-
ny. Funkcjonalna aktywacja tego biatka jest mozliwa
dzieki zastosowaniu maltoczasteczkowych zwiaz-
kéw (AP1903 lub AP20187), powodujacych jego di-
meryzacje i inicjacje kaskady, ktérej efektem korco-
wym jest apoptoza transdukowanych komérek [23].
Gen kinazy tymidynowej hsv-tk jest genem zalez-
nym od cyklu komérkowego. Kodowany przez nie-
go enzym fosforyluje przeciwwirusowy lek gancyklo-
wir (GCV), przeksztalcajac go do monofosforanéw.
Te z kolei z udziatem kinaz komérkowych fosfory-
lowane sg do tréjfosforanéw — zwiazkéw toksycz-
nych dla dzielacych sie komoérek [26]. Innym sposo-
bem, ktéry umozliwia eliminacje komdrek CAR-T,
jest zastosowanie réznego rodzaju markeréw po-
wierzchniowych, ktére w fizjologicznych warun-
kach sa nieobecne na limfocytach T. Markery te to
najczesciej skrécone formy bialka lub syntetyczne
epitopy umiejscowione w btonie komdrkowej lim-
focytéw CAR-T. Dwa najczesciej stosowane mar-
kery to skrécona forma biatka CD20, rozpoznawa-
na przez rytuksymab (przeciwciato anty-CD20) [27]
oraz skrécona forma biatka EGFR, rozpoznawana
przez cetuksymab (przeciwcialo anty-EGFR) [28,
29]. Podanie przeciwcial powoduje eliminacje limfo-
cytéw CAR-T w mechanizmie cytotoksycznosci za-
leznej od przeciwcial (antibody-dependent cellular
cytotoxicity, ADCC) lub dopelniacza (complement-
-dependent cytotoxicity, CDC). Opracowano réw-
niez epitop RQRS, ktéry rozpoznawany jest zaréw-
no przez przeciwcialo anty-CD34, jak i rytuksymab.
O ile przeciwcialo anty-CD34 stosowane jest w tym
przypadku jako marker selekcyjny do monitorowania
procesu produkcyjnego limfocytéw CAR-T, a takze
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ich poziomu in vivo, o tyle rytuksymab wykorzysty-
wany jest do usuniecia zmodyfikowanych limfocy-
téw T w organizmie chorego [30]. Warto zaznaczy¢,
ze u pacjentéw leczonych uprzednio chemioterapia
mozna zaobserwowac uposledzenie cytotoksyczno-
$ci przeciwcial zaleznej od dopelniacza i stad tez ist-
nieje ryzyko, ze podanie przeciwcial monoklonal-
nych nie usunie w razie potrzeby zmodyfikowanych
komérek. Nalezy rowniez podkresli¢, ze aktywacja
gendéw samobojczych lub podanie przeciwcial mo-
noklonalnych wiaze sie z trwalym usunieciem z or-
ganizmu zmodyfikowanych limfocytéw T, co nie jest
optymalnym rozwigzaniem, biorgc pod uwage czas
i koszt wyprodukowania i podania preparatu CAR-T
do organizmu biorcy.

Regulacja ekspresiji receptorow CAR na poziomie
transkrypcyjnym

Jednym ze sposobdéw regulacji ekspresji receptoréw
CAR w komorkach jest zastosowanie indukowalne-
go systemu opartego na kasecie sekwencji promo-
torowej, ktéra ulega aktywacji po podaniu antybio-
tyku z grupy tetracyklin. mRNA kodujace receptor
CAR jest produkowane jedynie w obecnosci doksycy-
kliny, a w przypadku jej braku obserwuje si¢ jedynie
minimalny bazowy poziom ekspresji. W badaniach
przedklinicznych wykazano skuteczno$¢ takiego sys-
temu w kontroli ekspresji konstruktu kodujacego re-
ceptor CAR skierowany wobec biatka CD147 w raku
watrobowokomérkowym [31] i potwierdzono jego
skuteczno$¢, wykorzystujac réwniez receptory CAR
anty-CD19 [32] oraz anty-CD38 [33] w nowotworach
hematologicznych. Najwyzszy poziom ekspresji re-
ceptora CAR anty-CD147 nastepowal po 24 godzi-
nach od podania doksycykliny, a po zakoniczeniu po-
dawania antybiotyku powracat do poziomu bazowego
dopiero po 48 godzinach [31]. Niewatpliwa wada tego
systemu jest konieczno$¢ podawania antybiotyku jako
induktora ekspresji receptora CAR oraz dlugi czas
»~wygaszania” jego produkcji, co nie adresuje w pelni
potrzeby szybkiego, funkcjonalnego wylaczenia lim-
focytéw CAR-T. Innym zaproponowanym rozwigza-
niem, badanym przez nasza grupe i zaproponowanym
réwniez przez innych badaczy, jest uzaleznienie eks-
presji receptora CAR od czynnikéw $rodowiskowych,
takich jak hipoksja. Jest to mozliwe dzigki stosowaniu
syntetycznych sekwencji promotorowych wzbogaco-
nych w miejsca wigzania dla czynnika HIF-1a [34].
Warto zaznaczy¢, ze bazowy poziom ekspresji recep-
tora CAR w tym systemie bywa wystarczajacy do wy-
posazenia limfocytéw w zdolnos$¢ do pelnienia funkcji
cytotoksycznych nawet w stanie normoksji. Podobnie
tez, jak w przypadku kasety tetracyklinowej, proble-
mem jest dlugi czas péttrwania receptora CAR na po-
wierzchni limfocytéw.

Regulacja dziatania receptora CAR na poziomie
biatka

W przeciwienstwie do regulacji transkrypcyjnej, re-
gulacja receptoréw CAR na poziomie bialka moze
mie¢ efekt natychmiastowy, stad wiele grup opra-
cowuje rozne strategie wplywajace na funkcjonal-
nos$¢ wprowadzonego konstruktu. Jak do tej pory
zaaprobowanymi metodami zwalczenia nadmier-
nej cytotoksycznosci limfocytéw CAR-T, zwigzanej
z ich masowa aktywacja, jest zastosowanie antago-
nistéw dla receptora IL-6 (tocylizumab) oraz wywo-
tanie ogélnego stanu immunosupresji przy uzyciu
sterydéw (gtéwnie deksoametazonu). Nadal jed-
nak brakuje bezposredniego wylacznika dziatania
limfocytéw CAR-T. Poszukiwanie zwiazkéw, ktére
z jednej strony dopuszczone sg do stosowania w kli-
nice i ktére bezposrednio moglyby blokowaé prze-
kazywanie sygnalu w zaktywowanych limfocytach
CAR-T, umozliwito wyselekcjonowanie grupy inhi-
bitoréw kinaz tyrozynowych, a w szczegdlnosci da-
zatynibu [30, 35]. Dazatynib zostal zaprojektowany
jako inhibitor biatka fuzyjnego BCR-ABL i stosowa-
ny jest w leczeniu przewleklej biataczki szpikowej
oraz Ph-dodatniej ostrej biataczki limfoblastyczne;j.
Pokazano natomiast, ze dazatynib blokuje réwniez
przekazywanie sygnalu zalezne od receptora limfo-
cytéw T, hamujac kinazy Src, Fyn i Lck [36]. Warto
zaznaczy¢, ze aktywacja limfocytéw CAR-T jest tak-
ze uzalezniona od tych kinaz i faktycznie pokazano,
ze zastosowanie dazatynibu w odwracalny sposéb
blokuje cytotoksycznos¢, wydzielanie cytokin oraz
proliferacje limfocytéow T zmodyfikowanych recep-
torem CAR anty-CD19. Efekt ,re-startu” i przywré-
cenia pelni potencjatu cytotoksycznego limfocytéw
CAR-T obserwowany byt dopiero po siedmiu dniach
od podania inhibitora. Co ciekawe, w mysim mode-
lu ciezkiego przebiegu burzy cytokinowej po poda-
niu limfocytéw CAR-T, zastosowanie dazatynibu
znaczaco tagodzilo przebieg choroby i zmniejszato
$miertelno$¢ badanych zwierzat [30]. Jest to jednak,
jak dotad, jedyny sposéb umozliwiajacy w przejscio-
wy sposéb farmakologicznie ,wylaczenie” limfocy-
téw CAR-T, ktéry wciaz wymaga odpowiedniej wali-
dacji w badaniach klinicznych.

Ciekawa koncepcje zdalnej regulacji aktywnosci re-
ceptora CAR zaproponowat Park i wsp., ktérzy za-
projektowali rusztowanie jednotaricuchowego frag-
mentu rozpoznajacego antygen CD33 lub EGFR
w oparciu o strukture nanoprzeciwciata specyficz-
nego dla metotreksatu. W obecnosci metotreksatu
struktura przeciwciala ulegala zmianom konforma-
cyjnym, uniemozliwiajacym rozpoznanie antyge-
nu CD33 lub EGFR, natomiast przy braku tego leku,
przeciwcialo skutecznie wigzalto sie do badanych
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biatek. Zaréwno badania in vitro, jak i in vivo poka-
zaly, ze komérki CAR-T wyposazone w receptor na
bazie tego przeciwciata skutecznie eliminuja komér-
ki nowotworowe, na ktére zostaty nakierowane, ale
metrotekstat wydajnie blokuje ich aktywnosc¢ [37].

Wiele grup badawczych opracowuje regulacje dzia-
tania receptora CAR poprzez bezposrednia optyma-
lizacje jego budowy. Jedna z proponowanych strate-
gii jest skrécenie czasu péltrwania receptora CAR
i uzaleznienie jego stabilizacji od 1) czynnikéw $ro-
dowiskowych, 2) czynnikéw farmakologicznych.
W pierwszym przypadku warunkiem determinuja-
cym stabilno$¢ receptora CAR moze by¢ m.in. hi-
poksja. Kilka grup badawczych, w tym nasza, wyko-
rzystuje w tym celu domene ODD (oxygen dependent
degradation domain) znajdujaca sie¢ w czynniku
HIF-1a. Sekwencja ODD jest naturalnie wystepuja-
ca w bialku HIF-1a domena kierujaca biatko do de-
gradacji (tzw. degron). Zawiera ona dwie proliny, kt6-
re w warunkach normoksji podlegaja hydroksylacji
i w tej formie sa rozpoznawane przez multikompleks
biatkowy ligazy ubikwityny E3 i czynnika von Hip-
pel-Lindau kierujacy biatko HIF-1a do degradacji
w proteasomie. W warunkach hipoksji czynnik HIF-
-1a, lub jakiekolwiek inne bialko zawierajace domene
ODD, ulega stabilizacji. Domena ODD wbudowana
w sekwencje receptora CAR moze skutecznie ogra-
nicza¢ dzialanie komérek zmodyfikowanych takich
konstruktem jedynie do rejonéw, w ktérych wyste-
puje hipoksja [38]. Rozwigzanie to réwniez nie jest
pozbawione wad, poniewaz stan czesciowego obni-
zenia stezenia tlenu moze wystepowac w réznych
miejscach w organizmie. Z tego powodu zastoso-
wany receptor CAR na pewno wymaga precyzyj-
nego dobrania celu terapeutycznego, zeby zapobiec
potencjalnej niespecyficznej cytotoksycznosci. Od-
mienne zastosowanie ,,degronéw” zostato pokazane
przez Juillerat i wsp. Wykorzystali oni sekwencje sa-
motnacej proteazy NS3, ktéra umiescili tuz za kar-
boksylowym konicem receptora CAR, a zaraz za nia
domene degradujaca. Proteaza ta mialta za zadanie
odcina¢ domene degradujaca i stabilizowa¢ receptor
CAR. Podanie inhibitora dla proteazy NS3, a kon-
kretnie azunaprewiru, blokowalo jej funkcje i tym
samym kierowalo caty receptor CAR do degradacji.
Autorzy pokazali, ze aktywnos$¢ limfocytéw T mo-
dyfikowanych takim receptorem CAR zalezy od ste-
zenia inhibitora proteazy NS3 [39]. Wada tego syste-
mu, z duza pewnoscia, jest wirusowe pochodzenie
proteazy NS3, ktéra moze by¢é wysoce immunogen-
na i przez to moze ograniczac skutecznos¢ dziatania
komérek CAR-T.

Inna strategia jest zastosowanie systemu tzw. rozdzie-
lonego receptora CAR (split CAR). W tym przypadku

komérki sa modyfikowane dwoma oddzielnymi
konstruktami, ktérych oba biatkowe produkty loka-
lizuja sie w btonie komérkowej. Jedno z biatek zbu-
dowane jest jak klasyczny receptor CAR, ale jedynie
z jedna domena ko-stymulujaca, ktérej sygnal jest
nie wystarczajacy do uruchomienia aktywnosci cyto-
toksycznej modyfikowanych limfocytéw. Posiada on
z kolei domene umozliwiajaca dimeryzacje z drugim
konstruktem, ktéry réwniez zawiera podobna dome-
ne i niezbedna dla aktywacji domene CD3(. Kluczo-
wym rozwiazaniem w tym systemie jest uzaleznienie
heterodimeryzacji obu konstruktéw od obecnosci
w $§rodowisku analogu rapamycyny. System ten za-
pewnia aktywacje cytotoksycznosci zaleznej od re-
ceptoré6w CAR jedynie, gdy w §rodowisku obecne
sa 2 sygnaly — rozpoznanie antygenu oraz chemicz-
ny ,pomost” umozliwiajacy polaczenie obu biatek
w funkcjonalng calo$¢ [40]. Tego typu rozwigzanie
mozna zaklasyfikowaé réwniez do bramki logicznej
typu AND, ktére zostana oméwione w dalszej cze-
$ci tego opracowania. Warto podkresli¢, ze recepto-
ry split-CAR oferuja czasowa i odwracalna kontrole
nad ilo$cia funkcjonalnych komérek CAR-T, nato-
miast nie chronia przed ich niespecyficzna aktywa-
cja na komoérkach prawidtowych, poniewaz brakuje
catkowitej kontroli nad biodystrybucja analogu rapa-
macyny w organizmie.

Receptory CAR dziatajagce w oparciu o adaptery

Wiele badan skupia sie na potencjale stworzenia uni-
wersalnych receptoréw CAR. Gléwnym zalozeniem
tego podejscia jest ukierunkowanie cytotoksyczno-
$ci zmodyfikowanych komérek na czasteczke ada-
pterowgy, a nie bezposrednio na dany antygen obec-
ny na komoérkach nowotworowych. Modyfikowane
komorki zawieraja wewnatrzkomérkowe domeny
aktywujace identyczne jak w klasycznych recepto-
rach CAR drugiej czy trzeciej generacji. Zewnatrz-
komoérkowa czes$c receptora CAR nie zawiera czesci
rozpoznajacej antygen obecny na komérkach no-
wotworowych, ale skonstruowana jest w taki spo-
s6b, zeby rozpoznawac fragment odpowiedniej cza-
steczki adapterowej. Czasteczka adapterowa zatem
stanowi linker, ktéry odpowiada za specyficzne roz-
poznanie antygenu na komérkach nowotworowych.
Kompleks czasteczki adapterowej i odpowiednie-
go receptora CAR zapewnia podobny poziom sku-
tecznos$ci w eliminacji komérek nowotworowych, jak
klasyczne receptory CAR. Ogromna przewaga tego
typu systemoéw jest mozliwosé modulowania aktyw-
nosci komoérek modyfikowanych adapterowym sys-
temem CAR. Odpowiedz cytotoksyczna zanika wraz
z usuwaniem czasteczek adapterowych z organizmu
i odwrotnie, kilkukrotne podanie tych czasteczek
pobudza aktywno$¢ modyfikowanych limfocytow.
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Bramki logiczne i autonomia aktywacji limfocytéw CAR-T
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Ryc. 4. Autonomia aktywacji limfocytéw CAR-T dzieki zastosowaniu bramek logicznych. W bramce typu NOT receptor iCAR (inhibitory
CAR) po rozpoznaniu antygenu hamuje aktywacje klasycznego receptora CAR. W bramce typu AND rozpoznanie dwdch réznych antygendw
rozpoznawanych przez osobne konstrukty aktywuje limfocyty CAR-T. W strategii synNotch rozpoznanie pierwszego antygenu (aktywacja receptora
Notch) uruchamia ekspresje receptora CAR i umozliwia rozpoznanie drugiego antygenu.

Istnieje kilka réwnolegle rozwijanych platform, kté-
re mozna podzieli¢ na 3 klasy adapterowych recep-
toréw CAR opartych o: wigzanie fragmentu Fc prze-
ciwcial, wigzanie specyficznych znacznikéw oraz
wykorzystujace bispecyficzne przeciwciala. Pod-
waliny pod strategie wykorzystania adapterowych
CAR-6w zostaly zdefiniowane w 2006 roku przez
Clémenceau i wsp., ktérzy wykorzystali oddzialywa-
nie czasteczki CD16 z fragmentami Fc immunoglo-
bulin do stworzenia receptora CAR zbudowanego
z zewnatrzkomdrkowej domeny bialka CD16 i we-
wnatrzkomoérkowej domeny FceRly [41]. W kolej-
nych etapach powstawaly receptory CAR zawiera-
jace domeny przekazujace sygnal z receptoréw CAR
pierwszej i drugiej generacji, a limfocyty T mody-
fikowane takimi konstruktami wykazywaty duza
skuteczno$é cytotoksyczna in vitro i in vivo [42].
Réwnolegle rozwijano kolejne strategie, w ktérych
zewnatrzkomérkowa domena adapterowego recep-
tora CAR zbudowana byla z awidyny [43], fragmentu
scFv przeciwciala rozpoznajacego bialko FITC [44],
syntetycznych epitopéw [45] czy w oparciu o dome-
ne suwaka leucynowego [46]. Wada tego typu syste-
moéw jest wysoka immunogenno$¢ niektérych ze sto-
sowanych znacznikéw, jak np. w przypadku systemu
opartego o awidyne i biotyne czy biatko FITC. Innym
sposobem aktywacji receptorow CAR jest wykorzy-
stanie bispecyficznych przeciwcial, ktére stanowia
pomost umozliwiajacy z jednej strony zwigzanie an-
tygenu na komoérkach nowotworowych, a z drugiej
strony oddzialuja z zewnatrzkomérkowa domena
receptora CAR, ktéra czesto jest zbudowana na ba-
zie fragmentu receptora folianowego lub wariantu
biatka EGFRVIII, a nie klasycznie na bazie przeciw-
ciala [47, 48]. Interesujaca koncepcje stanowi wyko-
rzystanie potencjalu limfocytéw zmodyfikowanych

receptorem CAR anty-CD19 w sytuacji, gdy docho-
dzi do wznowy potaczonej z utrata antygenu CD19
z powierzchni komérek nowotworowych. W tym
przypadku bispecyficzne przeciwcialo opracowa-
ne jest w taki sposéb, ze zawiera w swojej strukturze
fragment biatka CD19 rozpoznawany przez receptor
CAR oraz fragment przeciwciala rozpoznajacy nowy
cel terapeutyczny, ktérym moglaby by¢ np. czastecz-
ka CD20, co umozliwitoby dalsza walke z nowotwo-
rem [49].

BRAMKI LOGICZNE | AUTONOMIA AKTYWACJI
LIMFOCYTOW CAR-T

Zastosowanie rozwigzan typu logicznego jest szcze-
gélnie istotne w terapii guzéw litych, gdzie coraz
wigkszy nacisk ktadzie si¢ na rozréznienie pomie-
dzy komérkami nowotworowymi a komérkami pra-
widltowymi. Bramki logiczne w uktadzie biologicz-
nym tworzone sa poprzez wzmocnienie sygnalu
aktywacji limfocytow CAR-T w bramce typu AND
lub poprzez wyhamowanie tego sygnalu w bramce
typu NOT. W wyniku zastosowania takich rozwia-
zan modyfikowane limfocyty CAR-T nabieraja au-
tonomii w skutecznym i specyficznym rozpoznaniu
komérek nowotworowych, co zilustrowane zostato
naryc. 4.

Bramka typu ,NOT”

Selektywno$¢ rozpoznania komérek nowotworo-
wych moze by¢ uzyskana poprzez hamowanie ak-
tywnosci cytotoksycznej wobec komérek prawi-
dtowych. W tym celu najczesciej wykorzystuje sie
hamujace receptory CAR (inhibitory CAR, iCAR).
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Receptory te w przeciwienistwie do klasycznych
receptoré6w CAR zamiast domen stymulujacych
wyposazone sa w wewnatrzkomérkowe domeny
hamujace pochodzace z bialek CTLA-4 lub PD-1.
Rozpoznanie antygenu na powierzchni prawidlo-
wych komoérek prowadzi do defosforylacji kom-
pleksu receptora i tym samym zahamowania ak-
tywnosci zmodyfikowanych limfocytéw. Receptory
iCAR maja za zadanie ograniczy¢ dzialanie komo-
rek CAR-T jedynie do komérek, ktére nie maja na
swojej powierzchni danego antygenu. Duza uwa-
ge zwraca sie na fakt, aby antygen rozpoznawany
przez receptor iCAR znajdowat sie w duzej ilosci
na komoérkach prawidtowych, a prawie nie wyste-
powal na komérkach nowotworowych. Pokazano
na przyklad, ze wprowadzenie do komérek dwéch
typow receptoréw — jednego klasycznego recepto-
ra CAR anty-CD19 z domenami ko-stymulujacy-
mi CD28 i CD3( oraz hamujacego receptora roz-
poznajacego antygen PSMA — skutecznie ogranicza
cytotoksyczno$é tak modyfikowanych limfocytéow
wobec komérek nowotworowych, posiadajacych
na swojej powierzchni oba antygeny. Limfocyty te
natomiast skutecznie niszczyly komérki CD19-do-
datnie, a PSMA-ujemne [50]. Nalezy zaznaczy¢, ze
uzyty uktad do$wiadczalny byl ,sztuczny’, gdyz fi-
zjologicznie komorki, majace jednocze$nie antygen
CD19 i PSMA, nie wystepuja w ludzkim organi-
zmie. Tym samym najwiekszym problemem dalsze-
go rozwijania tego typu terapii jest brak odpowied-
niego antygenu, bedacego celem dla klasycznego
receptora CAR i nieobecnego na tkankach prawi-
dlowych.

Bramka typu ,AND"

W tym podejsciu aktywacja limfocytéw CAR-T moz-
liwa jest jedynie po rozpoznaniu kombinacji anty-
genéw. Najczesciej stosowanym rozwigzaniem jest
wykorzystanie dwé6ch konstruktéw, z ktérych kaz-
dy zawiera domene zewnatrzkomoérkowa ukierunko-
wang na rozpoznanie innego antygenu. Dodatkowo
jeden z konstruktéw zawiera wewnatrzkomoérko-
wa domene CD3(, a drugi ko-stymulujaca domene
CD28 lub 4-1BB. Taka strategia zostala z sukcesem
zaimplementowana w badaniach przedklinicznych
na modelach raka piersi oraz prostaty. Przyklado-
wo, jeden receptor rozpoznawat antygen PSCA, na-
tomiast drugi receptor CAR rozpoznawal antygen
PMSA. Oba antygeny sa obiecujacym celem tera-
peutycznym w oparciu o komoérki CAR-T, ale kaz-
dy z nich wystepuje rowniez w stanie fizjologicz-
nym na komoérkach prawidtowych. W badaniach in
vivo nowotwory PSCA- i PMSA-dodatnie byly sku-
tecznie niszczone przez limfocyty CAR-T, podczas
gdy nowotwory majace ekspresje jedynie jednego

antygenu nie byly niszczone [51, 52]. GI6wnym
mankamentem tego systemu jest fakt, ze nawet cze-
$ciowa aktywacja limfocytéw T moze by¢ wystar-
czajacym sygnalem do wlaczenia aktywnosci cyto-
toksycznej limfocytow CAR-T.

Bardziej zaawansowanym zastosowaniem bramki
logicznej typu AND jest wykorzystanie dwéch réz-
nych typéw receptorédw, z ktérych aktywacja pierw-
szego bezposrednio, na poziomie transkrypcji steru-
je ekspresja receptora CAR w limfocytach T. W tym
systemie rozpoznanie pierwszego antygenu aktywu-
je zmodyfikowany, ,syntetyczny” receptor Notch
— synNotch (synthetic Notch), co skutkuje cigciem
proteolitycznym i uwolnieniem biatka — czynnika
transkrypcyjnego, ktéry z kolei uruchamia ekspresje
receptora CAR ukierunkowanego na rozpoznanie in-
nego antygenu obecnego na komérkach nowotworo-
wych. Nalezy podkresli¢ sekwencyjny charakter tych
zdarzen, ktéry umozliwia rozréznienie tkanek, kté-
re majg oba antygeny na swojej powierzchni od tych,
ktére maja tylko jeden [53, 54]. Przykladowo, komor-
ki neuroblastomy charakteryzuja sie¢ wysokim pozio-
mem bialka GD2 oraz B7H3. Wykorzystanie klasycz-
nych receptoréw CAR, zwlaszcza wobec antygenu
GD2, wigzalo sie ze $miertelna neurotoksycznoscia
w badaniach in vivo. Natomiast wykorzystanie biatl-
ka GD2 jako sygnalu do aktywacji receptora Notch
i uruchomienia ekspresji receptora CAR anty-B7H3
znaczaco poprawilo bezpieczeristwo stosowania mo-
dyfikowanych komérek przy ograniczeniu ich nad-
miernej aktywacji [55]. System synNotch umozli-
wia ponadto wprowadzenie do jednej komorki kilku
réznych syntetycznych receptoréw Notch, z ktérych
aktywacja kazdego moze powodowaé uwolnienie
réznych czynnikéw transkrypceyjnych i tym samym
uruchomienie réznych, a czasami komplementar-
nych programoéw sterujacych dalszym losem mody-
fikowanych komorek [54].

WNIOSKI

Terapia CAR-T jest niezwykle skuteczna tera-
pia w przypadku nowotworéw hematologicznych,
w ktérych standardowe schematy leczenia nie przy-
nosza oczekiwanych wynikéw. Warto podkresli¢,
ze sukces tej terapii w duzej mierze zalezy od selek-
tywnosci eliminacji komdrek CD19-dodatnich, czy-
li komérek wywodzacych sie z limfocytéw B. Ukie-
runkowanie terapii CAR-T na inne antygeny jest
w duzej mierze utrudnione przez brak specyficz-
nych celéw terapeutycznych obecnych jedynie na
komoérkach nowotworowych, a nieobecnych na ko-
moérkach zdrowych. Zarejestrowanie pod koniec
marca 2021 pierwszej terapii CAR, ukierunkowanej
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na antygen inny niz CD19, a konkretnie na BCMA,
z jednej strony budzi ekscytacje rozwojem immu-
noterapii opartych na komérkach CAR-T, a z dru-
giej budzi obawy o bezpieczenstwo ich stosowania.
Rejestracja kolejnych komérkowych terapii rozpo-
znajacych mniej unikalne antygeny bedzie w duzej
mierze zalezala od tego, czy uda sie skutecznie wy-
eliminowac niebezpieczenistwo rozpoznania danego
antygenu na komoérkach prawidtowych. W pazdzier-
niku 2020 rozpoczelo sie pierwsze badanie klinicz-
ne oceniajace zdolno$¢ dazatynibu do zdalnej kon-
troli limfocytéw CAR-T podawanych pacjentom
(NCT04603872), jak dotychczas, jedynego farmako-
logicznego $rodka o potencjale do czasowego wyla-
czenia dzialania limfocytéw CAR-T, ale na jego wy-
nik trzeba jeszcze poczekac.

PISMIENNICTWO

Uzbrojenie komérek CAR-T w zdolno$¢ do reago-
wania na zmienione mikro$rodowisko nowotworu,
precyzyjny dobdr antygenu badz jego modyfikacji
specyficznych dla nowotworu, ktére maja by¢ celem
terapeutycznym, a takze réznego rodzaju logiczne
bramki sterujace ekspresja receptora CAR maja duza
szanse zagwarantowania skuteczno$ci dzialania, jak
i ograniczenia dziatan niepozadanych.
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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 ukazuja 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 helsiniskiej i w zwiazku z tym oczekuje
od autoréw, aby wszelkie badania wykonane z udzialem czlo-
wieka zostaly przeprowadzone zgodnie z tymi zasadami.

REGULAMIN RECENZOWANIAIPRZYJMOWANIA 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 redakcyjny Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji pod
wzgledem poprawno$ci przygotowania manuskryptu, doku-
mentacji fotograficznej, obecnos$ci 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 uprawnienn Rady Naukowej i nie podlega odwo-
taniu. Podjetych decyzji Rada Naukowa nie musi uzasadniac.

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

ZEZWOLENIA NA DRUK

Materiatom wykorzystanym z innych Zrédet 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 Redakgcji czasopisma, ktére udostepnilo 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. Publikowaé 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 ktérym 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 artykutu. 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 ilosciowych. 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, nierozwigzanych probleméw itp.,
uwzgledniajace wlasciwie dobrane pismiennictwo;

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

« krétkie doniesienia: opisy wybranych rozwiazan 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 dotyczgce 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).

PRZYGOTOWYWANIEINADSYLANIE MANUSKRYPTOW
Tekst

Manuskrypt powinien by¢ przygotowany w dowolnej wersji
Microsoft Word. Tekst nalezy pisa¢ czcionka 12-punktowa
Times New Roman z odstepami pé6ltorej 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¢ strone tytulowa, na ktérej znajduja sie

nastepujace informacje:

« pelny tytul artykutu w jezyku polskim i angielskim,

« imie i nazwisko kazdego autora (bez tytuléw), jednostke
organizacyjna kazdego autora (miejsce pracy),

« streszczenie w jezyku polskim i angielskim,

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

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

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

Streszczenia

Streszczenia nie powinny przekraczac 250 stéw.

W tekscie pracy nalezy 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 badar (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.




Pi$miennictwo zawiera pozycje z literatury ponumerowane
w kolejnosci ich wystepowania w tekscie (styl Vancouver), wy-
brane pod wzgledem waznoéci, aktualnosci i dostepnosci. Po-
zycje wystepujace po raz pierwszy w tabelach lub rycinach na-
lezy ponumerowac tak, aby utrzymac kolejno$¢ z pozycjami
cytowanymi w tekscie.

DOPUSZCZALNE FORMATY CYTOWANIA

We wszystkich przypadkach prosimy o zwrdcenie uwagi na
stosowane znaki interpunkcyjne oddzielajace poszczegdlne
pola bibliograficzne cytowanej pozycji. Zrédla 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 czasopismie

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 erratag

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 cytowad, 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 majg swoja numeracje w kolejnosci wystepowania
pierwszego odwotania w tekscie oraz krétki tytul. W nagléw-
kach kolumn stosuje sie krétkie hasta lub skréty. Wskaza-
ny jest najprostszy mozliwy uktad tabeli, bez zbednych po-
ziomych lub pionowych linii podzialu. Wyjasnienia, w tym
tlumaczenia niestandardowych skrétéw, nalezy umiesci¢
w przypisach pod tabela, nie za§ 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 btad pomiaru sredniej.
Jezeli dane pochodza z innego Zrédta opublikowanego lub nie-
publikowanego, nalezy uzyskac zgode i podaé zrédto w pelnym
cytacie.

Ryciny i zdjecia powinny by¢ wykonane profesjonalnie; nie-
dopuszczalne s napisy reczne. Redakcja przyjmuje ryciny
i zdjecia w formie elektronicznej w mozliwe najwyzszej jakos-
ci (rozdzielczo$¢ min. 300 dpi). Litery, cyfry i symbole musza
by¢ wszedzie jasne i rtownomierne i mie¢ taki rozmiar, aby po
zmniejszeniu w celu drukowania pozostaly czytelne. Tytuly
i wyjasnienia nalezy pisa¢ w podpisach, nie za$ na samych ry-
cinach.




Ryciny powinny by¢ ponumerowane w kolejno$ci wystepowa-
nia pierwszego odwotania w tek$cie. Nalezy sie upewni¢, 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 skrotéow 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 zlozony 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 korespondenc;ji 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. Kasprzaka 31A/184, 01-234 Warszawa
tel.: +48 22 487 53 93

e-mail: office@indexcopernicus.com




o Po/pharma

Jestesmy jednym z narodowych czempionéw gospodarczych i najwiekszym polskim producentem
lekow. Wptywamy na rozwdj polskiej gospodarki w oparciu o wiedze i innowacyjne technologie.
Naszym mottem jest hasto ,Ludzie pomagajg Ludziom”. Od ponad 85 lat cieszymy sie zaufaniem

lekarzy, farmaceutoéw i pacjentéw, wytwarzajac leki wysokiej jakosci, bezpieczne i skuteczne.

Jestesmy
dumni

2 N3sz2ego
ro2woju

® Jestesmy liderem polskiego rynku farmaceutycznego.

® Dynamicznie rozwijamy sie w regionie Europy
Srodkowo-Wschodniej i Azji Centralnej.

® Zatrudniamy ok. 7500 pracownikéw w Polsce i za granica.

e Od 2000r. zainwestowalismy okoto 2,5 mid zt
w badania i rozwéj - najwiecej w polskiej farmaciji.
® PrzeznaczyliSmy ponad 25 min zt na rozwéj polskiej
nauki i dziatalno$¢ Naukowej Fundacji Polpharmy.

o Wdrazamy najlepsze praktyki spotecznej
odpowiedzialnosci biznesu.

www.polpharma.pl




NAUKOWA
FUNDACJA
POLPHARMY

ul. Bobrowiecka 6
00-728 WARSZAWA

www.polpharma.pl/fundacja




