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Kierunki rozwoju farmakoterapii hiperurykemii

1. Wstep

Wedtug wytycznych American College of Rheumatology hiperurykemia jest defi-
niowana jako stezenie kwasu moczowego w surowicy rowne co najmniej 6,8 mg/dl.
Stwierdzono, ze hiperurykemia jest zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju dny
moczanowej, kamicy nerkowej, przewlektej choroby nerek oraz choréb uktadu sercowo-
-naczyniowego [1]. Ponadto, ze zwigkszong czegstoscia wystepuje w przebiegu takich
chorob, jak: choroby limfoproliferacyjne i mieloproliferacyjne, choroba nowotwora,
zwlaszcza w trakcie chemioterapii lub radioterapii (zesp6t lizy guza), a takze czerwie-
nica prawdziwa [2]. Hiperurykemia wystepuje czesciej u 0sob o duzym ryzyku sercowo-
-naczyniowym, u kobiet po menopauzie, u 0sob rasy innej niz biata oraz u os6b w wieku
podeszlym. W ciagu ostatnich lat czestos¢ wystepowania hiperurykemii wzrosta, co
moze by¢ spowodowane zmiang nawykoéw zywieniowych i stylu zycia, zwigzanych
Z rosngcym statusem spoteczno-ekonomicznym spoteczenstwa w wielu krajach [3, 4].

Kwas moczowy jest koncowym produktem katabolizmu puryn i powstaje w reakcji
katalizowanej przez oksydaze ksantynowa, ktora zachodzi gtéwnie w jelicie i watrobie
[5, 6]. Wydalanie kwasu moczowego nastgpuje glownie przez nerki, jednakze wigkszo$¢
kwasu moczowego przesgczonego w kiebuszkach nerkowych ulega reabsorpcji w kana-
likach proksymalnych przez transporter kwasu moczowego 1 (URATL, ang. uric acid
transporter 1), za§ w mniejszym stopniu za posrednictwem transporterow GLUT9
(ang. glucose transporter 9) oraz transporteréw OAT (ang. organic anion transporter).
Blokowanie tych transporterow (w szczegolnosci URAT1) prowadzi do zahamowania
reabsorpcji kwasu moczowego z moczu pierwotnego oraz wzrostu jego stezenia
W moczu ostatecznym (dziatanie urykozurycznie), co prowadzi do obniZenia st¢zenia
kwasu moczowego we krwi [7].

Do lekéw obnizajacych stezenie kwasu moczowego we krwi, stosowanych w ruty-
nowej praktyce klinicznej, naleza inhibitory oksydazy ksantynowej, inhibitory URAT1
(leki urykozuryczne) oraz preparaty rekombinowanej oksydazy moczanowej (leki
urykolityczne) [8]. Obecnie stosowane inhibitory oksydazy ksantynowej (allopurynol,
febukstostat) czasami wywotujg cigzkie dziatania niepozadane, takie jak zespot Stevensa-
-Johnsona, martwica toksyczno-rozptywna naskorka i zespot nadwrazliwosci na allo-
purynol. Podczas stosowania lekow urykozurycznych istnieje natomiast obawa powstania
ztogdw w drogach moczowych i uposledzenia czynnosci nerek. Niezbedne jest zatem
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poszukiwanie nowych, bardziej skutecznych i bezpiecznych lekéw obnizajgcych
stezenie kwasu moczowego [9, 10].

W ramach terapii hiperurykemii istotng rolg¢ odgrywa réwniez dieta z ogranicze-
niem podazy pokarmow bogatopurynowych, takich jak migso, podroby, owoce morza,
a takze substancji nasilajacych katabolizm nukleotydow, do ktorych nalezy fruktoza
oraz alkohol. Utrzymywanie prawidlowej masy ciala jest roOwniez istotne, poniewaz
wykazano, ze nadwaga i otylo$¢ zwigksza ryzyko wystgpienia hiperurykemii. Warto
rowniez starannie rozwazy¢ wskazania do stosowania lekow, ktore sprzyjaja wzrostowi
stezenia kwasu moczowego we krwi, takich jak: diuretyki tiazydowe, niektore leki
przeciwdrgawkowe (walproinian i fenobarbital), cyklosporyna, teofilina, pirazynamid
i kwas acetylosalicylowy [11-13].

Celem niniejszej pracy jest przeprowadzenie przegladu literatury oraz przedsta-
wienie najwazniejszych informacji na temat wynikow wybranych badan klinicznych
i przedklinicznych, dotyczacych substancji badanych pod katem ewentualnego zastoso-
wania w leczeniu hiperurykemii.

2. Wyniki badan klinicznych

2.1. Dotinurad

Dotinurad jest selektywnym inhibitorem transportera URAT1. W 2019 roku opubli-
kowano wyniki dwunastotygodniowego, randomizowanego, wieloosrodkowego badania
klinicznego drugiej fazy, z podwojnie §lepa proba, kontrolowanego placebo, w grupach
réwnoleglych, z eskalacja dawki. Dotinurad zastosowano w dawkach 0,5, 1, 2 lub 4 mg.
Pierwszorzedowym punktem koncowym byla procentowa zmiana st¢zenia kwasu
moczowego w surowicy, mierzona od wizyty poczatkowej do wizyty koncowe;.
Drugorzgdowym punktem konicowym byt odsetek pacjentow, ktorzy podczas wizyty
koncowej uzyskali stezenie kwasu moczowego w surowicy mniegjsze lub réwne 6 mg/dl.
W badaniu uczestniczyto dwustu Japonczykow z hiperurykemia, wérod ktorych byty
0soby z rozpoznang dng moczanowa oraz bez rozpoznanej dny moczanowej. Wsrod
0sob stosujacych dotinurad w dawce 0,5 mg, 1 mg, 2 mg i 4 mg stezenie kwasu
moczowego we krwi uleglo zmniejszeniu odpowiednio o 21,81%, 33,77%, 42,66%,
61,09%, za$§ w grupie osob otrzymujacych placebo ulegto zwigkszeniu o 2,83%.
W grupach badawczych odsetek pacjentow, ktorzy osiagneli stezenie kwasu moczowego
W surowicy nie wyzsze niz 6 mg/dl na ostatniej wizycie, wynosil odpowiednio 23,1%,
65,9%, 74,4%, i 100%, wedlug rosngcej dawki leku, natomiast w grupie kontrolnej
drugorzedowy punkt koncowy nie zostatl osiagniety przez zadnego z uczestnikow
badania. Cze¢sto$¢ wystgpowania zdarzen niepozadanych nie wzrastata istotnie wraz ze
wzrostem dawki wsérod osob przyjmujacych dotinurad. Nie zaobserwowano istotnych
réznic w czgstosci wystgpowania zapalenia stawéw w przebiegu dny moczanowej
pomiedzy grupami [14].

W innym badaniu dodatkowo poréwnano skuteczno$¢ dotinuradu z febuksostatem.
Bylo to wieloosrodkowe, randomizowane badanie kliniczne z podwojnie $lepa proba,
w grupach rownolegtych. Leczenie w grupach osob otrzymujacych dotinurad i febuk-
sostat rozpoczeto od dawki dobowej odpowiednio 0,5 mg i 10 mg, a nastepnie
zwickszano dawke dobowa odpowiednio do 2 mg i 40 mg przez czternascie tygodni.
Do badania wiaczono tacznie dwustu trzech pacjentdéw z hiperurykemia, z rozpoznana
dna moczanowa lub bez, ktorzy zostali losowo przydzieleni do grupy otrzymujacej
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dotinurad lub febuksostat (odpowiednio sto dwie osoby oraz sto jeden 0séb). Procen-
towa zmiana stg¢zenia kwasu moczowego w surowicy, mierzona od wizyty poczatkowej
do wizyty konicowej, wyniosta 41,82% w grupie osob przyjmujacych dotinurad i 44,00%
w grupie osob przyjmujacych febuksostat. Potwierdzono réwnowaznos¢ dotinuradu
z febuksostatem pod wzgledem dziatania obnizajacego stezenie kwasu moczowego w su-
rowicy. Nie stwierdzono wystapienia zadnych powaznych dziatan niepozadanych [15].

W innym badaniu, ktdre trwato pigcdziesigt osiem tygodni, zweryfikowano sku-
tecznos$¢ 1 bezpieczenstwo stosowania dotinuradu przez trzystu trzydziestu pacjentow
Z hiperurykemia, z rozpoznang dng moczanowa lub bez. Dawka dotinuradu rozpoczy-
nata si¢ od 0,5 mg na dobe i byla stopniowo zwigkszana do 2 mg na dobe. Jezeli
stezenie kwasu moczowego w surowicy pacjenta w czternastym tygodniu nie osiggneto
wartosci nizszej niz 6 mg/dl, dawke zwigkszano do 4 mg na dobg. Po stosowaniu leku
w dawce 2 mg stezenie kwasu moczowego W surowicy w trzydziestym czwartym
i pigédziesigtym 6smym tygodniu zmniejszyto si¢ odpowiednio o 46,73% i 47,17%,
za$ po zastosowaniu leku w dawce 4 mg odpowiednio o 54,92% i 57,35%. Po zakonczeniu
badania odsetek pacjentow, ktorzy osiagneli stezenie kwasu moczowego w surowicy
mniejsze niz 6 mg/dl przy dawce 2 mg, wynosit odpowiednio 89,11% i 91,30%, za$
przy 4 mg ten sam wskaznik wynosit odpowiednio 97,50% i 100,00% [16].

2.2. Werinurad

Werinurad jest inhibitorem URAT]1 stosowanym jednocze$nie z inhibitorem oksy-
dazy ksantynowej.

Celem pierwszego omawianego badania dotyczacego werinuradu, bylo zastosowa-
nie opracowanego pdlmechanistycznego modelu ekspozycja-odpowiedz dla kinetyki
kwasu moczowego, w celu uwzglednienia zmiennosci migdzyosobniczej, w odniesieniu
do werinuradu i jego kombinacji z inhbitorem oksydazy ksantynowej. Przeanalizowano
dwanascie badan klinicznych, obejmujacych tacznie czterystu trzydziestu czterech pa-
cjentow, w tym osoby zdrowe, z hiperurykemia oraz osoby z zaburzeniami czynnosci
nerek. Wedlug tej pracy, wartoSci ECso, czyli st¢zenie leku we krwi, przy ktorym
osigga on potowe maksymalnej efektywnosci w dzialaniu obnizajacym stezenie kwasu
moczowego we krwi, dla werinuradu, febuksostatu i oksypurynolu, wynosity odpo-
wiednio: 29, 128 i 13 030 mg/ml. Pacjenci z dng moczanowa wykazywali wyzsze ECso
w poroéwnaniu ze zdrowymi ochotnikami, natomiast nie stwierdzono istotnej r6znicy
U pacjentéw z bezobjawowa hiperurykemia [7].

W drugim z analizowanych badan prowadzonych z uzyciem werinuradu, ocenie
podlegal wptyw dapagliflozyny dodanej do werinuradu i febuksostatu na wydalanie
kwasu moczowego. Byto to badanie randomizowane, kontrolowane placebo. W badaniu
uczestniczyly osoby doroste z bezobjawowa hiperurykemia. Trzydziesci sze$¢ osob
zostato losowo przydzielonych do stosowania doustnie 9 mg werinuradu, 80 mg febuk-
sostatu i 10 mg dapagliflozyny raz na dobe¢ przez siedem dni lub do drugiej grupy,
W ktérej podawano raz dziennie 9 mg werinuradu, 80 mg febuksostatu i placebo przez
siedem dni. Stezenia kwasu moczowego byly nizsze w przypadku grupy otrzymujacej
dapagliflozyne niz w grupie otrzymujacej placebo ($rednia roznica wynosilg —
62,3 umol/l). Nie stwierdzono klinicznie istotnych réznic w zakresie bezpieczenstwa
leczenia [1].
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2.3. DKB114

DKB114 to mieszanina ekstraktu z kwiatu Chrysanthemum indicum i Cinnamomum
cassia. Badanie przeprowadzone z DKBI114 bylo randomizowanym, dwunasto-
tygodniowym, podwdjnie zaslepionym badaniem kontrolowanym placebo. Lacznie
W badaniu uczestniczyto osiemdziesiagt osob z bezobjawowg hiperurykemia, w tym
czterdziesci 0sob zostato wlaczonych do grupy badawczej i przyjmowato DKB114, za$
czterdzie$ci 0s0b otrzymywato placebo. Nie zaobserwowano znaczacej réznicy miedzy
grupami 0s6b otrzymujacych DKB114 i placebo w zakresie stezenia kwasu moczowego
W surowicy po szesciu tygodniach. Jednak po dwunastu tygodniach stezenie kwasu
moczowego w surowicy osob z grupy osob otrzymujacych DKB114 obnizylo si¢ 0 0,58
+0,86 mg/dl i wynosito 7,37 +£0,92 mg/dl, natomiast w grupie placebo zmniejszylto sie
0 0,02 £0,93 mg/dl i wynosito 7,67 0,89 mg/dl, a rdznica byla istotna statystycznie [17].

2.4. Glicyna i tryptofan

W randomizowanym, podwojnie zaslepionym, kontrolowanym placebo badaniu,
trwajacym szesnascie tygodni, zbadano wpltyw codziennej suplementacji glicyny
i tryptofanu na stezenie kwasu moczowego. W badaniu uczestniczyly osoby w wieku
od 20 do 64 lat, ze stgzeniem kwasu moczowego we krwi w zakresie od 6,6 mg/dl do
7,9 mg/dl. Do badania zakwalifikowano trzydziesci dwie osoby. Osoby zakwalifikowane
do grupy badawczej przyjmowaty 3,0 g glicyny i 0,2 g tryptofanu, zas osoby zakwali-
fikowane do grupy kontrolnej przyjmowaty placebo przez sze$¢ tygodni. Stezenie
kwasu moczowego w surowicy po zakonczeniu badania uleglo obnizeniu w grupie
badawczej (7,1 mg/dl vs. 6,7 mg/dl; p = 0,004), natomiast w grupie kontrolnej nie
zaobserwowano istotnych zmian. Wedlug autoréw badania, gldownym mechanizmem
dzialania preparatu zawierajacego glicyne i tryptofan jest alkalizacja moczu, ktéra
zwieksza rozpuszczalnos$¢ kwasu moczowego w moczu, a tym samym zwieksza jego

wydalanie [18].

2.5. Terminalia bellerica

Standaryzowany wodny ekstrakt z Terminalia bellerica jest wytwarzany z jadal-
nych owocow 1 zawiera nie mniej niz 1% kwasu chebulinowego 1 nie mniej niz 15%
innych hydrolizowalnych tanin o niskiej masie czasteczkowej. Przeprowadzono trwajace
dwadzieScia cztery tygodnie prospektywne, randomizowane, podwodjnie zaslepione,
kontrolowane placebo badanie w grupach réwnolegltych. Pig¢dziesigt osob, bioracych
udziat w badaniu podzielono na trzy grupy, w ktorych stosowano odpowiednio 40 mg
febuksostatu raz dziennie, 500 mg ekstraktu Terminalia bellerica dwa razy dziennie
oraz 1000 mg ekstraktu Terminalia bellerica dwa razy dziennie. Po dwudziestu czterech
tygodniach $rednie procentowe zmniejszenie stezenia kwasu moczowego we krwi
wynosito we wspomnianych grupach odpowiednio 63,70% + 4,62%, 19,84% =+ 6,43%
i 33,88% + 4,95% [19]. Chociaz z przedstawionych danych wynika, ze skutecznos$¢
ekstraktu Terminalia bellerica jest mniejsza niz febuksostatu, to by¢ moze znajdzie
zastosowanie jako preparat pochodzenia naturalnego, ktory moze wspomagac farmako-
terapi¢ hiperurykemii.
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3. Wyniki badan przedklinicznych

3.1. l1zoorientyna

Izoorientyna (6-C-glukozyd luteoliny) jest naturalnym zwiazkiem flawonoidowym,
ktory zostat zidentyfikowany w takich roslinach, jak Commelina communis, Crataegus
pentagyna, Cymbopogon citratus, Cucumis satirus, Passiflora edulis oraz Oxalis corni-
culata [20]. lzoorientyna obniza stezenie kwasu moczowego przez hamowanie aktyw-
nosci oksydazy ksantynowej oraz wpltyw na szlak sygnatowy inflamasomu TLR4-
NLRP3 (ang. toll-like receptor 4 - NOD-like receptor family, pyrin domain containing
3). W badaniu przeprowadzonym przez An i wsp. wykazano, Ze izoorientyna hamuje
aktywnos$¢ oksydazy ksantynowej zaréwno in vivo (badanie na zwierzgtach), jak
rowniez in vitro (badanie na hodowli komorkowej) [21].

3.2. Olsalazyna sodowa

Olsalazyna sodowa, pochodna kwasu 5-aminosalicylowego, jest lekiem stosowanym
u chorych z rozpoznanym wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, ktory posiada
rowniez pewna aktywno$¢ inhibitora oksydazy ksantynowej. Wykazano, ze olsalazyna
sodowa w dawce 5 mg na kilogram masy ciala obniza st¢zenie kwasu moczowego
W surowicy szczurdw z hiperurykemia i zwigksza wydalanie moczanéw. Stwierdzono,
ze olsalazyna sodowa wplywa na ekspresj¢ genéow kodujacych niektore transportery,
uczestniczace w regulacji wydalania kwasu moczowego [22].

3.3. Rekombinowany wariant PASylowanej oksydazy moczanowej

Preparat rekombinowanej oksydazy moczanowej (rasburykaza) jest obechie stoso-
wany w leczeniu hiperurykemii w przebiegu zespolu rozpadu nowotworu w trakcie
chemioterapii. Chociaz rasburykaza jest skutecznym lekiem obnizajacym stezenie
kwasu moczowego we krwi, z jej stosowaniem wigza si¢ pewne ograniczenia, takie jak
m.in. immunogenno$¢ oraz niekorzystne wtasciwosci farmakokinetyczne. Najjri i wsp.
opisali perspektywy poprawy wilasciwosci rekombinowanej oksydazy moczanowej
m.in. przez technike PASylacji, w ktorej sekwencje sktadajace si¢ z trzech amino-
kwasow (prolina, alanina, seryna), sa wykorzystywane do sprzegania z docelowym
biatkiem. Sekwencje PAS nie wykazujg immunogennosci, wydtuzajg okres pottrwania
skoniugowanych lekow terapeutycznych, zapewniaja wigksza stabilno$¢. Badacze opra-
cowali preparat PASylowanej oksydazy moczanowej otrzymanej z Aspergillus flavus.
Ponadto w badaniach in vitro uzyskano dane wskazujace na zadowalajaca stabilno$¢
takiego preparatu, za§ w badaniach in vivo przeprowadzonych na szczurach udowod-
niono dtuzszy okres pottrwania takiego preparatu w poréwnaniu z rasburykaza [23].

3.4. Poria cocos

Poria cocos jest grzybem, stosowanym w tradycyjnej medycynie chinskiej. Dzia-
tanie farmakologiczne zmniejszajace stgzenie kwasu moczowego wynika z regulacji
ekspresji genéw kodujacych transporter ABCG2, a w mnigjszym stopniu OAT1, OAT3
i OCT2. ABCG2 jest transporterem nerkowym uczestniczacym w regulacji stezenia kwasu
moczowego. Stwierdzono, ze podawanie preparatu Poria cocos myszom z hiperurykemia
(526 £112 umol/l) w dawce 50 mg na kilogram masy ciata, 100 mg na kilogram masy
ciata oraz 200 mg na kilogram masy ciata powoduje obnizenie stezenia kwasu moczowego
we krwi odpowiednio do wartosci 178 £53 umol/l, 153 £57 pmol/l i 151 £62 umol/l
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w przypadku etanolowego ekstraktu oraz 69 £23 pumol/l, 63 £15 umol/l i 62 £20 umol/1
w przypadku wodnego ekstrakiu. Co ciekawe, koncowe stezenie kwasu moczowego
we krwi myszy otrzymujacych Poria cocos byto nizsze niz w przypadku zwierzat, ktore
otrzymywaty allopurynol (296 £96 umol/l) oraz benzbromaron (258 £65 umol/l) [24].

3.5. Astaksantyna

Astaksantyna jest karotenoidem ksantofilowym, ktory pochodzi gtoéwnie z organizmow
morskich, a jego skuteczno$¢ potwierdzono w terapii hiperurykemii indukowanej
wysoka podaza fruktozy. W badaniach przeprowadzonych na szczurach wykazano, ze
astaksantyna zmniejsza aktywno$¢ enzymatyczng oksydazy ksantynowej i deaminazy
adenozynowej w surowicy i1 watrobie poprzez obnizenie ich ekspresji, zmniejsza ekspresje
bialek reabsorbujacych kwas moczowy URATI i GLUTY, a takze podwyzsza eks-
presj¢ biatek sprzyjajacych wydalaniu kwasu moczowego, takich jak OAT1, OAT3
i ABCG2 [25].

3.6. Nobiletyna

Nobiletyna jest naturalnym zwigzkiem pozyskiwanym z ro$lin cytrusowych o wia-
sciwosciach przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych. Nobiletyna jest inhibitorem URAT],
a zatem moze stuzy¢ jako sktadnik zywnosci o dziataniu sprzyjajacym obnizaniu ste-
zenia kwasu moczowego we krwi. Nobiletyna ma jednak niska biodostepnos¢ po podaniu
doustnym. W celu zwigkszenia potencjatu terapeutycznego nobiletyny opracowano
posta¢ farmaceutyczng tej substancji z wykorzystaniem metody ASD (ang. amorphous
solid dispersion). Taka modyfikacja postaci farmaceutycznej nobiletyny (ASD/NOB),
pozwolita na poprawe wlasciwosci farmakokinetycznych nobiletyny oraz efektywnosci
jej dziatania hipourykemizujacego. Wyniki po zastosowaniu ASD/NOB wykazaly
U szczurow wyzszg ekspozycje ogolnoustrojowg na nobiletyng z osiemnastokrotnym
zwigkszeniem biodostepnosci po podaniu doustnym. Stezenie kwasu moczowego
ulegto obnizeniu o 16% w poréwnaniu z nobiletyng bez modyfikacji [26].

3.7. Urolityna A

Urolityna A to metabolit wytwarzany przez bakterie jelitowe z polifenoli obecnych
w owocach, takich jak granat i jagody, a takze metabolit kwasu elagowego w jelitach.
Adachi i wsp. przedstawili wyniki badan, w ktérych udowodnili, Zze urolityna A hamuje
aktywno$¢ oksydazy ksantynowej (badanie na hodowli komoérkowej), za§ na mysim
modelu hiperurykemii wykazano, ze urolityna A powoduje obnizenie st¢zenia kwasu
moczowego we krwi [27].

3.8. Genetycznie modyfikowane bakterie zawierajace gen urykazy

W normalnych warunkach, mikroorganizmy w jelicie przeksztatcajg czes¢ kwasu
moczowego w alantoing. W badaniu przeprowadzonym przez Cai i wsp. za pomoca
technologii rekombinacji genéw skonstruowano genetycznie modyfikowane bakterie
wykazujace ekspresje urykazy. Geny zostaly wprowadzone do genomu bakterii Eche-
richia coli. Skutecznos¢ zaprojektowanych bakterii zweryfikowano w szczurzym modelu
hiperurykemii. Zawarto$¢ jelit u zwierzat badano przez techniki sekwencjonowania
DNA. Wszystkie szczury po wprowadzeniu dozotadkowo bakterii genetycznie mody-

.....

Nowe podejscie do leczenia hiperurykemii poprzez degradacje kwasu moczowego
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przez urykazg syntetyzowang przez mikroorganizmy jelitowe nie tylko zapobiega
wchianianiu jelitowego kwasu moczowego do krwiobiegu, ale takze przyspiesza
transport kwasu moczowego do jelita [28].

3.9. Hydrozel do wstrzykiwania zawierajacy koniugat albumina-urykaza

Hydrozele to trojwymiarowe sieci polimerowe, ktore pozwalaja na kontrolowane
uwalnianie bialek terapeutycznych. Ze wzglgdu na wysoka zawarto$¢ wody, biokom-
patybilno$¢ i biodegradowalnos¢ znalazly zastosowanie jako nosniki §rodkéw terapeutycz-
nych. Wyniki badania przeprowadzonego przez Cho i wsp. pokazaly, ze para ztozona
z albuminy surowicy ludzkiej i peptydu wiazacego albuming, wprowadzona do biatka
terapeutycznego (w tym przypadku oksydaza moczanowa) i hydrozeli PEG-PAEU
(kopolimer poli-glikol etylenowy — poli-p-aminoester uretanu, ang. poly(ethylene glycol)
and poly(B-amino ester urethane)) moze by¢ stosowana do utrzymania nie tylko stezenia
biatka terapeutycznego, ale takze skutecznosci terapeutycznej in vivo [29].

3.10. Lynophora pinaster

Lychnophora pinaster jest zielem leczniczym nazywanym tez ,,arnikg brazylijska”,
powszechnie znanym w medycynie ludowej. Dla oceny hipourykemizujacego dzialania
ekstraktu, zaprojektowano eksperymentalny model hiperurykemii wywotanej oksonianem
potasu (inhibitor urykazy) u myszy. Wszystkie oceniane sktadniki Lychnophora pinaster
(kwas kawowy, chlorogenowy, E-lichnoforowy i cynamonowy, rutyna, kwercetyna,
witeksyna, lupeol, stigmasterol) wykazywatly dziatanie obnizajace stezenie kwasu moczo-
wego, poniewaz hamowaly aktywnos$¢ oksydazy ksantynowej w obrgbie watroby.
Wykazano, ze wptyw ekstraktu etanolowego Lychnophora pinaster na stezenie kwasu
moczowego we krwi jest podobny do efektu uzyskanego w wyniku stosowania
allopurynolu [30].

3.11. Bajkaleina

Bajkaleina zostata wyizolowana z korzeni Labiatae i zostata przebadana pod katem
efektu urykozurycznego na mysim modelu. Bajkaleina (w dawce 200 mg na kilogram
masy ciata) wyraznie zmniejsza ekspresje genow kodujacych zarowno GLUTY, jak
i URATI. Do tej pory nie zgltoszono podwojnych inhibitorow GLUT9 i URAT1 po-
chodzacych z naturalnych roslin, dlatego dziatanie bajkaleiny pokazuje interesujaca
perspektywe terapii hiperurykemii. W badaniu na myszach z hiperurykemig wykazano,
ze w zaleznosci od dawki bajkaleina zmniejsza st¢zenie kwasu moczowego w SUrowicy
i zwigksza wydalanie moczanow przez nerki [31].

3.12. Kurkumina

Kurkumina to naturalny hydrofobowy polifenol z ktaczy Curcuma longa. Wykazano,
ze ma wlasciwosci przeciwzapalne i przeciwutleniajace, a takze hamuje stan zapalny
stawow wywotany moczanem jednosodowym. W badaniu na modelu hiperurykemii
u myszy wywotanej oksonianem potasu dowiedziono, ze leczenie kurkuming moze
znaczaco hamowa¢ aktywnos¢ oksydazy ksantynowej w surowicy i watrobie, a tym
samym zmniejszac stgzenie kwasu moczowego. Ponadto kurkumina hamuje aktywacje
inflamasomu NLRP3 (ang. NLR family pyrin domain containing 3) [32].
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3.13. Eucomonia ulmoides

Eucommia ulmoides jest stosowana w krajach azjatyckich jako tonik. Glowne
sktadniki, ktére prowadzg do zmniejszenia stezenia kwasu moczowego we krwi to
kwas chlorogenowy, rutyna i kwercetyna. Fang i wsp. przedstawili wyniki badania
przeprowadzonego na szescdziesigciu myszach i1 sze§édziesigciu szczurach. Udowod-
niono, ze Eucommia ulmoides wykazuje dzialanie wzmagajace wydalanie kwasu
moczowego 1 hamujace jego wchianianie zwrotne w kanalikach nerkowych. Zwierzeta
laboratoryjne wigczone do grupy badawczej otrzymywaly alkoholowy ekstrakt z kory
Eucommia ulmoides w dawce matej, $redniej lub duzej. Stwierdzono, ze stosowanie
preparatu wigze si¢ z istotnym zmniejszeniem stezenia kwasu moczowego we krwi, ze
wzrostem ekspresji OAT1 i OAT3 oraz z obnizeniem ekspresji transporterow URAT1
i GLUT9 [33].

3.14. Nowe 2-podstawione kwasy 6-oksy-1,6-dihydropirymidyno-5-
karboksylowe

Nowe 2-podstawione kwasy 6-oksy-1,6-dihydropirymidyno-5-karboksylowe sg
zaprojektowanymi i zsyntetyzowanymi analogami febuksostatu, inhibitorami oksydazy
ksantynowej. Zhai i wsp. przeprowadzili badanie in silico, w ktérym przenalizowali
strukture czterdziestu szesciu takich substancji, co umozliwito identyfikacje wiasciwosci
strukturalnych tych zwigzkdéw, najwazniejszych dla interakcji z centrum aktywnym
oksydazy ksantynowe;j. Takie badania mogg przyczynic¢ sie do opracowania leku o ko-
rzystnych wlasciwosciach dla skutecznego i bezpiecznego leczenia hiperurykemii [34].

4. Podsumowanie

Jak przedstawiono w niniejszej pracy, poszukiwanie nowych mozliwosci terapii
hiperurykemii cieszy si¢ duzym zainteresowaniem. Przedstawione potencjalne mozli-
wosci terapeutyczne znajduja si¢ na roznych etapach badan naukowych, poczawszy od
badan in silico oraz in vitro, az do dalszych faz badan klinicznych. Obecnie najbardziej
zaawansowane badania dotycza nowych substancji o dziataniu urykozurycznym,
takich jak dotinurad i werinurad.

Hiperurykemia odgrywa role w patogenezie wiclu chordb, za$ czestos¢ jej wyste-
powania wzrasta, co czyni ja waznym problemem medycznym. Chociaz istnieja aktualnie
trzy grupy lekéw stosowane w leczeniu hiperurykemii (inhibitory oksydazy ksanty-
nowej, leki urykozuryczne, leki urykolityczne), konieczne jest poszukiwanie nowych
mozliwosci terapeutycznych, ktore przyczynia si¢ do poprawy skutecznosci i bezpie-
czenstwa leczenia hiperurykemii.
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Kierunki rozwoju farmakoterapii hiperurykemii

Streszczenie

Hiperurykemia jest nieprawidlowym stanem metabolicznym charakteryzujacym si¢ podwyzszonym stgze-
niem kwasu moczowego we krwi. Hiperurykemia zwigksza ryzyko rozwoju choréb, takich jak dna mocza-
nowa, kamica nerkowa, czy tez choroby ukfadu sercowo-naczyniowego. Aktualnie w praktyce klinicznej
znajduja zastosowanie trzy grupy lekow obnizajacych stezenie kwasu moczowego we krwi (inhibitory
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oksydazy ksantynowej, leki urykozuryczne oraz leki urykolityczne). Mimo tego, konieczne sa prace nad
nowymi lekami, ktore poprawiag skuteczno$¢ i bezpieczenstwo leczenia hiperurykemii. Celem niniejszej
pracy bylo przeprowadzenie przegladu literatury na temat wynikow aktualnych badan w zakresie nowych
kierunkéw rozwoju farmakoterapii hiperurykemii, zardbwno na etapie badan klinicznych, jak réwniez
przedklinicznych. Spo$réd opisanych substancji, na najwyzszym poziomie zaawansowania sg prace nad
werinuradem i dotinuradem (leki urykozuryczne). Wiasciwosci hipourykemizujace maja rowniez preparaty
pochodzenia naturalnego oraz suplementy diety, takie jak m.in. DKB114, bajkaleina, kurkumina, ekstrakt
z Terminalia bellerica, Poria cocos, Eucommia ulmoides, czy skojarzenie aminokwasow glicyny i trypto-
fanu. Do interesujacych kierunkow badan naleza takze prace nad zelem iniekcyjnym zawierajacym koniugat
albumina-urykaza, czy tez wykorzystanie genetycznie modyfikowanych bakterii zawierajacych rekombi-
nowany gen urykazy.

Stowa kluczowe: kwas moczowy, hiperurykemia, inhibitory oksydazy ksantynowej, leki urykozuryczne,
leki urykolityczne

Directions for the development of pharmacotherapy of hyperuricemia

Abstract

Hyperuricemia is an abnormal metabolic condition characterised by elevated blood uric acid levels. Hyper-
uricemia increases the risk of developing diseases such as gout, kidney stones, and cardiovascular disease.
Currently, three groups of drugs lowering blood uric acid concentrations (xanthine oxidase inhibitors,
uricosuric drugs and uricolytic drugs) are used in clinical practice. Nevertheless, work is needed on new
drugs to improve the efficacy and safety of treatment of hyperuricaemia. The aim of the present paper was
to conduct a literature review on the results of current research on new directions in the development of
pharmacotherapy of hyperuricaemia, both at the clinical and preclinical stages. Of the substances described,
work on verinurad and dotinurad (uricosuric drugs) is at the highest level. Preparations of natural origin
and dietary supplements such as DKB114, baicalein, curcumin, extract from Terminalia bellerica, Poria
cocos, Eucommia ulmoides or association of amino acids glycine and tryptophan have also hypouricemic
properties. Other interesting research directions include the development of an injectable gel containing an
albumin-uricase conjugate or the use of genetically modified bacteria containing a recombinant uricase gene.
Keywords: uric acid, hyperuricemia, xanthine oxidase inhibitors, uricosuric drugs, uricolytic drugs

17


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rafat Fiolka', Dominika Szkodny?, Alicja Gospodarczyk?®, Edward Wylegata*

Rola cytokin w rozwoju i przebiegu dystrofii
srodblonka rogowki

1. Wprowadzenie

Dystrofie rogéwki to powszechnie uzywany termin, stuzacy do opisu dziedzicznych
chordéb rogoéwki nie majacych zwiazku z czynnikami srodowiskowymi lub/i systemo-
wymi. Obserwowany w ostatnich latach dynamiczny rozwoj naukowy okulistyki (nowo-
czesna aparatura, nowe techniki badawcze, odkrycie nowych parametrow bioche-
micznych), przyczynit si¢ do lepszego poznania tej grupy chorob i ujawnil m.in. brak
dziedzicznosci w rozwoju dystrofii btony podstawnej nabtonka. Poznanie mechanizméw
zaangazowanych w rozwdj choroby daje nadzieje na wczesniejsza diagnoze oraz wig-
czenie leczenia zachowawczego w migjsce zabiegéw chirurgicznych. Grupg biatek
zaangazowanych w rozwdj i przebieg wigkszosci zakazen i chorob sa cytokiny. Wydaje
si¢ oczywiste, ze wiele sposrod tych biatek moze odgrywaé istotng rolg w powsta-
waniu, progresji i roznicowaniu tych choréb. Rownoczesnie, trudnos¢ w pozyskiwaniu
ptynow biologicznych dobrze odzwierciedlajacych procesy fizjologiczne i patologiczne
toczace si¢ w obrebie oka, jest powodem ciaglego poszukiwania odpowiedniego materiatu
biologicznego. Badania ostatnich lat wskazujg na ciecz wodnistg jako potencjalnie dobry
material biologiczny, mogacy shuzy¢ do przeprowadzania oznaczen biochemicznych.

Celem niniejszej publikacji jest przedstawienie najnowszej wiedzy na temat udziatu
cytokin w rozwoju i przebiegu chorob z grupy dystrofii $rédbtonka rogowki z wyko-
rzystaniem cieczy wodnistej jako materialu diagnostycznego.

2. Dystrofie rogowki

Dystrofie rogéwki to termin powszechnie uzywany do opisu grup dziedzicznych
chorob rogowki, ktore sa typowo obustronne, symetryczne, wolno postgpujace i nie
majg zwigzku z czynnikami srodowiskowymi lub systemowymi. Wraz z coraz lepszym
poznaniem tej grupy chorob pojawity sie jednak wyjatki od tej definicji. U wigkszosci
pacjentow z dystrofig blony podstawnej nabtonka (epithelial basement membrane
dystrophy, EBMD), nie wykazano dziedzicznych cech choroby. Przyktadowo, niektorzy
pacjenci z dystrofig polimorficzng tylna rogdéwki (posterior polymorphous corneal
dystrophy, PPCD) manifestuja objawy niesymetrycznie. Réwniez w dystrofii plam-
kowej rogéwki (macular corneal dystrophy, MCD) poziom antygenowego siarczanu
keratanu w surowicy koreluje z immunofenotypami choroby, co moze wskazywa¢ na
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systemowe zaburzenia, bedace integralng czescig rozwoju charakterystycznych zmian
na rogoéwce. Ponadto, nalezy wspomnie¢, ze istnieja choroby dziedziczne, symetryczne
rogdwki, ktore nie sg klasyfikowane jako dystrofie rogowki. Zalicza si¢ do nich rogdéwke
ptaska, ktora nie jest klasyfikowana jako dystrofia rogdwki a moze by¢ alternatywnie
umieszczona wsrod dziedzicznych chordb wptywajacych na rogowke.

Dystrofie zaczynaja rozwija¢ si¢ na wczesnym etapie zycia i postepuja powoli.
Objawy narastajg z wiekiem, stad istotne pod wzgledem klinicznym stajg si¢ najczgséciej
dopiero po wielu latach trwania choroby. Charakteryzuja si¢ czgsto progresywnym
odktadaniem depozytow, ktore z kolei moga by¢ wynikiem mutacji genetycznych
prowadzacych do produkcji patologicznych bialek. Mutacje w genie kodujacym biatko
indukowane transformujacym czynnikiem wzrostu beta (transforming growth factor
beta-induced gene, TGFBI), prowadza do produkcji biatka keratoepiteliny. Doniesienia
naukowe wskazuja, ze wielu pacjentow z dystrofiami rogowki powigzanymi z odkta-
daniem depozytow zglasza objawy takie jak, zaburzenia ostro$ci widzenia, nieregularny
astygmatyzm, nawracajace erozje rogéwki albo nieprzeziernos¢ istoty wiasciwej. Objawy
te moga juz wystgpowac, gdy zmiany patologiczne sa raczej powierzchowne i obej-
muja kompleks btony podstawnej nabtonka. Nalezy jednak zauwazy¢, ze obrzgk
rogdéwki rowniez moze wpltywaé na ostro$¢ widzenia (np. w dystrofii rogowki Fuchsa),
jak rowniez wplyw na rozwdj choroby moga mie¢ dystrofie niezwigzane z odktadaniem
depozytow (np. EBMD) [1].

Ze wzgledu na trudnosci w doktadnym zdefiniowaniu dystrofii rogowki, International
Committee for Classification of Corneal Dystrophies (IC3D) sklasyfikowal dystrofie
rogowki w czterech grupach: dystrofie nabtonka i podnabtonkowe (epithelial and sub-
epithelial dystrophies), dystrofie nablonkowo-migzszowe zwigzane z TGFBI (epithelial-
-stromal TGFBI dystrophies), dystrofie istoty wtasciwej (stromal dystrophies) oraz
dystrofie $rodbtonka (endothelial dystrophies, ED) [2].

Dystrofie srodbtonka rogowki, do ktorych zalicza si¢ dystrofie Fuchsa, sa jedyna
grupa sposrod grup wyrdznionych w Klasyfikacji Dystrofii Rogowki IC3D, w ktorych
wykonuje si¢ oznaczenia stgzen cytokin w cieczy wodnistej. W przypadku dystrofii
Fuchsa jest to spowodowane brakiem dziedziczenia tego schorzenia. Objawy dystrofii
sa obustronne, wolno postepujace i dotycza komodrek $rodblonka rogowki (wigkszos¢
przypadkow chorobowych odkrywanych jest dopiero w czwartej dekadzie zycia badz
tez pozniej). Choroba charakteryzuje si¢ degeneracja komorek §rodbtonka, rozwojem
cornea guttata, czyli formowaniem si¢ depozytow macierzy pozakomorkowej blony
Descemeta. Wynikiem tych zmian jest obrzgk istoty wiasciwej, powstawanie pecherzy
$rod- i podnablonkowych (keratopatia pecherzowa), oraz widknienie podnabtonkowe
Z powierzchniowa waskularyzacja. W chwili obecnej brak jest procedur leczenia przy-
czynowego tej choroby. Jedyna mozliwos¢ to leczenie chirurgiczne w postaci przeszczepu
warstwowego tylnego lub przeszczepu drazacego rogdwki [3, 4].

Druga dystrofig nalezaca do tej samej grupy, jest dystrofia polimorficzna tylna
rogowki. Jest ona dziedziczona autosomalnie dominujgco. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
zaobserwowano wyizolowane przypadki z podobnym fenotypem, jednak bez cech
dziedziczenia. Zmiany w rogéwkach obserwowane sg obustronnie, jednak czesto
obserwuje si¢ takze niesymetryczno$¢ zmian. Choroba charakteryzuje si¢ rozlanymi
nieprawidfowosciami w blonie Descemeta. W badaniu w lampie szczelinowej mozna
zaobserwowac wielowarstwowo$¢ komorek §rodblonka, izolowane skupiska pecherzykow
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sroédbtonka, szare zmiany o ksztalcie geograficznym oraz pasma srédblonka o brzegach
w ksztatcie muszli. W badaniu mikroskopii konfokalnej zaobserwowac¢ mozna pgche-
rzykowate zmiany oraz obraz ,toréw kolei zelaznej”, czyli ciemne obszary w postaci
pasm o nieregularnych brzegach. Obecne moga by¢ rowniez obrzeki rogéwki.
W przypadku tej dystrofii dostgpne jest leczenie objawowe, z uwagi na to, ze po
zabiegu przeszczepu rogdwki obserwowano czesto nawrdt objawow chorobowych [5].

1. Ciecz wodnista jako material diagnostyczny

Ciecz wodnista to przezroczysty plyn znajdujacy si¢ w komorze przedniej oka. Jest
on produkowany przez ciatko rzgskowe i przeplywa z komory tylnej galki ocznej,
dookota soczewki i przez teczowke do komory przedniej. Opuszcza oko do uktadu
zylnego poprzez siateczke beleczkowa, przez kanal Schlemma oraz przez droge
naczynidwkowo-twardowkowsg (uveoscleral pathway). W ponad 80-ciu procentach
ciecz wodnista jest produkowana w mechanizmie aktywnej sekrecji, a produkcja
i uwalnianie do komory tylnej jest wynikiem tego wydzielania oraz nastgpujacej po
tym ultrafiltracji i dyfuzji [6,7].

Ciecz wodnista jest zaliczana do plyndéw fizjologicznych, wykorzystywanych
w badaniach naukowych dotyczacych roznych jednostek chorobowych. W badaniach
Z jej wykorzystaniem ocenia si¢ zarowno charakterystyke zachowania samej cieczy
wodnistej, jak rowniez wykonuje si¢ oznaczenia biochemiczne celem zbadania jej sktadu.
Oznaczane jest w niej wiele parametrow biochemicznych, w tym st¢zenie cytokin,
0czym $wiadcza aktualne prace przegladowe. Hubens W.H.G. i wsp. dokonali
przegladu prac zwigzanych ze stgzeniem bialek w cieczy wodnistej u pacjentow
Z jaskra pierwotng otwartego kata. W swojej pracy uwzglednili 93 publikacje skupiajace
si¢ na tym aspekcie [8]. W innej pracy, Ghiam B.K. i wsp. dokonali przegladu pismien-
nictwa celem oceny biomarkerow retinoblastomy, najczestszego wewnatrzgatkowego
nowotworu ztosliwego u dzieci, rowniez z wykorzystaniem cieczy wodnistej [9].

Interesujace wyniki w zakresie ekspresji cytokin w cieczy wodnistej u pacjentow
z wysoka krotkowzrocznoscig i zaéma otrzymali Zhang J.S. 1 wsp. Autorzy wiaczyli do
badan 68 pacjentow, u ktorych zbadali ekspresje 440 ludzkich cytokin w cieczy
wodnistej. Grupe kontrolng stanowili pacjenci z za¢ma, lecz bez wysokiej krotko-
wzroczno$ci. W badaniach wykazano istotne statystycznie réznice w ekspresji dla
Decorin, RANK, GTR, GITR, PDGF Rb, ANG-1, IL-9, CXCL16, bIG-H3, IGFBP-2,
IL-17B i MMP-2 w grupie badanej wzgledem grupy kontrolnej. Badanie potwierdzito
takze, ze ekspresja dla MMP-2 w cieczy wodnistej pacjentdw z wysokg krotkowzrocz-
noscig jest istotnie wyzsza, niz w grupie kontrolnej. Wykazano rowniez, ze wzrost
stezenia ANG-1 w cieczy wodniste] u pacjentow z wysoka krotkowzrocznoscia
z zaéma moze by¢ zwiazany z patogenezg wysokiej krotkowzrocznosci [10].

W innej pracy, prowadzonej z udzialem pacjentdw z idiopatycznym otworem
w plamce (idiopathic macular hole), Wang H. i wsp. oznaczyli stgzenia 48 cytokin
w cieczy wodnistej w grupie 38 pacjentdow. Autorzy wykazali istotnie statystyczng
réznice w stezeniach cytokin pomigdzy grupa badang i grupg kontrolng, ktorg stanowili
pacjenci z zaémga. Stezenie HGF (Hepatocyte Growth Factor), GM-CSF, INF-y bylo
znaczgco podwyzszone a stezenie TNF-a, GRO-a oraz MIF byto znaczaco obnizone
w stosunku do grupy kontrolnej. Wykazano réwniez pozytywna korelacje stezenia
GM-CSF do stgzen IL-1, IL-4 oraz INF-y. Stezenia NGF (Nerve Growth Factor) oraz
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HGF wykazaty znaczgca pozytywna korelacje w badanej grupie. Pacjenci z idiopa-
tycznym otworem w plamce wykazywali znaczng zmienno$¢ reakcji odpornosciowej
w cieczy wodnistej, w tym rekrutacji komoérek odpornosciowych i regulacji ekspresji
cytokin. Autorzy zasugerowali takze pominigcie pacjentow z idiopatycznym otworem
w plamce jako grupe kontrolng w badaniach poziomu cytokin w cieczy wodnistej [11].

2. Cytokiny

Cytokiny to grupa czastek sygnatowych produkowanych/uwalnianych przez limfo-
cyty, leukocyty, makrofagi oraz komorki $rodbtonka naczyn i komérki NK (Natural
Killer) w celu regulacji i wptywu na odpowiedz immunologiczna. Pod wzglgdem bu-
dowy sa to drobnoczgsteczkowe bialka sekrecyjne, odgrywajace istotng rolg w procesach
zapalnych oraz regulacji mechanizméw zwigzanych z wrodzona oraz adaptacyjna
odpowiedzig immunologiczna organizmu. Uwalnianie prozapalnych cytokin prowadzi
do aktywacji komorek odpornosciowych i produkcji oraz uwalniania kolejnych cytokin,
czyli rozpoczyna twz. ,,burze cytokinowg” (,,cytokine storm”). W przeszto$ci termin
ten wyjasniat stan zapalny jako nagle uwolnienie cytokin w celu wywotania procesu
zapalnego. Jednak ostatnie badania wskazuja, Ze jednoczasowe uwalnianie cytokin pro-
i przeciwzapalnych jest niezbedne w kazdej odpowiedzi immunologicznej. Nomenkla-
tura cytokin jest skomplikowana, nazywa si¢ nimi na przyktad interleukiny, chemokiny
czy czynniki wzrostu. Cytokiny skladaja si¢ z tak zwanych superfamilies, ktore nie-
koniecznie muszg posiada¢ wspolne geny, ale raczej podobne struktury. Ponadto, rozne
populacje komorek moga produkowaé te same cytokiny. Efekt dzialania cytokin jest
zalezny od docelowej komorki, czyniac je plejotropowymi. Rézne cytokiny moga
réwniez mie¢ taki sam efekt, badz tez wykazywac dziatanie synergistyczne. Mogg one
potencjalnie uwolni¢ cata kaskad¢ sygnatow, dajac najmniejszym iloSciom biatka
szans¢ na dewastujacy efekt [12-15].

Dotychczas poznano strukture i funkcje ponad 200 cytokin, w$rdd ktorych wyrdznia
si¢ limfokiny — regulujace dziatanie uktadu odpornosciowego, cytokiny prozapalne —
bedace mediatorami proceséw zapalnych (np. 11-1, IL-6, IL-8, czynnik martwicy
nowotworow TNF-alfa, INF-gamma), czynniki wzrostu komorek — wptywajace na prze-
zycie komorek (np. FGF, GM-CSF, czy G-CSF), chemokiny o dziataniu chemotak-
tycznym w zapaleniu oraz cytokiny przeciwzapalne (np. IL-4, IL-10, IL-13, czy
TGF-beta) [12-15].

3. Udzial cytokin oznaczanych w cieczy wodnistej w przebiegu dystrofii
srodblonka

3.1. Dystrofia Fuchsa

Badania ostatnich kilku lat zaowocowaly kilkoma obiecujacymi publikacjami
z zakresu udzialu cytokin w przebiegu dystrofii Fuchsa, jednak wyniki tych badan sa
odmienne i niejednoznaczne. W pracy Fisenko i wsp., autorzy poddali ocenie stezenia
cytokin w cieczy wodnistej pacjentow z dystrofia §rodblonka rogéwki Fuchsa (FECD)
i keratopatig pecherzowa (BK). Badaniem objeto 74 pacjentow, w tym 31 pacjentow
z FECD i 35 z BK. Grupe¢ kontrolng stanowito 8 pacjentow z niedojrzaty zaéma. Przed
operacja pacjenci byli poddawani pachymetrii rogowki centralnej (RTvue-100 OCT,
Optovue, USA). Pacjenci z grup FECD i BK przeszli keratoplastyke $rodbtonka
(Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty, DSAEK lub Descemet
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Membrane Endothelial Keratoplasty, DMEK) lub przeszczep rogéwki (Penetrating
Keratoplasty, PK). Pacjenci z grupy kontrolnej byli poddawani fakoemulsyfikacji
soczewki ze wszczepieniem sztucznej soczewki wewnatrzgaltkowej. Przed zabiegami
pobierano od pacjentdow probki cieczy wodnistej, do oceny stgzen cytokin. W badaniach,
z uzyciem metody fluorescencyjnej cytometrii przeplywowej z wykorzystaniem
zestawu Bio-Plex Pro Human Cytokin Panel, 17 -plex (Bio-Rad, USA), oceniono
stezenia IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL- 12(p70), IL-13, IL-17,
G-CSF, GM-CSF, IFNy, MCP-1, MIP-1p i TNF-a. Analiza multipleksowa nie wykazata
statystycznie istotnych réznic w stgzeniach cytokin pomigdzy oczami pacjentow z de-
kompensacja FECD i BK. Autorzy zaobserwowali jednak wyzsze stezenia IL-6, IL-8,
GM-CSF, IFNy, MCP-1, MIP-1p u pacjentdéw z dystrofig srodbtonka rogéwki Fuchsa
oraz keratopatia pecherzowa w poroéwnaniu ze zdrowa grupa kontrola. Autorzy
zaobserwowali takze nieistotne statystycznie roznice w stezeniach interleukin IL-4
i IL-13. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w stezeniach IL-1p i TNF-a
(jako parametréw ostrego stanu zapalnego) pomigdzy badanymi grupami [16].

Uzyskane dane dowodza, ze FECD i BK sa zwigzane z zaburzeniami przywileju
immunologicznego oka, co prowadzi do chronicznego miejscowego stanu zapalnego,
bedacego powodem przemodelowania tkanek rogdéwki i finalnego jej zwldknienia.

Celem kolejnych badan prowadzonych przez Matthaei i wsp., w ktorych rowniez
wykorzystano ciecz wodnistg jako material diagnostyczny, byla obserwacja ekspresji
cytokin zwigzanych z przejéciem nabtonkowo-mezenchymalnym (epithelial-mesen-
chymal transition, EMT) u pacjentéw z oczami fakijnymi i pseudofakijnymi z dystrofia
srodbtonka rogoéwki Fuchsa (FECD) oraz korelacja uzyskanych wynikow ze stopniem
zaawansowania choroby. Grupy badane obejmowaly oczy fakijne z FECD (FECDph,
n =9) oraz oczy pseudofakijne z FECD poddane badaniu minimum rok po przebytej
operacji usuniecia zaémy (FECDpsph, n = 13). Grupe kontrolng stanowily oczy z za¢ma,
bez FECD (Controlcat, n = 28). Ciecz wodnista pobierana byta podczas zabiegu kerato-
plastyki blony Descemeta (DMEK) lub podczas fakoemulsyfikacji soczewki ze wszcze-
pieniem sztucznej soczewki wewnatrzgatkowej, nastgpnie natychmiast zamrozona
w -80°C do czasu wykonania pomiaru ekspresji biatek. Do pomiaru ekspresji cytokin
zwigzanych z EMT (TGF-B1, TGF-B2, TGF-p3, MCP-1, BFGF, TNF-a, IL-1B) uzyto
zestau Luminex Performance Assay 3-plex kit (R&D Systems, Wiesbaden, Germany).
Jako obiektywna miar¢ stopnia zaawansowania FECD przed operacjg zastosowano
stosunek grubosci srodkowej do obwodowej rogowki w odlegltosci 3,5 mm od srodka
(central-to-peripheral thickness ratio at 3.5 mm from the center, CPTR3,5) wyzna-
czony za pomocg szczelinowo-skaningowej pachymetrii. W cieczy wodnistej oczu
pseudofakijnych z FECD zaobserwowano istotnie statystycznie wyzszg ekspresje TGF-
B1, TGF-B2 1 MCP-1 w poréwnaniu z oczami z grupy kontrolnej i oczami fakijnymi
ZFECD. Ponadto, wykazano dodatnig korelacje TGF-p1 i MCP-1 z CPTR3,5. Nie
wykazano natomiast ro6znic w poziomach biatka zwigzanego z EMT poréwnujac grupe
oczu fakijnych z FECD do grupy kontrolnej [17].

Zaobserwowane wyzsze stezenia TGF-f1, TGF-f2 i MCP-1 w oczach pseudo-
fakijnych z FECD wskazuja na to, Zze operacja usunigcia zaémy prowadzi do dlugotrwa-
lych zmian mikrosrodowiska wewnatrzgatkowego. Dodatnia korelacja stezen TGF-B1
i MCP-1 z CPTR3.5 w oczach pseudofakijnych z FECD moze sugerowaé natomiast,
ze zmiana poziomu cytokin moze by¢ zwigzana z dekompensacja rogéwki po operacji
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usuni¢cia zaémy. Jednak nieistotne roznice w stezeniach biatlek zwigzanych z EMT
W cieczy wodnistej w oczach fakijnych z FECD wskazujg na to, Ze rola tych cytokin
W obrebie cieczy wodnistej nie wywiera istotnego wptywu na patogenez¢ FECD [17].

3.2. Dystrofia polimorficzna tylna rogéwki

W zakresie badan dystrofii polimorficznej tylnej rogéwki, w dostgpnym mi pismien-
nictwie odnalaztem jedna pracg. Andrea Stadnikowa i wsp. podjeli probe oceny stezenia
TGF-B2 (transforming growth factor-beta 2) w cieczy wodnistej u pacjentow z dystrofia
polimorficzng tylng rogowki (posterior polymorphous corneal dystrophy, PPCD).
Celem realizacji zalozen pracy, autorzy oznaczyli stezenie aktywnego TGF-B2 w cieczy
wodnistej 29 pacjentow z PPCD (42 probki). Grupg kontrolng stanowity 44 probki
pobrane od 40 nieboszczykow. Ze wzgledu na molekularng genetyczna przyczyne cho-
roby, pacjenci grupy badanej zostali podzieleni na poszczegdlne podgrupy: grupe
u ktérych powodem choroby jest mutacja promotora OVOL2 (PPCDI1, 37 probek),
grupe z mutacja w genach ZEB1 (PPCD3, 1 probka) i grupe bez polaczenia ze znanym
loci PPCD (PPCDx, 4 probki). Dokonano takze podzialu ze wzgledu na obecnos¢
(17 probek) lub nieobecnos¢ (25 probek) wtornej jaskry. Ostatniego podziatu dokonano
ze wzgledu na rodzaj przeprowadzonego zabiegu, na pacjentow poddanych przeszczepowi
rogowki (PK, 32 probki) oraz pacjentéw poddanych wtornym przeszczepom (rePK,
7 probek). Ciecz wodnistg pobierano podczas wykonywania zabiegdw PK, operacji usu-
nigcia zaémy lub zabiegow przeciwjaskrowych. Pobrany materiat biologiczny nastgpnie
zamrozono w temperaturze -80°C do czasu wykonania oznaczen. St¢zenie 0znaczono
za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA (SB250, Quantikinel, R&D Systems,
UK). Pomiary zostaly wykonane 2-4 krotnie dla kazdej probki (w ilo$¢ byta uzalezniona
od uzyskanej objetosci cieczy wodnistej). W pracy wykazano, Ze st¢zenie aktywnego
TGF-B2 u wszystkich pacjentdéw z PPCD bylo istotnie statystycznie wyzsze w porow-
naniu do grupy kontrolnej. W grupach PPCD1 oraz PPCDx st¢zenie badanej cytokiny
byto najwyzsze. Wykazano réwniez, ze na stezenie aktywnego TGF-fB2 u pacjetnow
zPPCD nie ma znaczacego wpltywu ple¢, wiek, wtoma jaskra, progresja dystrofii
i wielokrotne PK [18]. Zaobserwowane wyniki moga wskazywac na potencjalng role
diagnostyczna TGF-B2 w diagnozowaniu PPCD.

4. Podsumowanie

Obiecujace wyniki przeprowadzonych dotychczas badan, przy niewielkiej ich ilosci
wskazuja, ze obrany przeze mnie kierunek poszukiwan mechanizméw zaangazowanych
w rozwoj dystrofii §rodblonka rogéwki Fuchsa jest wlasciwy. Sposrod kilkudziesigciu
oznaczanych cytokin o wlasciwosciach pro- i przeciwzapalnych, z uwagi zaobserwo-
wane zmiany ich stezen w cieczy wodnistej pacjentdow, na szczegdlng uwage zastuguja
IL-4, IL-6, IL-8, GM-CSF, INF-y, MCP-1, MIP-1, MIP-1p oraz TGF-B1 i TGF-p2.
Wydaje sig, ze biatka te odgrywajg istotng role w zarbwno w patomechanizmie, jak
i progresji dystrofii rogdwki, jadnak mechanizmy ich dziatania nie zostaly dobrze
poznane, stad koniecznos¢ przeprowadznia dalszych badan w tym zakresie.
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Rola cytokin w rozwoju i przebiegu dystrofii srédblonka rogéwki

Streszczenie

Celem publikacji jest przedstawienie najnowszej wiedzy na temat udziatlu cytokin w rozwoju i przebiegu
chordb z grupy dystrofii srodblonka rogéwki z wykorzystaniem cieczy wodnistej jako materiatu diagno-
stycznego. Dystrofie rogéwki to powszechnie uzywany termin, stuzacy do opisu dziedzicznych chordb
rogowki nie majacych zwigzku z czynnikami §rodowiskowymi i systemowymi. Obserwowany w ostatnich
latach dynamiczny rozwoj naukowy w zakresie okulistyki przyczynit si¢ do lepszego poznania tej grupy
chordb i ujawnit m.inn. brak dziedzicznych cech w rozwoju dystrofii blony podstawnej nabtonka. Poznanie
mechanizméw zaangazowanych w rozwo6j choroby daje nadziej¢, na wczesniejsza diagnoze oraz wiaczenie
leczenia zachowawczego w miejsce chirurgicznego. Grupg biatek zaangazowanych w rozwoj i przebieg
wiekszosci zakazen i chordb sg cytokiny. Wydaje si¢ oczywiste, ze wiele sposrod tych bialek moze odgrywaé
istotng rolg¢ w powstawaniu, progresji i roznicowaniu tych choréb. Réwnoczesnie, trudno§¢ w pozyskiwaniu
plynéw biologicznych dobrze odzwierciedlajacych procesy fizjologiczne i patologiczne toczace si¢ w obrebie
oka, jest powodem ciaglego poszukiwania odpowiedniego materiatu biologicznego. Badania ostatnich lat
wskazuja na ciecz wodnista jako potencjalnie dobry material, mogacy stuzy¢ do przeprowadzania ozna-
czen parametrow biochemicznych. Sposrod kilkudziesieciu oznaczanych cytokin o wlasciwosciach pro-
i antyzapalnych, z uwagi zaobserwowane zmiany ich stezen w cieczy wodnistej pacjentow, na szczegdlna
uwage zastuguja IL-4, IL-6, IL-8, GM-CSF, INF-y, MCP-1, MIP-1, MIP-1B oraz TGF-B1 i TGF-B2.
Wydaje si¢, ze bialka te odgrywajg istotng rol¢ w zarbwno w patomechanizmie, jak i progresji dystrofii
rogowki, jadnak mechanizmy ich dzialania nie zostaly dobrze poznane, stad konieczno$¢ przeprowadznia
dalszych badan w tym zakresie.

Stowa kluczowe: dystrofie rogowki, cytokiny, ciecz wodnista

The role of cytokines in the development and course of corneal endothelial
dystrophy

Abstract

The aim of the publication is to present the latest knowledge on the role of cytokines in the development
and course of diseases from the group of corneal endothelial dystrophy with the use of aqueous humor as
diagnostic material. Corneal dystrophies are a commonly used term to describe inherited conditions of the
cornea unrelated to environmental and systemic factors. The dynamic scientific development in the field of
ophthalmology observed in recent years has contributed to a better understanding of this group of diseases
and revealed, among others, no hereditary features in the development of epithelial basement membrane
dystrophy. Understanding the mechanisms involved in the development of the disease gives hope for an
earlier diagnosis and the introduction of conservative treatment instead of surgery. Cytokines are the group
of proteins involved in the development and course of most infections and diseases. It seems obvious that
many of these proteins may play an important role in the development, progression and differentiation of
these diseases. At the same time, the difficulty in obtaining biological fluids that reflect well the physio-
logical and pathological processes within the eye is the reason for the constant search for the appropriate
biological material. Recent years' research indicates that the aqueous humor is a potentially good material
for the determination of biochemical parameters. Obtained resilts showed that among the several
determined cytokines with pro and anti-inflammatory properties, due to the observed changes in their
concentrations in the aqueous humor of patients, 1L-4, IL-6, IL-8, GM-CSF, INF-y, MCP-1, MIP-1, MIP-
1B as well as TGF-B1 and TGF-B2 deserve special attention. These proteins appear to play an important
role in both the pathomechanism and progression of corneal dystrophy, but their mechanisms of action are
not well understood, hence the need for further research in this area.

Keywords: corneal dystrophies, cytokines, aqueous humor
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Przeciwciala monoklonalne — leczenie biologiczne
W terapii ci¢zkiej astmy oskrzelowej w Polsce

1. Wprowadzenie

Astma oskrzelowa jest chorobg cywilizacyjna, na ktora choruje na $wiecie 300 milio-
néw ludzi, a do roku 2025 zachoruje kolejne 100 min [1]. W Polsce choruje na nig
12% populacji. GINA (ang. The Global Initiative for Asthma) tak definiuje astmg:

Astma to heterogenna choroba, ktéra zazwyczaj charakteryzuje sie przewleklym
zapaleniem drog oddechowych. Jest definiowana przez zespol objawow ze
strony drog oddechowych takich jak swisty, dusznos¢, ucisk w klatce piersio-
wej i kaszel, a objawy te zmieniajq si¢ w czasie i majq rozne nasilenie, a towarzy-
szy im zmienne ograniczenie wydechowego przepfywu powietrza (obturacja) [2].

Cigzka astma leczona jest glikokortykosteroidami (GKS) wziewnymi i systemowymi.
Ich stosowanie wigze si¢ z wystgpowaniem wielu skutkdéw ubocznych. Alternatywa dla
leczenia GKS sa nowoczesne leki biologiczne, bedace przeciwciatami monoklonalnymi
(mAbs). Naleza do nich omalizumab — przeciwcialo anty IgE, reslizumab, mepolizumab
oraz benralizumab — przeciwciata anty IL-5, jak réwniez dupilumab — przeciwciato
anty IL-4.

Celem pracy jest przedstawienie procesu kwalifikacji do refundowanego leczenia
biologicznego astmy ci¢zkiej w ramach programu lekowego B.44. w Polsce oraz ocena
jego dostgpnosci. Praca opisuje rowniez mechanizmy dziatania wyzej wymienionych
lekéw biologicznych na podstawie dostepnego pismiennictwa. Analiza struktury, specy-
fiki, pochodzenia i dziatania mechanizméw immunologicznych mAbs prowadzi do
lepszego zrozumienia potencjatu zastosowania mAbs w terapii cigzkiej astmy oskrze-
lowej. Przewaga mAbs jako lekoéw biologicznych opiera si¢ na indywidualnym doborze
leku do potrzeb pacjenta, co pozwala na lepsza kontrole choroby. Celem pracy jest
ponadto zwigkszenie $wiadomosci o mozliwosciach zastosowania nowoczesnych
lekéw biologicznych u pacjentdow cierpigcych na cigzka astme oskrzelowa — wskazanie
u jakiego pacjenta terapia przyniesie najwigksze korzysci kliniczne oraz jakie przeciw-
wskazania uniemozliwiajg jej wlaczenie. Dzigki popularyzacji wiedzy o mAbs mozliwe
bedzie udzielenie pomocy osobom cierpigcym na cigzka astme oskrzelowa, co wplynie
na poprawe jakosci ich zycia. W Przeprowadzono przeglad literatury bazy danych
PubMed oraz GoogleScholar.

2. Astma jako choroba cywilizacyjna

Wysoki wskaznik zachorowan na astm¢ w spoleczenstwach rozwinietych lub
zurbanizowanych jest przyczyng dla ktorej okreslana jest ona jako ,.choroba cywiliza-
cyjna”. Astma nalezy do kategorii chor6b alergicznych, ktére na ogédt powstaja w wyniku

1 ag112738@stud.ur.edu.pl, Studenckie Koto Immunologii Uniwersytetu Rzeszowskiego, Kolegium Nauk
Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski.
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nadwrazliwos$ci na czynniki srodowiskowe [3]. Obserwuje si¢ wzrost czestosci wyste-
powania tychze chorob. Wiaze si¢ z tym hipoteza higieniczna, ktora sugeruje, ze prze-
sadne przestrzeganie higieny, ktore zmniejsza ryzyko zakazen w okresie dziecinstwa,
odpowiada jednoczesnie za zwigkszenie zapadalno$ci na astme i choroby alergiczne.
Istotnie mniejsze ryzyko wystgpienia astmy lub alergii miaty osoby, ktore w dziecin-
stwie, mialy codzienny kontakt z innymi dzie¢mi, mieszkaty w domu z ogrodem, poma-
galy przy pracach w gospodarstwie rolnym i miaty kontakt ze zwierzgtami gospodar-
czymi [4]. Jak podaje badanie Epidemiologia Chorob Alergicznych w Polsce (ECAP)
na astmg cierpi od 4 do 5 milionéw oséb [5]. Leczenie astmy jest obcigzeniem dla
budzetu. Wedlug badania Cost of Asthma Exacerbation (COAX) jesli zostrzenie astmy
u pacjenta wymagato jego hospitalizacji koszt wynosit prawie 4000 zt. Jesli hospita-
lizacja nie byta wymagana zaostrzenie kosztowato 247 zt [6].

3. Dotychczasowe leczenie

Podstawg farmakoterapii astmy sg glikokortykosteroidy, leki wziewne, rozszerzajace
oskrzela z grup krotko i dlugo dziatajacych agonistow receptoréw b2-adrenergicznych
oraz krétko i dlugo dziatajacych lekow antycholinergicznych. Wigkszo$¢ lekow przeciw-
astmatycznych to leki podawane wziewnie, bezposrednio do miejsca, gdzie toczy sig¢
proces zapalny [7]. Zastosowanie wyzej wymienionych farmaceutykéw wraz z zalecang
terapig niefarmakologiczng w 85-90% przypadkow pozwala na osiagniecie zadowala-
jacej kontroli choroby. Jednakze wsrdd chorych na astm¢ mozna wyrdézni¢ grupe,
stanowigcg okoto 10-15%, ktdrg stanowia cierpiacy na tak zwang astme ciezka. W jej
przypadku standardowe leczenie moze by¢ niewystarczajace do uzyskania kontroli
choroby. Dzigje si¢ tak miedzy innymi ze wzgledu na wstepowanie wzglednej niewrazli-
wosci na kortykosteroidy w jej przebiegu. U pacjentow z astma cigzkg zastosowanie
wysokich dawek tych lekow daje ograniczone efekty. Stosowanie w praktyce klinicznej
sterydow systemowych wiaze si¢ oczywiscie z wysokim ryzykiem wystepowania wielu
objawow ubocznych. Niewrazliwos$c na nie moze powstawa¢ na drodze wielu mecha-
nizmoéw. Podejrzewa sig, ze w wigkszosci dotycza one zmian wlasciwosci receptorow

glikokortykosteroidowych [8].
4. Udzial cytokin w patofizjologii astmy

W patofizjologii astmy oskrzelowej bierze udzial wiele czynnikow zapalnych —
cytokin. Naleza do nich migdzy innymi interleukina 4 (IL-4), interleukina 5 (IL-5) oraz
interleukina 13 (IL-13). Eozynofilia pozostaje kluczowa cechg astmy. Eozynofile sta-
nowig niski odsetek leukocytow w prawidlowym stanie zdrowia, jednak podczas
choroby, IL-4, IL-5 i IL-13 mogg indukowa¢ szybka eozynofiloze, wydtuzaé przezycie
eozynofili i utatwiac ich przemieszczanie si¢ do miejsca uszkodzenia.

Interleukina 4 jest niezb¢dna w procesie roznicowania limfocytow Th2 z ThoO.
Zrodlem IL-4 s3 inne dojrzate limfocyty typu Th2, limfocyty NKT (natural killer
T-cells), komorki tuczne i bazofile. Przesunigcie rownowagi immunologicznej zacho-
dzacej pomiedzy limfocytami, w postaci wzrostu frakcji Th2, odgrywa kluczowa role
w powstawaniu zapalenia w chorobach alergicznych. Limfocyty Th2 dziatajg wielo-
kierunkowo na limfocyty typu B, komorki tuczne i bazofile, eozynofile oraz komorki
kubkowe nablonka w blonach §luzowych. IL-4 odpowiada za r6znicowanie i proliferacje
limfocytow B, wytwarzanie IgE oraz IgG4, wytwarzanie czynnika stymulujacego
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tworzenie kolonii granulocytow i makrofagdw oraz czynnika stymulujacego tworzenie
kolonii granulocytéw. IL-4 ponadto reguluje migracje eozynofili do tkanek. W orga-
nizmie receptory dla IL-4 znajdujg si¢ na limfocytach T i B, na komorkach tucznych,
monocytach, makrofagach, fibroblastach czy komorkach krwiotwoérczych. Receptor
dla IL-4 posiada w swej budowie podjednostke a, ktora jest wspolna zarowno dla IL-4,
jak i dla IL-13. Podobienstwo IL-13 do IL-4 umozliwia nie tylko taczenie si¢ z tg sama
jednostka receptorows, ale rowniez promocje proliferacji limfocytoéw B, zmiang klasy
syntetyzowanych przeciwciat IgE na IgG4, rekrutacje eozynofili oraz r6znicowanie
komorek dendrytycznych, co prowadzi do nadmiernego pobudzenia szlaku zapalnego
zaleznego od limfocytow Th2 [9, 10].

Interleukina 5 jest cytoking wytwarzang przez limfocyty T. Glikoproteina ta zbu-
dowana jest z homodimeréw potaczonych mostkami dwusiarczkowymi. Gen kodujacy
IL-5 znajduje si¢ na chromosomie 5, w poblizu genu kodujacego IL-13 oraz IL-4. IL-5
indukuje aktywacje eozynofilii przez nasilenie procesow adhezji, ekspresje receptorow
btonowych, chemotaksje, wywarzanie cytokin i innych mediatoréw. Do charaktery-
stycznych cech astmy zalicza si¢ naptyw eozynofilii oraz ich aktywacj¢ w blonie §luzo-
wej oskrzeli. Zaobserwowano zwiazek eozynofilii w drogach oddechowych z nadre-
aktywnoscig oskrzeli, obturacjg oraz objawami klinicznymi u pacjentéw cierpigcych na
astme. Granulocyty kwasochlonne sa waznym zréodlem mediatoréw, wywolujacych
obturacj¢ drog oddechowych, takich jak leukotrien C4. IL-5 jest uwazana za gltéwna
cytoking w procesach réznicowania, migracji, aktywacji oraz przezyciu eozynofilii w
miejscach objetych zapaleniem alergicznym. Stosowanie lekow dziatajacych na granu-
locyty kwasochlonne prowadzi do lepszej kontroli astmy ci¢zkiej, poniewaz u okoto
50% pacjentéw obserwuje si¢ przetrwate zapalenie eozynofilowe. Podanie przeciwciat
monoklonalnych przeciwko tej cytokinie hamuje rozwdj indukowanej alergenem
eozynofilii w drogach oddechowych i nadreaktywnosci oskrzeli. Eozynofile moga by¢
réwniez waznym zrodlem transformujacego czynnika wzrostu b u chorych na astme,
ktorego dziatanie wywohuje zmiany strukturalne w drogach oddechowych. Z tego po-
wodu IL-5 moze by¢ wykorzystana w terapii bardziej zaawansowanych postaci astmy,
w ktorych wystepuje przebudowa drzewa oskrzelowego. Stosowanie mAbs przeciwko
IL-5 (mepolizumab) znaczaco zmniejsza czgsto$¢ zaostrzen choroby, liczbe eozynofili
we krwi obwodowej i plwocinie oraz poprawia jakos$¢ zycia pacjentow [9, 11-13].

Interleukina 13 osigga znacznie wyzsze poziomy w surowicy u pacjentow z ciezkg
astmg w porownaniu ze zdrowymi osobami. IL-13 ma wspolne cechy strukturalne
z interleuking-4, z ktora jest homologiczna w 25%. IL-13 przekazuje sygnal przez
wspélny receptor z IL-4. IL-13 moze rowniez wigza¢ alfa 2 1L-13 (IL-13Ro2).
IL-13R02 u ludzi jest gtownie czasteczkg wewnatrzkomorkowa, a nie zwigzang z blona,
zardbwno w pierwotnych komorkach nabtonka oskrzeli, jak i w fibroblastach. Badania
sugerujg, ze ten receptor posredniczy w sygnalizacji IL-13 i indukuje wytwarzanie
TGF-B. IL-13 wystepuje obficie w eozynofilach i po uwolnieniu moze bezposrednio
koordynowa¢ odpowiedz zapalng z udzialem innych immunomodulatoréw. Podwyzszone
poziomy IL-13 w surowicy moga by¢ czgsciowo konsekwencja uwalniania jej zardbwno
z drog oddechowych, jak i eozynofili we krwi. U pacjentdéw z postacig umiarkowang
do cigzkiej, stezenie IL-13 w surowicy byla silnie dodatnio skorelowane z liczba
eozynofili we krwi. IL-13 indukuje cechy patofizjologiczne astmy rowniez niezaleznie
od immunoglobuliny E i eozynofili. Zatem IL-13 ma kluczowe znaczenie dla astmy
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indukowanej alergenem, ale dziata poprzez mechanizmy inne niz te, ktore sg klasycznie
zaangazowane w odpowiedzi alergiczne. Badania eksperymentalne i kliniczne wykazaty,
ze IL-13 jest wazng cytoking w przewleklym zapaleniu drog oddechowych i zostata
przedstawiona jako potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu astmy [14-17].

Rola opisywanych interleukin w patofizjologii astmy jest przedmiotem licznych
badan. Proby zahamowania aktywnosci obu cytokin w leczeniu astmy dajg podstawy
tworzenia nowych metod leczenia oraz sg poczatkiem do tworzenia programow tera-
peutycznych.

5. Przeciwciala monoklonalne w terapii astmy — mechanizm dzialania

Przeciwciala monoklonalne, ktérych metode wytwarzania opracowali w 1975 .
Milstein i Kohler, znalazly trwate zastosowanie w klinice. ROwniez w terapii ciezkiej
astmy oskrzelowej wykorzystywane sa obecnie nowoczesne preparaty z tej grupy.
[18]. Od 1.11.2012 r. w Polsce w ramach programu lekowego B.44. dostepny jest
omalizumab, od 1.11. 2017 r. mepolizumab, od 1.11.2019 r. benralizumab. Dupilumab
i reslizumab nie sa jeszcze dostepne [19]. W 2002 r. omalizumab zostal oficjalnie
zarejestrowany w Australii do leczenia chorych na cigzka astme alergiczng. Nastepnie
w roku 2005 preparat dopuszczono do uzytku w tym celu w USA i UE [20]. Mepo-
lizumab zostal dopuszczony do uzytku medycznego na terenie Unii Europejskiej
W grudniu 2015 r. [21]. Benralizumab zostat zarejestrowany najpierw w Stanach Zjedno-
czonych przez Federalng Agencj¢ do spraw Lekow (FDA) w listopadzie 2017 roku,
nastgpnie w Japonii i Unii Europejskiej w styczniu 2018 roku [22].

Omalizumab jest rekombinowanym humanizowanym przeciwcialem monoklonal-
nym, w Klasie 1gG (IgG1l-kappa). Wiaze si¢ on wybidrczo z ludzka immunoglobuling
E (IgE) krazaca we krwi. Laczy si¢ z nig w miejscu domeny Ce3 tancucha cigzkiego
tworzac kompleks IgE-antyIgE. Skutkuje to zmniejszeniem ilo$ci wolnej IgE, zdolnej
do zwigzania z receptorami komorek efektorowych i wyzwolenia reakcji zapalnej,
bedacej istota patofizjologii astmy. Stezenie IgE we krwi jest zalezne od dawki leku.
Mechanizm dzialania omalizumabu prowadzi do zahamowania lub ostabienia reakcji
alergicznej [23]. Lek ten rowniez przyspiesza dysocjacje IgE, ktore zdazyly zwigzac
si¢ z receptorem FceRI na powierzchni mastocytow. Podczas stosowania omalizumabu
pula krazacych we krwi granulocytow zasadochtonnych pozostaje stala, ale zmniejsza
si¢ liczba receptorow FceRI na komorkach tucznych. Powoduje to obnizenie progu ich
pobudliwosci, co skutkuje zmniejszeniem uwalniania histaminy z bazofilow o ok. 90%
[24]. Omalizumab hamuje naptyw eozynofili oraz remodeling tkanek w przebiegu astmy
oskrzelowej. Zapobiega rowniez zmianom funkcjonalnym w drogach oddechowych.
W przypadku nieuzyskania kontroli choroby na stopniu 4. i 5. leczenia GINA reko-
menduje omalizumab jako opcj¢ terapeutyczng. Lek odznacza si¢ rowniez dobra tole-
rancja — czestos¢ wystepowania dziatan niepozadanych jest poréwnywalna z placebo.
Istnieja czynniki, ktorych wystepowanie u pacjentow moze obniza¢ skutecznos¢
Omalizumabu. Naleza do nich: wiek, otylos¢, choroby wspotistniejace, palenie tytoniu,
polipy nosa [25]. Wykorzystywany jest on w terapii ci¢zkiej astmy alergicznej IgE
zaleznej. W ramach programu lekowego podaje si¢ go w dawce od 75 do 600 mg
w 1 do 4 wstrzyknie¢. Maksymalna zalecana dawka wynosi 600 mg omalizumabu przy
schemacie dawkowania co 2 tygodnie. Szczegdlowy schemat dawkowania okreslony
jest na podstawie wyjsciowego stezenia IgE (j.m./ml), oznaczanego przed rozpo-
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czeciem leczenia oraz masy ciata pacjenta (kg) [19]. Terapia omalizumabem cechuje
si¢ bardzo wysoka skutecznosécig — poprawe odnotowuje si¢ u 70-90% leczonych tak
pacjentow. Przy stosunkowo niskim ryzyku objawdéw niepozadanych i nietolerancji
poprawia kontrolg choroby, zmnigjsza czgsto$é zaostrzen i zapotrzebowanie na doustne
GKS. U niektorych chorych uzyskana poprawa jest na tyle znaczna, ze pozwala nawet
catkowicie odstawi¢ GKS [26].

omalizumab

Y

zmniejsza ekspresje¢
receptorow o wysokim
powinowactwie do IgE

wigze si¢ z wolnymi
przeciwciatami IgE

receptor FceRI

"~ -
X
uwalma ?%

- CHER

mastocyt o

plazmocyt

przeciwciata

zmniejszone
klasy IgE

uwalnianie mediatora
reakcji alergicznej

Rysunek 1. Mechanizm dziatania omalizumabu. Omalizumab wiaze si¢ z IgE, tworzac w ten sposob
kompleksy immunologiczne. Prowadzi to do obnizenia poziomu krazacej wolnej IgE i zapobiega wigzaniu jej
z receptorami IgE o wysokim powinowactwie (FceRI). Receptory te s3 obecne na powierzchni komorek
dendrytycznych, komérek tucznych (mastocytow), bazofilow i eozynofili. Hamowana jest degranulacja
komoérek tucznych/bazofilow oraz naciek eozynofili. Zmniejszona zostaje ekspresja FceRI. Efektem jest
zmniejszenie alergicznego zapalenia dréog oddechowych, a takze zwigzanych z nim objawow i zaostrzen
astmy, rycina — opracowanie wiasne [20, 27].

Mepolizumab to humanizowane przeciwciatlo monoklonalne (IgG1, kappa) skiero-
wane przeciwko ludzkiej IL-5. Ma do niej wysokie powinowactwo i swoisto$¢. Mepo-
lizumab hamuje aktywnos$¢ biologiczng ILS poprzez blokowanie wigzania si¢ 1L-5
z tancuchem alfa kompleksu receptora IL-5 znajdujacego si¢ na powierzchni eozynofili
[28, 29]. W badaniach klinicznych u dorostych pacjentéw z astma dotyczacych farma-
kodynamiki leku, wykazano, ze po podaniu podskornym mepolizumabu w dawkach od
12,5 do 250 mg lub 75 mg dozylnie co 4 tygodnie przez 12 tygodni, liczba eozynofili
we krwi obwodowe;j istotnie si¢ zmniejszyta w poréwnaniu z grupa pacjentow otrzy-
mujacych placebo. Mepolizumab podawany dozylnie w dawce 750 mg co 4 tygodnie
przez 3 miesigce u pacjentow z astmg tagodng, istotnie statystycznie obnizat liczbe
eozynofili we krwi obwodowej, drogach oddechowych i szpiku (odpowiednio 100, 55
i 52% w stosunku do wartosci wyjsciowych). W Europie mepolizumab ma rejestracje
od 6. r.z., niestety, w Polsce refundacja leczenia objeci sa pacjenci dopiero od 18. r.z.
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Mepolizumab jest pierwszym przedstawicielem przeciwcial monoklonalnych przeciwko
II-5. Zostat zaakceptowany do rutynowej praktyki klinicznej przez FDA w listopadzie
2015 r. [19]. Aktualne dane w piSmiennictwie przemawiajg za stosowaniem mepo-
lizumabu u pacjentow z cigzka postacig astmy eozynofilowej. Kolejnym etapem bedzie
odkrycie biomarkerow, ktore umozliwityby klinicystom zidentyfikowanie pacjentow,
ktorzy odniesliby najwigksze korzysci z tego leczenia.

Benralizumab jest humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym klasy IgGlk,
ktoére wykazuje powinowactwo do pierwszej domeny fibronektyny tancucha receptora
II-5R. Wigzanie benralizumabu hamuje oddziatywanie miedzy IL-5 a jej receptorem.
IL-5 promuje eozynofilopoeze w szpiku kostnym oraz bierze udziat w aktywacji,
migracji i przezyciu eozynofili w miejscu zapalenia. W patofizjologii astmy prowokacja
alergenem prowadzi do zwigkszonej aktywacji eozynofili w drogach oddechowych.
Poniewaz eozynofile sg dominujacymi komoérkami efektorowymi w astmie, hamo-
wanie ich aktywnos$ci prowadzi do zmniejszenia uszkodzenia drég oddechowych,
zmniejszenia wydzielania $luzu oraz ogranicza nadreaktywnos$¢ oskrzeli. Schemat
dawkowania zaktada stosowanie poczatkowo 30 mg co 4 tyg. (3 dawki), od 4. dawki
30 mg co 8 tyg. Lek jest przeznaczony do dlugotrwalego stosowania. Decyzj¢ o konty-
nuacji leczenia nalezy podejmowaé co najmniej raz na rok na podstawie stopnia
nasilenia choroby, kontroli zaostrzen i liczby eozynofili we krwi. Leku nie nalezy sto-
sowa¢ w leczeniu naglych zaostrzen astmy. Nie zaleca si¢ naglego przerywania poda-
wania kortykosteroidow po rozpoczeciu leczenia benralizumabem, dawki kortykostero-
idow nalezy zmniejsza¢ stopniowo. Po podaniu leku wystepowaly ciezkie reakcje
ogodlnoustrojowe, w tym reakcje anafilaktyczne i reakcje nadwrazliwosci. Moga one
wystapi¢ w ciggu kilku godzin Iub dni po podaniu leku. Nie wiadomo, czy benrali-
zumab wplywa na odpowiedZ pacjenta na zarazenie pasozytami jelitowymi. W przy-
padku zarazenia chorego pasozytami jelitowymi w trakcie leczenia benralizumabem
i braku odpowiedzi na leczenie przeciwpasozytnicze, stosowanie benralizumabu nalezy
przerwa¢ do czasu ustgpienia zarazenia. Benralizumab jest skuteczny i bezpieczny
W leczeniu 0sob dorostych z niekontrolowang cigzka astma eozynofilowa, ktdrzy nie
uzyskali jej kontroli pomimo stosowania wysokich dawek wziewnych GKS i LABA.
Mepolizumab i reslizumab blokuja tylko aktywacje eozynofili poprzez neutralizacje
krazacej IL-5, jednak nie wywoluja apoptozy juz aktywowanych eozynofili. Benra-
lizumab indukuje szybka i niemalze catkowitg deplecje eozynofili we krwi (>95%),
ktora jest wyzsza niz indukowana przez mepolizumab (84%) i reslizumab (82%). Efekt
utrzymuje sie przez 12 tygodni po podaniu pojedynczej dawki od 0,3 do 3 mg/kg.
Spadkowi liczby eozynofili we krwi towarzyszy zmniejszenie stgzenia w SUrowicy
neurotoksyny pochodzenia eozynofilowego i biatka kationowego eozynofili oraz
zmniejszenie liczby bazofilow we krwi. Obserwuje si¢ rowniez poprawe czynnosci pluc,
lepsza kontrole astmy i jako$¢ zycia, zwlaszcza w przypadku pacjentdw z wyjsciowag
liczbg eozynofili >300 komorek/ul i czgstszym wystegpowaniem zaostrzen przed
wlaczeniem leczenia biologicznego [29-32].

Wyzej wymienione leki sa refundowane w Polsce w ramach programu lekowego
B.44 ,Leczenie cigzkiej astmy alergicznej IgE-zaleznej oraz cigzkiej astmy eozyno-
filowej”. Istniejg rowniez dwa inne preparaty be¢dace mAbs, ktore zostaly dopuszczone
do terapii cigzkiej astmy. Sg to dupilumab i reslizumab [19].
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Rysunek 2. Mechanizm dziatania benralizumabu. Benralizumab charakteryzuje si¢ podwojnym
mechanizmem dziatania. Poprzez fragmenty Fab, benralizumab wigze si¢ z IL-5Ra. hamujac w ten sposob
oddziatywanie migdzy IL-5 a jej receptorem. Ponadto, poprzez region staty Fc, benralizumab oddziatuje
z receptorem FcyllIRa obecnym na powierzchni komorek NK, tym samym wywotujac apoptoze eozynofili
indukowang przez ADCC, za posrednictwem mechanizméw zaleznych od ligandu Fas/Fas,
rycina — opracowanie wiasne [30]

Dupilumab to humanizowane mAbs przeciwko podjednostce o receptora dla IL-4
(IL-4Ra). Blokuje on dziatanie IL-4 oraz IL-13, co prowadzi do hamowania Th2-
zaleznych procesow zapalnych, ze wzgledu na fakt, ze cytokiny interleukina 4 (I1L-4)
i IL-13 oraz heterodimeryczne kompleksy receptora IL-4 (IL-4R), z ktorymi oddziatuja,
odgrywaja kluczowa rol¢ w patogenezie zaburzen alergicznych. Interleukina 4 sprzyja
rozwijaniu si¢ limfocytow Th2 z ThO, reguluje produkcje przeciwciatl IgE, reguluje mi-
gracje eozynofili do tkanek oraz wptywa na proliferacje komoérek tucznych. Podobna
w budowie i funkgji jest interleukina 13 (IL-13), ktéra wzmaga proliferacj¢ pobudzonych
limfocytow B oraz zmiane klasy syntetyzowanych przeciwciat z IgE na IgG4 alergenowo
swoistych. Zaréwno IL-4, jak i IL-13 posiadaja wspolna podjednostke o na receptorze
dla IL-4 (IL-4Ro). W astmie leczenie dupilumabem przyczynia si¢ do hamowania
limfocytow B, inhibicji przelaczania klas przeciwcial, zmniejszania st¢zenia krazacej
eotaksyny, ale i obnizenia catkowitego poziomu przeciwciat IgE i swoistych IgE oraz
zmniejszenia stezenia wydychanego tlenku azotu (FeNO). Wedlug charakterystyki
produktu leczniczego (ChPL) dupilumab jest zarejestrowany do leczenia cigzkiej astmy
U dorostych i mlodziezy od 12. r.z. charakteryzujgcej si¢ zwigkszonym st¢zeniem
eozynofili we krwi obwodowej lub zwigkszonym stezeniem wydychanego tlenku azotu
(FeNO) [33, 34].

Reslizumab zostat zaakceptowany do uzytku klinicznego przez Agencje ds.
Zywnoéci i Lekéw (FDA) w Stanach Zjednoczonych Ameryki 23 marca 2016 r.,
natomiast mepolizumab 4 listopada 2015 r. W chwili obecnej jedynym zarejestro-
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wanym wskazaniem do zastosowania tych substancji jest cigzka astma eozynofilowa,
w ktorej stosowanie dotychczas dostepnych lekéw bylo niewystarczajace, aby zapobiec
wystgpieniu zaostrzenia choroby. Reslizumab jest dopuszczony do stosowania u pacjentow
powyzej 18. r.z., za$ mepolizumab — powyzej 12. r.z. Pacjenci otrzymujacy reslizumab
wykazywali znacznie wicksza redukcje liczby eozynofili w plwocinie, poprawe
czynno$ci drog oddechowych i tendencje do lepszej kontroli astmy niz pacjenci
otrzymujacy placebo. W badaniach reslizumab byt ogdlnie dobrze tolerowany. Terapia
anty-IL-5 reslizumabem w leczeniu pacjentow z cigzka, oporng na leczenie astma
eozynofilowg byta skuteczna w poprawie czynnosci pluc i wykazywata tendencje do
wigkszej kontroli astmy, zwlaszcza u pacjentow z polipami nosa Byt dobrze tolero-
wany u pacjentdOw z niewystarczajaco kontrolowang astma (pomimo standardowej
terapii) i podwyzszonym poziomem eozynofili we krwi. W badaniach klinicznych
dawka reslizumabu 3,0 mg/kg zapewnita wigksza poprawg wynikow leczenia astmy
W poréwnaniu z dawka 0,3 mg/kg, przy porownywalnym bezpieczenstwie [35, 36].

6. Zasady kwalifikowania do leczenia biologicznego astmy

W leczeniu astmy ciezkiej nastgpit duzy postep. Obecnie polscy pacjenci moga
bezplatnie korzysta¢ z najnowoczesniejszych terapii biologicznych dostgpnych w ramach
programu lekowego, ktory od listopada 2017 roku funkcjonuje pod nazwg ,.Leczenie
cigzkiej astmy alergicznej IgE-zaleznej oraz ciezkiej astmy eozynofilowej”. Miedzyna-
rodowe standardy diagnostyki i leczenia wskazuja, ze w astmie ci¢zkiej leczeniem
pierwszego wyboru po nieskutecznym leczeniu wziewnym powinny by¢ wtasnie leki
biologiczne, a nie stosowane wczesniej GKS systemowe, ktore wiagzg si¢ ze zwigkszo-
nym ryzykiem skutkéw ubocznych.

Do leczenia biologicznego w cigzkiej astmie w ramach programu lekowego w Polsce
kwalifikuje si¢ po diagnostyce réznicowej wedhug najnowszych wytycznych GINA.
Modelowy pacjent kwalifikujacy si¢ do leczenia jest niepalacy, stosuje dotychczas
GKS wziewne w dawce >1000 pg oraz drugi lek kontrolujacy. Cigzkie zaostrzenia
astmy wystepuja u niego 2 razy do roku lub czgsciej. Wyrdznia si¢ dwa fenotypy astmy
kwalifikujace do leczenia biologicznego: cigzka astme alergiczng IgE zalezng oraz
cigzkg astme eozynofilowa. W ramach programu lekowego pacjentow ze stwierdzona
cigzka astma alergiczng IgE zalezng leczy si¢ omalizumabem, natomiast w przypadku
cigzkiej astmy eozynofilowej podaje si¢ mepolizumab lub benralizumab. Przeciwwska-
zaniami do wlgczenia do programu lekowego sg: nadwrazliwo$¢ na omalizumab, mepo-
lizumab, benralizumab lub substancje pomocnicze, wystepowanie chordéb wspodlistnie-
jacych powodujacych ciezki przebieg astmy, cigza i karmienie piersig, jednoczesna
terapia lekami immunosupresyjnymi, przeciwnowotworowymi, wlewami z immunoglo-
bulin lub innymi lekami biologicznymi lub przyjmowanie innych lekéw biologicznych
w leczeniu astmy (np. mepolizumabu, benralizumabu) — do 3 miesi¢cy od zakonczenia
terapii.

Pacjent kwalifikujacy sie do leczenia omalizumabem musi przekroczy¢ 6 rok zycia
oraz prezentowac ci¢zka, niekontrolowang alergiczng astmg oskrzelowg (wg aktualnych
wytycznych GINA) z alergia na alergeny catoroczne. Alergi¢ nalezy potwierdzi¢
punktowymi testami skornymi lub testami swoistego IgE. Dotychczas konieczne byto
stosowanie u niego wysokich dawek wziewnych GKS w pofaczeniu z innym lekiem
kontrolujacym astme (dlugo dziatajacy agonista receptora -2 adrenergicznego, mody-
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fikator leukotrienow, dtugo dziatajacy bloker receptora muskarynowego). Odnotowano

u niego dwa lub wigcej epizodow zaostrzen w roku wymagajacych stosowania syste-

mowych GKS lub zwigkszania ich dawki. Catkowite stezenie IgE w jego surowicy

wynosi 30-1500 [U/ml. Nalezy rowniez stwierdzi¢ jednoznaczng reaktywnos¢ in vitro
na alergeny caloroczne u pacjentow z catkowitym stezeniem IgE w surowicy ponizej

76 j.m./ml. Masa ciala pacjenta kwalifikujacego si¢ do leczenia biologicznego musi

zawieraC si¢ w przedziale 20-150 kg. Podczas kwalifikacji nalezy réwniez wykluczy¢

inne niz reakcja organizmu na caloroczne alergeny wziewne przyczyny powodujace
cigzki przebieg astmy.

Oprécz tego pacjent musi spelni¢ co najmniej 2 z ponizszych kryteriow:
¢ objawy niekontrolowanej astmy (brak kontroli astmy w kwestionariuszu kontroli

astmy ACQ >1,5 pkt);

e hospitalizacja w ciagu ostatnich 12 miesigcy z powodu zaostrzenia astmy;

e incydent ataku astmy zagrazajacy zyciu w przesztosci;

e utrzymujagca si¢ obturacja drog oddechowych (natezona objetos¢ wydechowa
pierwszosekundowa FEV1 <80% wartosci naleznej lub zmienno$¢ dzienna
szczytowego przeptywu wydechowego PEF >30%);

e pogorszenie jako$ci zycia z powodu astmy ($rednia punktow w tescie kontroli
jakosci zycia chorego na astme miniAQLQ <5,0 punktéw u dorostych i dzieci
w wieku 12 lat i wigcej lub PAQLQ (Pediatric Asthma Quality of Life Question-
naire) < 5,0 punktow u dzieci w wieku 6-11 lat.

Cigzka astma eozynofilowa leczona jest mepolizumabem lub benralizumabem. Do
leczenia kwalifikuja si¢ pacjenci powyzej 18. roku zycia z ciezka, oporng na leczenie
astma eozynofilowa identyfikowana poprzez liczbe eozynofili we krwi na poziomie
>350 komorek/pl. Ich terapia astmy wigzala sie z koniecznoscig stosowania wysokich
dawek wziewnych GKS (>1000 mcg dipropionianu beklometazonu na dobg¢ lub innego
wziewnego GKS w dawce rownowaznej okreslonej zgodnie z aktualnymi wytycznymi
GINA) w potaczeniu z innym lekiem kontrolujagcym astme (dtugo dziatajacy agonista
receptora -2 adrenergicznego, modyfikator leukotrienow, dtugo dziatajacy bloker re-
ceptora muskarynowego). Pacjenci kwalifikujacy si¢ do leczenia biologicznego odnoto-
wali przynajmniej dwa epizody zaostrzen w ostatnim roku wymagajace stosowania
systemowych GKS lub zwigkszenia ich dawki na okres dtuzszy niz trzy dni u osob,
ktore stosujg je przewlekle. Zaostrzenia te mogly wymagac hospitalizacji lub wizyty
W oddziale ratunkowym. Badanie spirometryczne wykazalo natgzong objetos¢ wyde-
chowa pierwszo-sekundowa FEV1 <80% wartos$ci naleznej przed podaniem leku rozsze-
rzajacego oskrzela w czasie wizyty kwalifikacyjnej. Pomimo stosowania leczenia
wystepuja u nich objawy niekontrolowanej astmy (brak kontroli astmy w kwestiona-
riuszu kontroli astmy ACQ>1,5 pkt) i pogorszenie jako$ci zycia z powodu astmy
(srednia punktow w teScie kontroli jakosci zycia chorego na astm¢ Mini Asthma
Quality of Life Questionnaire <5,0 punktow). W przypadku astmy eozynofilowej nalezy
wykluczy¢ inne zespoly hypereozynofilii oraz zakazenie pasozytnicze (na podstawie
prawidlowego wyniku badania katu). Wymagane jest rowniez wykluczenie innych
istotnych klinicznie choréb phuc.
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Tabela 1 Charakterystyka modelowego pacjenta kwalifikujacego sie do refundowanego leczenia

biologicznego ciezkiej astmy

Kryteria kwalifikacji
do leczenia

Diagnoza

Dotychczasowe leczenie

Natog tytoniowy
Zaostrzenia astmy

Wiek
Masa ciata
Trwajgca cigza lub
karmienie piersig
Terapia lekami
immunosupresyjnymi,
przeciwnowotworowymi
lub innymi lekami
biologicznymi
Chordb wspotistniejgce
powodujace cigzki
przebieg astmy
nadwrazliwo$¢ na
substancj¢ czynng lub
substancje pomocnicze
Dodatkowe kryteria

Ciezkiej astmy alergicznej
IgE zaleznej
omalizumabem
Cigzka, niekontrolowana
alergiczna astma oskrzelowa
z alergia na alergeny
catoroczne. Alergi¢ nalezy
potwierdzi¢ punktowymi
testami skornymi lub testami
swoistego IgE.
stosuje dotychczas GKS
wziewne w dawce >1000 ug
oraz drugi lek kontrolujacy
Pacjent musi by¢ niepalacy
2 razy do roku lub czesciej,
wymagajace stosowania
systemowych GKS lub
zwigkszania ich dawki
powyzej 6. roku zycia
20-150 kg
wyklucza wiaczenie leczenia
omalizumabem
Okres krotszy niz 3 miesiace
od zakonczenia terapii
wyklucza wlaczenie leczenia
omalizumabem

wykluczaja wiaczenie
leczenia omalizumabem

wyklucza wiaczenie leczenia
omalizumabem

Oproécz tego pacjent musi
speti¢ co najmniej 2
Z ponizszych kryteriow:
1. objawy niekontrolowanej
astmy
2. hospitalizacja w ciggu
ostatnich 12 miesigcy
z powodu zaostrzenia astmy;
3. incydent ataku astmy
Zagrazajacy zyciu
W przesztosci,
4. utrzymujaca si¢ obturacja
drég oddechowych
5. pogorszenie jakosci zycia
Z powodu astmy

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie [37]
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Ciezkiej astmy eozynofilowej
mepolizumabem/benralizumabem

Cigzka, oporna na leczenie astma
eozynofilowa identyfikowana
poprzez liczbe eozynofili we krwi na
poziomie >350 komorek/ul

stosuje dotychczas GKS wziewne
w dawce > 1000 pg oraz drugi lek
kontrolujacy
Pacjent musi by¢ niepalacy
2 razy do roku lub czesciej,
wymagajace stosowania
systemowych GKS lub zwickszania
ich dawki
powyzej 18. roku zycia

wyklucza wiaczenie leczenia
mepolizumabem/benralizumabem
Okres krotszy niz 3 miesiace od
zakonczenia terapii wyklucza
wlaczenie leczenia
mepolizumabem/benralizumabem

wykluczaja wlaczenie leczenia
mepolizumabem/benralizumabem

wyklucza wiaczenie leczenia
mepolizumabem/benralizumabem

Badanie spirometryczne wykazato
natezong objetos¢ wydechowa
pierwszo-sekundowg FEV1 <80%
wartosci naleznej przed podaniem
leku rozszerzajacego oskrzela
w czasie wizyty kwalifikacyjnej.

1. objawy niekontrolowanej astmy
2. pogorszenie jakosci zycia
Z powodu astmy
W przypadku astmy eozynofilowej
nalezy wykluczy¢ inne zespoty
hypereozynofilii oraz zakazenie
pasozytnicze (na podstawie
prawidtowego wyniku badania katu).
Wymagane jest rowniez wykluczenie
innych istotnych klinicznie chorob
pluc.
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Czas leczenia w programie okresla lekarz prowadzacy. Po uptywie 24 miesiecy od
podania pierwszej dawki danego leku biologicznego leczenie zostaje zawieszone.
W trakcie zawieszenia terapii pacjent pozostaje w programie lekowym i jest obserwo-
wany w zakresie kontroli astmy (wizyty co 4-6 tygodni), a w przypadku istotnego
pogorszenia kontroli choroby lekarz moze zdecydowa¢ o ponownym rozpoczeciu
podawania leku. (tj. tej samej substancji czynnej) stosowanego przed zawieszeniem
terapii. Chory moze by¢ ponownie zakwalifikowany do terapii lekiem biologicznym
0 ile speini kryteria wlgczenia i nie spelni zadnego z kryteridw wylaczenia. U chorych,
u ktorych w okresie 12 miesiecy od dnia zawieszenia terapii nie dojdzie do istotnego
pogorszenia kontroli astmy, leczenie omalizumabem, mepolizumabem lub benralizu-
mabem oraz udzial w programie lekowym ulega zakonczeniu. W przypadku zajscia
W cigzg leczenie omalizumabem, mepolizumabem lub benralizumabem zostaje zawie-
szone. W trakcie zawieszenia terapii pacjentka pozostaje w programie lekowym i jest
obserwowana w zakresie kontroli astmy (wizyty co 4-6 tygodni). Po porodzie i okresie
karmienia piersig lekarz moze zdecydowaé o ponownym rozpoczgciu podawania leku
w przypadku istotnego pogorszenia kontroli choroby.

Kryteria wylaczenia z leczenia w przypadku terapii omalizumabem to: ocena odpo-
wiedzi na terapi¢ przez lekarza prowadzacego wg skali GETE (Global evaluation of
treatment effectiveness) nizsza niz bardzo dobra (catkowita kontrola astmy), dobra
(znaczaca poprawa kontroli astmy) lub spetnienie 2 z 3 ponizszych kryteriow:

e poprawa kontroli astmy w kwestionariuszu kontroli astmy ACQ o > 0,5 punktu
(wporownaniu z wizyta w tygodniu zakwalifikowania pacjenta do leczenia
omalizumabem);

e poprawa jakosSci zycia w tesScie kontroli jakosci zycia chorego na astme miniAQLQ
0 > 0,5 punktu u dorostych i dzieci w wieku 12 lat i wiecej, PAQLQ u dzieci
w wieku 6-11 lat (w poréwnaniu z wizyta w tygodniu zakwalifikowania pacjenta
do leczenia omalizumabem);

e zmniejszenie dawki doustnego GKS o > 5 mg w przeliczeniu na prednizon (w porow-
naniu z wizyta w tygodniu zakwalifikowania pacjenta do leczenia omalizumabem).

Kryteria wylaczenia obowigzujace w przypadku terapii omalizumabem, mepolizu-
mabem lub benralizumabem to: wystgpienie zaostrzen astmy (zdefiniowanych jak
w pkt. 2. 1. 3) w okresie leczenia mepolizumabem lub benralizumabem w ilo$ci rowne;j
lub przewyzszajacej okres poprzedzajacy leczenie w obserwacji rocznej, palenie tytoniu,
niestosowanie si¢ do zalecen lekarskich lub niepoprawne przyjmowanie lekow,
podjecie leczenia lekami immunosupresyjnymi, przeciwnowotworowymi, wlewami
z immunoglobulin lub innymi lekami biologicznymi oraz wystapienie ktoregokolwiek
z przeciwwskazan do stosowania omalizumabu, mepolizumabu lub benralizumabu.
Kryterium wylaczenia w programie lekowym zaréwno w terapii cigzkiej astmy aler-
gicznej IgE zaleznej, jak i cigzkiej astmy eozynofilowej jest cigza. Jest to bezwzgledne
przeciwskazanie do wigczenia do programu lekowego.

Dodatkowo w przypadku terapii mepolizumabem lub benralizumabem u pacjentow,
ktorzy przed wlaczeniem terapii jednym z tych lekow biologicznych przyjmowali
przewlekle systemowe GKS brak redukcji dawki tych lekéw lub redukcja o <30%,
ocena odpowiedzi na terapi¢ przez lekarza prowadzacego wg skali GETE nizsza niz:
bardzo dobra lub dobra, brak poprawy kontroli astmy w kwestionariuszu kontroli
astmy (wzrost ACQ o > lub = 0,5, brak poprawy jakosci zycia w tescie kontroli jakosci
zycia chorego na astme¢ oraz w przypadku stwierdzenia zakazenia pasozytniczego
opornego na leczenie — zawiesi¢ leczenie mepolizumabem lub benralizumabem do
momentu wyleczenia [37].
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7. MozliwoSci terapii lekami biologicznymi w Polsce

W 2012 roku Ministrer Zdrowia oglosit program terapeutyczny leczenia astmy
cigzkiej alergicznej finansowany z budzetu Narodowego Funduszu Zdrowia, w ktorym
nieodplatnie podawany jest pacjentom omalizumab, a od 2017r. pojawita si¢ mozli-
wos¢ kwalifikacji do leczenia biologicznego mepolizumabem chorych na ci¢gzka astme
eozynofilowa, co znacznie rozszerzylo grupe chorych, u ktorych mozna zastosowac
terapi¢ biologiczna.

W przypadku podjecia leczenia kazdym z refundowanych w ramach polskiego pro-
gramu lekowego lekow: omalizumabem, mepolizumabem czy benralizumabem obo-
wigzujg identyczne zasady. Po pierwszym podaniu leku biologicznego pacjenci powinni
by¢ obserwowani przez co najmniej 2 godziny. Jesli pierwsze podanie leku byto dobrze
tolerowane po drugim, trzecim i czwartym podaniu, czas obserwacji pacjenta mozna
skroci¢ do 30 minut. Pacjent odbywa w osrodku minimum cztery wizyty w odstepach
zgodnych z dawkowaniem leku. Podczas wizyt pacjent edukowany jest w zakresie
administrowania leku — samodzielnego lub przez opiekuna prawnego. Pacjent lub
opiekunowie prawni pacjenta musza by¢ poinstruowani odnosnie techniki podawania
leku, prowadzenia dziennika leczenia oraz rozpoznawania dziatan niepozadanych
(cigzkich reakcji alergicznych) i czynnosci, ktore nalezy podja¢ w przypadku ich
wystgpienia. Pacjent otrzymuje leki w osrodku prowadzacym terapi¢ astmy danego
pacjenta. Leczenie kazdym z refundowanych lekéw biologicznych moze by¢ konty-
nuowane w warunkach domowych, jesli lekarz i pacjent uznaja to za wlasciwe. Lek
moze by¢ wydany dla celow terapii domowej na okres nie przekraczajacy 3 miesiecy.

Osrodki prowadzace program leczenia biologicznego astmy znajduja si¢ na terenie
kazdego wojewoddztwa — ich zestawienie znajduje si¢ w tabeli 1. W zwigzku z tym
pacjenci maja zapewniony dostep do ww. leczenia bez konieczno$ci udawania si¢ do
innego wojewodztwa. Dzigki temu dostep do leczenia jest zapewniony wigkszemu
gronu pacjentow, dzigki zlikwidowaniu barier komunikacyjnych. Obniza to réwniez
koszty leczenia ponoszone przez pacjenta. Terapia w ramach programu lekowego B.44
dla oséb zakwalifikowanych jest refundowana, dlatego sytuacja materialna nie jest
czynnikiem wykluczajacym z leczenia [37, 38].

Tabela 2 Osrodki prowadzace leczenie astmy cigzkiej w ramach programu lekowego B.44

Wojewédztwo Osrodki
dolnoslgskie Centrum Medyczne Karpacz S.A. w Karpaczu, Centrum Diagnostyczno-
Terapeutyczne Medicus Sp. z 0.0. w Lubinie, Uniwersytecki Szpital
Kliniczny im. Jana Mikulicza-Radeckiego we Wroctawiu, Dolnoslgskie
Centrum Chorob Pluc we Wroctawiu

kujawsko- Szpital Uniwersytecki nr 2 im. Dr Jana Biziela, 10. Wojskowy Szpital
pomorskie Kliniczny z Poliklinika, Kujawsko-Pomorskie Centrum Pulmonologii
w Bydgoszczy
lubelskie Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny nr 4 w Lublinie, Wojewodzki

Szpital Specjalistyczny im. Stefana Kardynala Wyszynskiego,
Samodzielny Publiczny Zaktad Opieki Zdrowotnej w Lublinie, Zamojski
Szpital Niepubliczny
lubuskie 105. Kresowy Szpital Wojskowy z Przychodnia SP ZOZ w Zeganiu,
Wojewddzki Szpital Kliniczny im. Karola Marcinkowskiego Sp. z 0.0
W Zielonej Gorze, Lubuski Szpital Specjalistyczny Pulmonologiczno-
Kardiologiczny Sp. z 0.0 w Torzymie
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lodzkie

malopolskie

mazowieckie

opolskie
podkarpackie

podlaskie

pomorskie

Slaskie

Swietokrzyskie
warminsko-

mazurskie

wielkopolskie

zachodniopomorskie

Samodzielny Publiczny Zaktad Opieki Zdrowotnej Uniwersytecki
Szpital Kliniczny nr 1 im. Norberta Barlickiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, Centralny Szpital Kliniczny Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi
Wojskowy Szpital Kliniczny z Poliklinikg w Krakowie, Krakowski
Szpital Specjalistyczny im. Jana Pawla II, Samodzielny Publiczny Zaktad
Opieki Zdrowotnej Szpital Uniwersytecki w Krakowie, Samodzielny
Publiczny Zaktad Opieki Zdrowotnej Szpital Uniwersytecki w Krakowie,
Szpital Specjalistyczny im. Dietla w Krakowie, Samodzielny Publiczny
Szpital Specjalistyczny Chordb Pluc w Zakopanem
Samodzielny Publiczny Centralny Szpital Kliniczny w Warszawie,
Centralny Szpital Kliniczny MSWiA w Warszawie, Instytut Gruzlicy
i Chorob Pluc w Warszawie, Wojskowy Instytut Medyczny w
Warszawie, Mazowiecki Szpital Specjalistyczny w Radomiu
Samodzielny Publiczny Zaktad Opieki Zdrowotnej Gluchotazy, Szpital
Wojewodzki Sp. z 0.0. w Opolu
Kliniczny Szpital Wojewodzki nr 2 im. Sw. Jadwigi Krolowej
w Rzeszowie, Kliniczny Szpital Wojewodzki nr 1 w Rzeszowie
Centrum Medycyny Oddechowej Mréz Sp.j.Uniwersytecki Szpital
Kliniczny, Szpital Wojewddzki im. Kardynata Stefana Wyszynskiego
w Lomzy
Uniwersyteckie Centrum Kliniczne w Gdansku, Szpital Specjalistyczny
im. F. Ceynowy w Wejherowie
Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii w Bystrej, Wojewddzki Szpital
Specjalistyczny im. Naj$wigtszej Maryi Panny w Czgstochowie,
Uniwersyteckie Centrum Kliniczne im. prof. K. Gibinskiego Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, Gornoslaskie Centrum
Medyczne im. prof. Leszka Gieca Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach, Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny Nr 1 im. Prof.
Stanistawa Szyszko Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Zabrzu
Wojewodzki Szpital Specjalistyczny im. Sw. Rafata, Szpital Powiatowy
w Chmielniku
Samodzielny Publiczny Specjalistyczny Zaktad Opieki Zdrowotnej
Szpital Miejski im. Jana Pawta II w Elblagu, Szpital Pro-Medica Sp.
z 0.0. w Etku, Samodzielny Publiczny Zespot Gruzlicy i Choréb Pluc
w Olsztynie
Wojewodzki Specjalistyczny Zespdt Zaktadow Opieki Zdrowotnej
Chordb Phuc i Gruzlicy w Godzieszach Matych, Wielkopolskie Centrum
Pulmonologii i Torakochirurgii w Poznaniu, Szpital Kliniczny
Przemieniania Panskiego w Poznaniu
Specjalistyczny Zespot Gruzlicy i Chorob Phuc w Koszalinie,
Samodzielny Publiczny Wojewddzki Szpital Zespolony w Szczecinie

Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie [38]
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8. Proponowane zmiany w polskim programie lekowym B.44

Wystepuja ograniczenia mozliwosci leczenia w programie lekowym. Trzy z nich sa
aktualnie dyskutowane, w celu ich zmiany i zapewnienia dostgpu do leczenia biolo-
gicznego szerszemu gronu pacjentow. Pierwszym ograniczeniem jest czas leczenia
W programie lekowym. Po 24 miesigcach wymagana jest przerwa i odstawienie. Pacjent
znajduje si¢ przez nastepne 12 miesiecy pod obserwacja. W przypadku braku nawrotow
choroby konczy swoje uczestnictwo w programie lekowym. Jesli zaobserwowany zostanie
nawrdt objawow lekarz prowadzacy moze zdecydowa¢ o ponownym rozpoczeciu
podawania lekow. Jednakze 90% pacjentow wykazuje objawy nawrotu aktywnej
choroby w okresie od 9 do 12 tygodni po kazdym odstawieniu terapii. Prowadzi to do
zmniejszenia skuteczno$ci terapii, utraty efektoéw zdrowotnych uzyskanych w trakcie
24 miesiecy trwania terapii i zwigksza koszty leczenia. Wyzej opisane ograniczenie
czasowe nie wynika ze wzgledow medycznych. Polska jest jedynym krajem w Unii
Europejskiej, w ktorym czas leczenia jest ograniczany ze wzgledow niemedycznych.
Praktyka ta nie znajduje oparcia w badaniach Klinicznych czy w zaleceniach doty-
czacych terapii cigzkiej astmy.

Drugg dyskutowang kwestig jest konieczno$¢ uwzglednienia okresu wash-out pod-
czas zmiany jednego leku biologicznego na inny. Aktualnie jednym z przeciwwskazan
do rozpoczgcia terapii biologicznej w programie lekowym jest przyjmowanie innego
leku biologicznego w terapii astmy w okresie do trzech miesiecy od zakonczenia
terapii. Konsekwencja tego zapisu bylo pozostawianie pacjenta podczas okresu wash-
out bez spersonalizowanego leczenia biologicznego. Najnowsze publikacje wykazaty,
ze rozpoczecie terapii kolejnym lekiem biologicznym bez okresu wash-out nie pociaga
za sobg negatywnych skutkow dla zdrowia, ale zwigksza skuteczno$¢ leczenia i jest
bezpieczna dla pacjentdw. Panel ekspertow uznat, ze w §wietle przedstawionych danych
uzasadnione byloby skrocenie okresu wash-out w terapii biologicznej do dwoch miesigcy.

Usystematyzowania i wprowadzenia jednolitych zasad wymaga rowniez kwestia
stosowania rownoczesnie z terapig biologiczng astmy innych lekow biologicznych,
przeciwnowotworowych 1 wlewow z immunoglobulin. Aktualnie jest to przeciw-
wskazane w ramach programu lekowego B.44.

Szacowany koszt wyzej wymienionych zmian wyniostby 6,46 min zi, co
zwigkszyloby $rednioroczne wydatki platnika o ok. 6,2% w okresie 3 lat [19].

9. Podsumowanie

Astma to choroba cywilizacyjna, na ktorg w Polsce choruje 4,5 mln osob. Zapisana
w jej definicji heterogennos$¢ szczegodlnie wyraznie rysuje si¢ w obliczu dostepnosci
nowych terapii biologicznych, ktore wybiorczo modyfikuja sciezki odpowiedzi immu-
nologicznej na drodze blokowania lub pobudzania swoistych receptoréw czy czynnikow
transkrypcyjnych. Dzigki tym mechanizmom mozliwe jest leczenie z uwzglgdnieniem
réznorodnosci fenotypowej astmy [37]. Przeciwciala monoklonalne, takie jak omalizu-
mab, mepolizumab i benralizumab stanowig bezpieczng i skuteczng opcje terapeutyczng
dla pacjentéw cierpigcych na ciezka astme alergiczng IgE zalezng lub eozynofilows.

Dzigki dostepnosci leczenia biologicznego astmy w Polsce w ramach programu
lekowego B.44 mozliwe jest jego zastosowanie w grupie pacjentdw cierpigcych na
cigzka postac¢ astmy. Musza oni mierzy¢ si¢ z czgstymi zaostrzeniami, ktore wymagaja
intensywnego leczenia, przez co czgsciej sg zmuszeni skorzysta¢ z pomocy doraznej
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lub pogotowia ratunkowego, czestsze w tej grupie sa rowniez hospitalizacje. Leki bio-
logiczne zmniejszajg ryzyko wystapienia zaostrzen, dzicki czemu mozliwa jest poprawa
jakos$ci zycia pacjentdéw oraz powrot do aktywnego zycia towarzyskiego i zawodo-
wego. Dodatkowo zastosowanie terapii biologicznej pozwala na uniknigcie skutkéw
ubocznych wigzacych si¢ z dlugotrwalym stosowaniem GKS systemowych oraz jest
mniej ucigzliwe dla pacjenta. Forma wstrzyknigcia podskornego oraz brak koniecznosci
codziennego przyjmowania lekow biologicznych zapewniajg lepsza kontrolg choroby,
co przeklada si¢ na lepsze efekty terapeutyczne. Terapia biologiczna ma dodatkowo
wysoki profil bezpieczenstwa oraz daje perspektywe na dlugotrwale lub catkowite
ustgpienie objawdw astmy [38].

W przysztosci mozliwe jest wlaczenie do programu lekowego nowych preparatow,
takich jak reslizumab badz dupilumab. Ten ostatni uzyskat juz pozytywna rekomen-
dacj¢ Prezesa Agencji Oceny Technologii Medycznych i Taryfikacji dotyczaca jego
refundacji i wlaczenia do programu B.44 [39-41]. Dodatkowe zwickszenie dostepnosci
zapewni wprowadzenie zmian dotyczacych czasu leczenia, okresu wash-out oraz
stosowaniu terapii biologicznej astmy rdwnoczes$nie z innymi lekami biologicznymi,
przeciwnowotworowmi i wlewami z immunoglobulin.
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Przeciwciala monoklonalne — leczenie biologiczne w terapii ci¢zkiej astmy
oskrzelowej w Polsce

Streszczenie

Celem pracy jest przedstawienie aktualnych mozliwosci podjgcia terapii lekami biologicznymi, procesu
kwalifikowania do refundowanego leczenia biologicznego astmy ciezkiej w ramach programu lekowego
B.44. w Polsce oraz ocena jego dostepnosci. Praca opisuje rowniez mechanizmy dziatania lekéw biolo-
gicznych w leczeniu cigzkiej astmy oskrzelowej na podstawie dostepnego pismiennictwa. Polscy pacjenci
moga bezptatnie korzysta¢ z najnowoczesniejszych terapii biologicznych dostepnych w ramach programu
lekowego, ktory od listopada 2017 roku funkcjonuje pod nazwa ,,Leczenie cigzkiej astmy alergicznej IgE-
zaleznej oraz cigzkiej astmy eozynofilowej”. Miedzynarodowe standardy diagnostyki i leczenia wskazuja,
ze w astmie ci¢zkiej leczeniem pierwszego wyboru po nieskutecznym leczeniu wziewnym powinny by¢
wiasnie leki biologiczne, a nie stosowane wczes$niej GKS systemowe, ktore wiazg si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem skutkéw ubocznych. Do leczenia biologicznego w cigzkiej astmie w ramach programu lekowego
w Polsce kwalifikuje si¢ po diagnostyce roznicowej wedtug najnowszych wytycznych GINA. Modelowy
pacjent kwalifikujacy sie do leczenia jest niepalacy, stosuje dotychczas GKS wziewne w dawce >1000 pg
oraz drugi lek kontrolujacy. Wyroznia si¢ dwa fenotypy astmy kwalifikujace do leczenia biologicznego:
ciezka astme alergiczng IgE zalezng oraz cigzka astme¢ eozynofilowa. W ramach programu lekowego
pacjentow ze stwierdzong ci¢zka astma alergiczng IgE zalezng leczy si¢ omalizumabem, natomiast w przy-
padku cigzkiej astmy eozynofilowej podaje si¢ mepolizumab lub benralizumab. Przeciwwskazaniami do
wlaczenia do programu lekowego sa: nadwrazliwos$¢ na omalizumab, mepolizumab, benralizumab lub sub-
stancje pomocnicze, wystgpowanie choréb wspolistniejacych powodujacych cigzki przebieg astmy, ciaza
i karmienie piersig, jednoczesna terapia lekami immunosupresyjnymi, przeciwnowotworowymi, wlewami
z immunoglobulin lub innymi lekami biologicznymi lub przyjmowanie innych lekéw biologicznych
w leczeniu astmy (np. mepolizumabu, benralizumabu) — do 3 miesi¢gcy od zakonczenia terapii. Terapia
biologiczna ma wysoki profil bezpieczenstwa oraz daje perspektywe na dtugotrwale lub catkowite ustapienie
objawow astmy. W przysztosci mozliwe jest wigczenie do programu lekowego nowych preparatow, takich
jak reslizumab badz dupilumab. Ten ostatni uzyskat juz pozytywna rekomendacj¢ Prezesa Agencji Oceny
Technologii Medycznych i Taryfikacji dotyczaca jego refundacji i wlaczenia do programu B.44. Dodat-
kowe zwickszenie dostepnosci zapewni wprowadzenie zmian dotyczacych czasu leczenia, okresu wash-out
oraz stosowaniu terapii biologicznej astmy réwnocze$nie z innymi lekami biologicznymi, przeciwnowo-
tworowmi i wlewami z immunoglobulin.

Stowa kluczowe: leczenie biologiczne astmy, mepolizumab, benralizumab, omalizumab, przeciwciata
monoklonalne
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Monoclonal antibodies — biological treatment in the treatment of severe bronchial
asthma in Poland

Abstract

This paper aims to present the current means of undertaking the biological medicine therapy, the process of
qualification for a refund of severe asthma biological treatment within the medicine programme B.44 in
Poland and to assess its availability. This paper also describes the medicine’s mechanisms of curing severe
bronchial asthma based on available works. Polish patients can access modern biological therapies free of
charge thanks to the medicine programme known since November 2017 as ,,Treating severe IgE-dependent
allergic asthma and eosinophilic severe asthma”. International diagnostics and treatment standards prove that,
in case of severe asthma, after ineffective inhalation treatment, biological medicine ought to be the first
choice of treatment instead of (utilized in the past) systemic glicocorticosteroids, which result in increased
ratio of side effects. A differential diagnosis in accord with the latest GINA guidelines qualifies for
a biological treatment via medicine programme in Poland. A model patient who qualifies for the treatment
is a non-smoker, and takes inhalable glicocorticosteroids doses over 1000 ng, as well as the second control
medicine. Two asthma phenotipes qualify for a biological treatment: severe allergic IgE-dependent asthma
and severe eosinophile asthma. Within the aforementioned medicine programme, patients with confirmed
severe IgE-dependent allergic asthma are treated with omalizumab, and those with confirmed severe
eosinophile asthma are treated with mepolizumab or benralizumab. Contraindications for joining the medi-
cine programme are: hypersensitivity for omalizumab, mepolizumab or benralizumab or auxiliary substances,
comorbities causing severe course of asthma, pregnancy and breastfeeding, simultaneous immuno-supres-
sives or antitumour treatment, immunoglobuline infusion or other biological medicine, as well as taking
other biological asthma medicine (i.e. mepolizumab or benralizumab) — up to 3 months since finishing
therapy. Biological treatment is highly secure and enables prospects for long-term or entire withdrawal of
asthma symptoms. In the future inclusion of the new medicines to the programme, like reslizumab or
dupilumab remains in the realm of possibility. The latter has been already greenlit by the Head of the
Medical Technology Rating and Tariffication Agency for refund and inclusion to the B.44 programme.
Additional increase in availability will ensure changes in therapy length, the wash-out period and
application of the biological therapy in accord with other biological and antitumour medicines, as well as
immunoglobuline infusions.

Keywords: biological treatment of asthma, mepolizumab, benralizumab, omalizumab, monoclonal antibodies
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Niezmienne limfocyty T zwigzane z blong Sluzowq —
MAIT (mucosal associated invariant T cells) —
udzial w regulacji odpowiedzi immunologicznej

1. Wprowadzenie

Niezmienne komorki T zwigzane z btong Sluzowa (ang. mucosal associated invariant
T cells, MAIT) sa definiowane przez ekspresje receptora TCR aff. TCR jest zbudowany
z dwoch tancuchéw o, B lub vy i 8, zawierajacych czgs¢ zmienna, w ktorej wyrdzniamy
regiony hiperzmienne, czyli regiony determinujgce dopasowanie (CDR) oraz czesé
stata. Komoérki MAIT rozpoznaja réwniez antygeny prezentowane w kompleksie
z biatkiem MHC-Ib, jakim jest MR1[1, 2, 3].

Najwigcej komoérek MAIT wystepuje w watrobie [4-6]. Ponadto wystepuja row-
niez m.in. w blonie $luzowej jamy ustnej, w drogach oddechowych, jelitach i skorze.
W mniejszym stopniu komoérki MAIT $luzowki znajdujg sie w blonie podstawnej
i zasiedlaja nabtonek. Ich glowna rolg jest szybka reakcja na patogeny oraz ochrona
przed uszkodzeniami tkanek [5].

2. Fenotyp komoérek MAIT

U ludzi komoérki MAIT to glownie komorki CD8+. Komorki MAIT wyrazaja
glownie homodimery CD8aa lub maja niski poziom CD8a+f3, w przeciwienstwie do
konwencjonalnych populacji komoérek T, ktore sg glownie CD8af+ . Ludzkie komorki
MAIT wykazuja fenotyp pamigci komorkowej i charakterystyczng ekspresje m.in.
kilku czasteczek powierzchniowych tj. CD27, CD25, CD69, receptoréw cytokin
i chemokin (np. IL-12, IL-18, CCR6, CCRS) oraz czynnikow transkrypcyjnych (PLZF,
ROR- T, T-bet) [7].

3. Aktywacja komorki MAIT

Komorki MAIT moga by¢ aktywowane za posrednictwem MR1 lub poprzez me-
chanizmy niezalezne od MR1. MR1 jest niepolimorficzng czasteczka, zwigzang z [32-
mikroglobuling prezentujacg antygen. Jakie komorki wykazuja ekspresje MR1?

MR znajduje si¢ w retikulum endoplazmatycznym, gdzie sa transportowane metabo-
lity ryboflawiny. Wéwczas dochodzi do wigzania potproduktow ryboflawiny poprzez
tworzenie zasady Shiffa, catkowite faldowanie oraz asocjacje z P2-mikroglobulina.
Kompleks wedruje do btony komorkowej, a wigkszo$¢ czasteczek MR 1 ulega degradacii
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1 reinternalizacji wewnatrzkomorkowej. Taki szlak zapewnia prezentacj¢ antygenow
ryboflawiny przez MR1 oraz aktywacje komoérek MAIT. Do pelnej aktywacji jednak
wymagaja sygnatow kostymulacji m.in. przez CD28, agonistow TLR (ang. Toll-like
receptors), produkty bakteryjne lub cytokiny (IL-7, TNF ), IFN typu I, IL-1p i/lub
IL-23) [3].

Komoérki MAIT moga by¢ rowniez aktywowane przez cytokiny. Ponadto sa zdolne
do rekrutacji neutrofilii, promowania produkcji IFN-y przez komoérki dendrytyczne
(ang. Dendritic Cells, DC) oraz zwickszaja aktywno$¢ bakteriobdjcza fagocytow [3].

4. Rola komorek MAIT w zakazeniach

W 2015 roku Napier R.J., i wsp. [7] opracowali model na podstawie badan na
myszach, ktory przedstawia role komorek MAIT w przebiegu infekcji bakteryjnej:

o komoérki MAIT pochodzace z grasicy posiadaja wrodzong zdolnos$¢ efektorowa,
a ze wzgledu na ich lokalizacj¢ w okreslonych miejscach bton §luzowych, moga
shuzy¢ jako wezesne detektory zakazenia bakteryjnego badz grzybiczego;

e komorka dendrytyczna (lub inna komoérka wyrazajagca ekspresjc MR1) prezentuje
antygen bakteryjny poprzez MR1 komérkom MAIT-posiadajacym tancuch TCR;

o komorki MAIT aktywowane w sposob MR1-zalezny moga w dalszej kolejnosci
ulega¢ klonalnej ekspansji, ktore sa specyficzne dla danego antygenu w zainfe-
kowanej tkance;

o komoérki MAIT moga wydziela¢ czasteczki cytotoksyczne np. granzymu B i per-
foryn lub uwalnia¢ cytokiny prozapalne, m.in. TNF oraz [FN-y;

e w sposob MR1-niezalezny komorki MAIT moga ulec aktywacji, za posrednict-
wem IL-12. Aktywowane w ten sposob komorki MAIT wydzielaja IFN-y, ktory
pobudza makrofagi [7].

Model ten sugeruje prawdopodobny udziat komoérek MAIT w zard6wno w odpormosci

wrodzonej, jak i nabytej [7].

4.1. Udzial komorek MAIT w procesie naprawy tkanek i gojenia ran

Komérki MAIT cechuje plastyczno$¢ funkcjonalna, majaca rowniez swoje odzwier-
ciedlenie na poziomie gendow. Zmiany transkrypcyjne wystepuja na kazdym etapie
rozwojowym w grasicy, co wynika z ekspresji kluczowych czynnikoéw transkrypcyj-
nych: PLZF, RORyt, warunkujac specyficzne sygnatury transkrypcyjne determinujace
dystrybucje komorek MAIT w okreslonych miejscach ustroju [8, 9]. Na podstawie
przeprowadzonych badan na modelach zwierzecych porownujacych sygnature transkryp-
cyjna komorek MAIT wykazano, ze transkryptom mysich komorek MAIT aktywowany
TCR, przypominat transkryptom komorek iNKT (ang. invariant natural killer T cells,
iNKT), a po ustgpieniu zakazenia byl podobny do limfocytow T o [10]. Co istotne,
limfocyty Tyd stanowig populacje niekonwencjonalnych limfocytow T, ktore przyczy-
niaja si¢ do utrzymania integralnosci i naprawy tkanek [13]. Po zaleznej od TCR
aktywacji komorek MAIT, obecnos$¢ sygnatury naprawy tkanek ma kluczowe znaczenie
na przyktad w miejscowym zakazeniu S. epidermidis [14]. Najbardziej istotne geny
W tej sygnaturze biorg udziat w naprawie i przebudowie tkanek: MMP25, PDGF,
TGFp1 oraz w angiogenezie: CSF2, VEGFB, PDGF . Innymi czynnikami, pochodzg-
cymi z komorek MAIT sg OSM, czynnik wzrostu wigzacy heparyne z EGF — HBEGF),
ktore rowniez odgrywaja kluczowa rolg¢ w utrzymaniu homeostazy tkanek [12, 15].
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4.2. Znaczenie komorek MAIT w odpowiedzi immunologicznej
na zakazenia bakteryjne

Legionella spp. to gram-ujemne, fakultatywne, wewnatrzkomorkowe patogeny, ktore
po zakazeniu wywolujg szereg jednostek chorobowych od goraczki Pontiac do cigzko
przebiegajacego martwiczego zapalenia ptuc — choroby legionistow [16]. W zaleznosci
od potozenia geograficznego, dominujagcym patogenem moze by¢ L. pneumophila
(Ameryka Potudniowa, Europa) badz L. longbeachae (Australia, Tajlandia) [17].
Legionella spp. wyrazajace szlak biosyntezy ryboflawiny indukujg aktywacje komorek
MAIT w sposob MR 1-zalezny. W toku przeprowadzonych badan wykazano, ze komorki
MAIT poprzez mechanizm MR1-zalezny, IFN-y i GM-CSF przyczyniaja si¢ do
ochrony przed zakazeniem Legionella spp. [18].

Potencjalng lokalizacjg L. longbeachae w przebiegu infekcji sa neutrofile, ale
drobnoustrdj ten moze wystgpowaé¢ w makrofagach i komodrkach dendrytycznych.
Dotychczasowe badania wykazaly obecno$¢ komorek MAIT w miejscu zakazenia
W poblizu zainfekowanych komorek zawierajacych pateczki Legionella [18]. Jest to
zwigzane z rekrutacja komorek MAIT z krwi obwodowej do wroét infekcji, co zostato
wykazane w badaniach zwigzanych z udziatem komoérek MAIT podczas zakazenia
ptuc [19-22]. L. pneumophila i L. longbeachae stymulujg do réznicowania lini¢ komor-
kowa wyrazajacg MAIT TCR, w obecnosci limfoidalnej linii komorkowej wyrazajacej
ekspresje MR1. Linie komorkowe MR1+ indukujg ekspresje TNF za posrednictwem
5-(2-oksopropylidenoamino)-6-d-rybityloaminourazomacyl (5-OP-RU) podczas prezen-
towania przez MHC Klasy | — komorki MR1-5-OP-RU tetramer + MAIT [23]. Akty-
wacja ta jest specyficzna dla komorek MAIT i zalezna od MR1. W obecnosci komorek
MR1 nadekspresyjnych, komorki MAIT wykazuja ekspresje IFN- v, jednak jest ona
mniejsza niz ekspresja TNF [18]. W trakcie ostrej fazy zakazenia komoérki MAIT
wydzielaja IIL-17A, IFN-y i GM-CSF. W trakcie infekcji oraz po jej ustgpieniu
wickszos¢ komorek MAIT wykazuje ekspresje IL-17A, natomiast wydzielanie IFN-y
okazalo si¢ nieznacznie mniejsze, jednakze w porownaniu z niezakazonymi komor-
kami — istotnie wyzsze. Odwrotna sytuacja odnosi si¢ do czynnika GM-CSF — liczba
komorek MAIT wykazujacych ekspresj¢ GM-CSF jest najwyzsza po ustgpieniu
zakazenia, a najnizsza w fazie ostrej [18].

Francisella tularensis jest Gram-ujemna, nieprzetrwalnikujacg bakterig wewnatrz-
komorkows i przyczynia si¢ do chorob uktadu oddechowego, tularemii oraz rzadkiej,
ale $miertelnej infekcji ogélnoustrojowej. Do zakazenia moze doj$¢ droga oddechowa,
w wyniku spozycia skazonej wody badz podczas uktucia kleszcza [24]. Komorki
MAIT podczas zakazenia F. tularensis reaguja gtownie poprzez wydzielanie cytokin
m.in. TNF, IFN-y [25]. Poza tym, kluczowe znaczenie w kontroli infekcji polegato na
tworzeniu populacji komorek pamigci, ktore tak jak w przypadku zakazenia L. long-
beachae wykazywaly zmieniony transkryptom i fenotyp. W przeprowadzonych
badaniach, na podstawie oceny podwyzszonej ekspresji CD69 na powierzchni komorek
MAIT, wykazano stymulacj¢ tych limfocytow zarowno w supernatantach hodowli
F. tularensis, jak i w lizatach bakteryjnych. Aktywacja komoérek MAIT w przypadku
zakazenia F. tularensis jest MR1-zalezna. Komorki MAIT w odpowiedzi na zakazenie
in vivo kumuluja si¢ w narzadach takich jak watroba, ptuca, $ledziona, nerki oraz we
krwi po 2 tygodniach od zakazenia [25]. Ponadto, niezaleznie od drogi zakazenia, pato-
gen ten rozprzestrzenia si¢ ogoélnoustrojowo, co sprzyja rowniez ekspansji komorek

46


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Niezmienne limfocyty T zwigzane z blong sluzowg — MAIT (mucosal associated invariant T cells) —
udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej

MAIT w zainfekowanych miejscach. Podczas ostrej fazy infekcji stwierdza si¢ naj-
wigkszg liczbe komoérek wytwarzajacych TNF, IFN-y i GM-CSF oraz niewielki
odsetek komorek produkujacych IL-17. Odsetek komorek MAIT wytwarzajacych GM-
CSF zwicksza si¢ we wszystkich narzadach, z wyjatkiem nerek [25]. W plucach
i watrobie zmniejsza sie odsetek komoérek MAIT wytwarzajacych IL-17, ktory pozniej
ulega zwigkszeniu tylko w plucach [25].

Co istotne, komorki MAIT oznaczajg si¢ zmienionymi transkryptomami uzyskanymi
przez ich aktywacje po infekcji. Majg one tendencje do wyrazania czynnikow
transkrypcyjnych m.in. TBX21, T-bet) oraz IFN- y wowczas sg to komorki MAIT-1
[25]. Natomiast MAIT-17 wyrazaja ekspresje RORyt i IL-17A [25].

Ostatnie badania wykazaly istotne znaczenie komérek MAIT po stymulacji Salmo-
nella enterica serowar Typhi, bedacej czynnikiem etiologicznym duru brzusznego [26].
Bakteria ta przyczynia si¢ do aktywacji komorek MAIT, ich proliferacji oraz rekrutacji
do miejsca rozwijajacej si¢ infekcji. Wykazano wyzszy odsetek aktywowanych komorek
MAIT (CD38) posiadajacych markery CCR6 i CCR9 u 0s6b z nizsza dawka inokulum
S. Typhi w poréwnaniu do o0sob, ktore otrzymaty wyzsza dawke inokulum. Niewiele
jednak wiadomo o dziataniach stymulujacych komorki MAIT do tkanek objetych zaka-
zeniem oraz wptywu dawki infekcyjnej na zdolno$¢ rekrutacji. Stymulacja za pomoca
S. Typhi, niezaleznie od dawki, powoduje aktywacje koméorek MAIT CD38+ lub CD38+
HLA-DR+. Wysoki odsetek komorek MAIT CD38+ lub CD38+ HLA-DR+ jest zwig-
zany ze spadkiem liczby tych komorek w obiegu, czego skutkiem najprawdopodobnie;j
jest rekrutacja do miejsc zainfekowanych [26].

5. Rola komorek MAIT w wybranych zespolach klinicznych

5.1. Komorki MAIT w cukrzycy typu 1

U dzieci z cukrzyca typu 1 o péznym poczatku wykazano, ze odsetek komorek
MAIT jest zmniejszony w poréwnaniu do odsetka tych komorek u dzieci z utrwalong
cukrzyca 1 dzieci zdrowych [27]. W cukrzycy typu 1 [T1D], komorki MAIT obecne we
krwi, wykazuja mniejsza ekspresje CCR6, co wskazuje na zwigkszenie rekrutacji tkan-
kowej, a ponadto wykazuja one wyzszy poziom CD25 i PD-1 oraz obnizony poziom
antyapoptotycznego BCL-2, sugerujac ich zmniejszong odporno$¢ na apoptozg. Za
pomoca PMA-jonomycyny po stymulacji in vitro, u dzieci o pé6znym poczatku T1D
komorki MAIT z krwi charakteryzuja si¢ mniejsza produkcja IFN-y , a wigksza TNF-a,
granzymu B i IL-17 w poréwnaniu z komorkami MAIT u dzieci z grupy kontrolnej
i dzieci z utrwalong T1D. Komoérki MAIT sa w takim przypadku rowniez stabiej
aktywowane przez bezposrednia stymulacje TCR. Ponadto, komérki MAIT u dzieci
zutrwalong cukrzyca typu 1 posiadajg fenotyp posredni pomigdzy komérkami wyste-
pujacymi u dzieci z poczatkowa T1D i u dzieci z grupy kontrolnej, zarbwno pod
wzgledem markeréw powierzchniowych, jak i produkcji czasteczek [27]. Trzustkowe
komoérki MAIT moga bezposrednio bra¢ udziat w patofizjologii cukrzycy typu 1
i destrukcji komorek B trzustki — czesto$¢ wystegpowania komorek MAIT wydzielaja-
cych granzym B jest dodatnio skorelowana z poziomem hemoglobiny glikowanej,
sugerujac zwickszonag ich aktywno$¢ w trakcie ostrego rozwoju T1D. Co wigcej,
produkcja IFN- y i TNF przez komorki MAIT sprzyja indukcji ekspresji kompleksu
MR1 na liniach komoérkowych B trzustki. Takze, w doswiadczeniach z kohodowlami
komoérek MAIT wykazano, ze sg zdolne do bezposredniego zabijania in vitro poprzez
degranulacje komorek B trzustki. [27].
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5.2. Komorki MAIT w patogenezie cukrzycy typu 2 oraz otylosci

Funkcjonalna rola komoérek MAIT jest silnie zaburzona u pacjentéw z T2D (cukrzyca
typu 2) oraz u pacjentdow otylych — zmniejszeniu ulega ich odsetek u pacjentow z T2D
1 pacjentéw z otyloscig w porownaniu do 0so6b zdrowych. Co ciekawe, komérki MAIT
s3 niewykrywalne u niektorych pacjentow otylych. Wykazano rowniez, ze czgstosc
wystepowania komorek MAIT jest ujemnie skorelowana z BMI i wrazliwo$cig tkanek
na insuling. Ponadto, komorki MAIT wykazuja glowny aktywowany fenotyp prozapalny
Th17 oraz po stymulacji wytwarzaja granzym B, IL-17 i TNF w cukrzycy typu 2,
natomiast u pacjentow otylych tylko IL-17 w poréwnaniu z pacjentami z grupy
kontrolnej [28, 29].

Dodatkowo u pacjentéw otylych w tkance tluszczowej, komorki MAIT charakte-
ryzuja si¢ wigkszg produkcja IL-17 niz u oséb zdrowych [28, 29]. Z drugiej strony,
komorki te produkuja mniejsze ilosci IL-10 we krwi, jak i w tkance thuszczowej [29].
W tkance tluszczowej 0sob otylych stwierdzono zwickszong czesto$¢ wystepowania
komorek Ki-67 MAIT, wykazujacych zmniejszong ekspresje bialek antyapoptotycznych
BCL-2 [28].

Czynniki takie jak nadwaga czy otylo§¢ moga sprzyja¢ procesowi zwigkszonej
rekrutacji komorek MAIT z krwi do tkanki thuszczowej [28, 29].

5.3. Toczen rumieniowaty ukladowy

Wyniki ostatnich badan sugeruja, ze odsetek komoérek MAIT jest zmniejszony,
a ich aktywacja jest skorelowana z aktywnoscig choroby u 0séb cierpiacych na SLE, co
wynika ze stabej odpowiedzi tych komorek na aktywacje, jak i rowniez podwyzszong
ekspresje biatka PD-1. Do nieprawidlowej funkcji komorek MAIT przyczyniaé si¢
moze takze niedobor komorek iNKT [30, 31]. W wyniku silnego stanu zapalnego
podwyzZszone stezenia niektorych cytokin korelujg z aktywacja komorek MAIT w SLE
w konsekwencji stymulacji CD69 na tych komoérkach. U oséb chorych na SLE
ekspresja CD69 wystepujacych na komoérkach MAIT koreluje ze stezeniem IL-6,
IL-18 i IFN-a w osoczu [31,32].

5.4. Stwardnienie rozsiane

Rola komérek MAIT w patogenezie stwardnienia rozsianego (ang. multiple scle-
rosis, MS) wzbudza kontrowersje [33]. Zaobserwowano zmniejszong ilo$¢ tych komorek
we krwi obwodowej chorych na stwardnienie rozsiane, a takze stwierdzono ich obec-
no$¢ w zmianach chorobowych w mozgu [32, 34-37]. Badania, ktére prowa-dzone
byly na modelu mysim EAE (ang. Experimental Autoimmune Encephalitis) wskazuja
na ich rolg regulacyjng [38]. Niemniej jednak zdolno$¢ komoérek MAIT do produkcji
IL-17 oraz innych cytokin prozapalnych, a takze sktonnosci do powodowania lizy
komorek docelowych w warunkach in vitro sugeruja, ze majg one funkcje w nasileniu
i progresji choroby [39]. Komorki MAIT i czasteczka MR 1, zostaly wykryte w zmia-
nach w przebiegu stwardnienia rozsianego w ptynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow
z MS [34, 36, 40]. Na podstawie badan wykazano, ze w przypadku pacjentow z MS
wystepuje wigksze roznicowanie komorek MAIT o fenotypie typu 17 niz u oséb
zdrowych, a analiza odpowiedzi tych komorek na IL-7 oraz ekspresji powierzchniowej
receptora IL-7 pozwolila stwierdzi¢, Ze istnieje funkcjonalny zwigzek migdzy sygna-
lizacja IL-7 a zwigkszong produkcja IL-17 przez komdrki MAIT w przebiegu MS [39].

48


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Niezmienne limfocyty T zwigzane z blong sluzowg — MAIT (mucosal associated invariant T cells) —

udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej
Wsrdéd komoérek MAIT pochodzacych od pacjentdow chorych na stwardnienie rozsiane
wykazano zwigkszong liczb¢ komorek IL-17+, jak rowniez znacznie wyzszg ekspresje
RORyt i receptora CCR6, podczas gdy markery aktywacji komoérek T CD38 i HLA-DR
nie r6znity si¢ miedzy soba. Funkcjonalny zwigzek sygnalizacji IL-7 i r6znicowania
typu 17 komoérek MAIT in vivo sprawia, ze komorki MAIT sg bardziej patogenne
U pacjentdéw z MS ze wzgledu na zwigkszong ekspresje IL-7R [39]. Poniewaz sygna-
lizacja IL-7R jest niezbedna dla homeostazy komorek T, szczegblnie w komorkach T
pamieci, zwigkszona ekspresja IL-7R przez MAIT u pacjentéw z MS moze mieé
réwniez inne konsekwencje w funkcjonowaniu niz zwigkszone réznicowanie typu 17
[41]. Co wiecej, komorki MAIT sg zdolne do produkcji GM-CSF, ktory pelni role
W mechanizmie powstawania stwardnienia rozsianego, a w przypadku komoérek T
CD4+ wykazano, ze sygnalizacja STAT-5 po ekspozycji na IL-7 lub IL-2 indukuje
produkcje GM-CSF [42-45].

5.5. Astma

Na temat roli komoérek MAIT w patogenezie tej choroby niewiele wiadomo, jednak
badania wykazaly zmniejszenie ich odsetka we krwi, plwocinie i probkach z biopsji
U pacjentow, co bylo zwigzane z cigzkoScig astmy [46]. Stwierdzono dodatnig korelacje
miedzy iloscig komorek MAIT a wydzielaniem cytokin przez komorki T CD4+,
W szczeg6Inosci z ich zdolnoscig do wytwarzania IFN-y i1 ujemna korelacje w przypadku
komorek T CD4+ produkujacych IL-4 [47]. Na podstawie prowadzonych badan
wywnioskowano, ze duzy odsetek krazacych komoérek MAIT u dzieci jednorocznych
przeklada si¢ na mniejsze ryzyko rozwoju astmy u tych dzieci w wieku okoto 7 lat,
amozliwy efekt ochronny sugeruje korelacja podwyzszonego odsetka komorek MAIT
z odsetkiem komoérek T CD4+ produkujacych IFN-y [47]. W przypadku badan obej-
mujacych dzieci z tagodng astmg stwierdzono, ze ilos¢ krazacych komorek MAIT nie
roznita si¢ w przypadku osob z zaostrzeniami i bez zaostrzen [48].

6. Podsumowanie

Pomimo przeprowadzonych dotychczas licznych badan, wcigz interesujace wydaje
si¢ poznanie roli komorek MAIT. Komorki te odgrywaja istotng role zarowno w prze-
biegu zakazen jak rowniez w procesie naprawy i gojenia si¢ ran. Ponadto, udowodniono,
Ze uczestnicza w patogenezie wybranych zespotéw klinicznych.
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Niezmienne limfocyty T zwigzane z blona Sluzowa — MAIT (mucosal associated
invariant T cells) — udzial w regulacji odpowiedzi immunologicznej

Streszczenie

Obecny podziat limfocytow T oparty jest glownie o petione przez nie funkcje oraz wydzielane substancje.
Jednymi z komorek, ktore biorg udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej organizmu, o odmiennym
od innych komoérek T fenotypie, sa niezmienne limfocyty T zwigzane z blong $luzowa — komorki MAIT
(mucosal associated invariant T cells). Wystepuja one w najwickszej ilosci w watrobie (10-35%), krwi
(0,1-10%), a takze skorze, jamie ustnej, uktadzie pokarmowym, oddechowym oraz moczowo-piciowym.
Rola komoérek MAIT w warunkach fizjologii jest zapewnienie ochrony przed patogenami oraz aktywny
udziat w zwalczaniu zakazen. Ponadto, limfocyty zwigzane z btong §luzowa moga sprzyja¢ gojeniu si¢ ran
na skorze czy naprawie tkanek, co uwarunkowane jest interakcjg z mikrobiomem. W warunkach patolo-
gicznych, komorki MAIT zmieniajg swoj fenotyp i wytwarzaja wiele cytokin, co moze prowadzi¢ do
zaburzenia homeostazy organizmu. Celem tego opracowania jest analiza roli komoérek MAIT w oparciu
0 dostepne pismiennictwo.

Stowa klucze: niezmienne komorki T, MAIT, fenotyp, aktywacja komorek, MR1

Mucosal associated invariant T cells (MAIT) — involved in regulation of immune
response

Abstract

The current division of T lymphocytes is based mainly on their functions and secreted substances. Mucosal
associated invariant T cells (MAIT cells) are one of the cells involved in the regulation of the body's
immune response, with a different phenotype from other T cells. They are most abundant in the liver
(10-35%), blood (0.1-10%), as well as skin, oral cavity, gastrointestinal, respiratory and genitourinary
systems. The role of MAIT cells under physiological conditions is to provide protection against pathogens
and actively participate in fighting infections. In addition, mucosal-associated lymphocytes may promote
wound healing on the skin or tissue repair, which is determined by interaction with the microbiome. Under
pathological conditions, MAIT cells alter their phenotype and produce multiple cytokines, which can lead
to disruption of body homeostasis. The aim of this study is to analyze the role of MAIT cells based on
available literature.

Keywords: invariant T cells, MAIT, phenotype, cell activation, MR1
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Nanoczastki metali szlachetnych i ich wplyw
na funkcjonowanie komorek ukladu nerwowego

1. Wprowadzenie

Termin ,,nanotechnologia” po raz pierwszy zostat uzyty przez Richarda Feynmana
w 1959 roku. Nanotechnologia jest szybko rozwijajaca si¢ dziedzing obejmujaca
technologie z wykorzystaniem materialow w skali nanometrycznej [1]. Projektowane
nanomaterialy zdefiniowane sg jako majace co najmniej jeden wymiar ponizej 100 nm,
jednak w medycynie ta definicja jest elastyczna i moze obejmowac czastki o wigkszych
rozmiarach np. nanoleki o czastkach 200 nm lub wickszych [2].

Uzycie terminu ,,nanoczastka™ stosuje si¢ do okreslenia nanosubstancji organicznych
(lipidy, biopolimery) i nieorganicznych (metale, tlenki, wegiel), o réznych ksztattach
takich jak sze$ciany, gwiazdy, igly, oraz o zlozonej geometrii (w nanotechnologii DNA
lub biatek). Wtasciwosci fizyczne, chemiczne oraz biologiczne nanoczastki zawdzie-
czajg swoim matym rozmiarom. Do tych unikalnych wlasciwosci mozemy zaliczy¢
reaktywno$¢ chemiczng, wrazliwo$¢ na zmienne warunki §rodowiska, wihasciwosci
antymikrobiologiczne i antyseptyczne, utleniajaco-redukujace czy nawet palne [3].

Nanomaterialy umozliwiajg tworzenie produktow o zwigkszonej funkcjonalnosci
z wykorzystaniem bardziej ekologicznych i czystszych procesow produkcyjnych.
Zastosowanie nanomaterialdow mozna znalez¢ w produktach uzytku codziennego np.
w filtrach przeciwstonecznych, kosmetykach, sprzecie sportowym, elektronice, optyce,
zywnosci, odziezy, jak rowniez w rolnictwie lub medycynie [4].

W ostatnich latach nanotechnologia znaczaco wptyneta na rozwoj nauk medycznych.
Duzy postep w projektowaniu nanoczastek osiggnigto poprzez badania wpltywu nano-
czastek na organizm oraz badanie odpowiedzi immunologicznej po podaniu nanoczastek
[5]. Unikalne wtasciwosci materialow w skali nanometrycznej oraz zdolno$¢ do mani-
pulowania i dostosowywania ich fizykochemii stwarza wiele mozliwo$ci zastosowania
ich w medycynie.

Nanomedycyna to nowe podejscie do wdrazania systemow nanotechnologicznych
w diagnostyce i terapii chorob. Te¢ gataz nanotechnologii mozna podzieli¢ na dwie
glowne kategorie: nanourzadzenia i nanomateriaty. Nanotechnologie wykazuja znaczny
potencjat w dziedzinie medycyny, w tym w technikach obrazowania i narzedziach
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diagnostycznych, systemach dostarczania lekoéw i w konstruktach inzynierii tkankowe;,
implantach i $rodkach farmaceutycznych. Nowe zaawansowane techniki wspomagaja
leczenie chordb uktadu krazenia, raka, cukrzycy, schorzen uktadu migsniowo-szKiele-
towego, chorob psychicznych i neurodegeneracyjnych, czy infekcji bakteryjnych
i wirusowych [6]. Szczegolnie interesujaca jest mozliwos¢ uzycia nanoczastek w celu
leczenia choréb oraz wykorzystania ich do diagnostyki.

W ostatnich latach zaobserwowano wzrost wystepowania chordéb neurodegene-
racyjnych, takich jak choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, choroba Huntingtona
i pierwotne guzy moézgu [7]. Doktadna etiologia niektorych z wyzej wymienionych
chordb nie jest poznana, jak rowniez nie ma wystarczajaco skutecznych, dostgpnych
terapii, czesto ze wzgledu na niska efektywnosé lekow do skutecznego pokonywania
bariery krew-moézg. Nanoczastki uwazane sg za jeden z najbardziej zadowalajacych
i wszechstronnych systemow dostarczania lekéw do niedostepnych regionow, takich
jak mozg, bedac w stanie zapewni¢ odpowiednie dziatanie substancji leczniczych, jedno-
czesnie skutecznie dostarczajac je do obszarow zmienionych chorobowo.

2. Nanoczastki i ich rodzaje ze szczegélnym uwzglednieniem nanoczastek
metali szlachetnych

Nanomateriaty ze wzgledu na swodj rozmiar i duzy stosunek powierzchni do obje-
tosci charakteryzujg si¢ wyjatkowymi wilasciwosciami optycznymi, mechanicznymi,
chemicznymi, elektrycznymi, fizycznymi i magnetycznymi, ktore sprawiaja, ze sa
bardziej reaktywne od ich wiekszych odpowiednikow. Dzigki tym cechom materiaty
w skali nano mogg stymulowac¢ i wptywac¢ na okre$lone komorki, indukujac i zwielo-
krotniajac pozadane efekty fizjologiczne [8]. Nanomaterialy mozna podzieli¢ na dwie
glowne kategorie: nanostrukturalne i nanokrystaliczne (rys. 1). Jak dotad wigkszos¢
nanoczastek zatwierdzonych klinicznie do uzytku terapeutycznego to sktadniki na bazie
polimerow (Copaxone, Adagen, Macugen, Naulasta, Ranagel) lub lipidow (Abelcet,
AmBisome, DaunoXome, Myocet, Caelyx). Ponadto w fazie badan klinicznych znajduje
si¢ wiele preparatow zawierajacych nanoczastki zlota np. AuroLase, NU-0129 czy
CNM-Au8 [9].

Kluczowa cecha nanoczastek jest ich rozmiar, ktory determinuje toksycznose,
krazenie, biodystrybucje¢ oraz zdolnosci trafiania do miejsca docelowego. Po podaniu
do organizmu nanoczastki moga by¢ szybko wychwytywane przez narzady dobrze
ukrwione takie jak watroba, $ledziona i szpik kostny [10]. Nanoczastki mniejsze niz
10 nm mogg by¢ skutecznie usuwane przez organizm (filtracja klebuszkowa), natomiast
czastki wigksze niz 200 nm mogg by¢ usuwane przez komorki fagocytarne w uktadzie
siateczkowo-srodbtonkowym. W zwigzku z tym nanoczastki terapeutyczne o wielkosci
<100 nm majg dluzszy czas krazenia w krwiobiegu. W wielu badaniach stwierdzono,
ze terapeutyczne nanoczastki o wielkosci 20-200 nm wykazaly wyzszy wskaznik
akumulacji, ze wzgledu na brak mozliwosci rozpoznawania i filtrowania przez nerki.
Niemniej jednak korelacja biodystrybucji i eliminacji w odniesieniu do wielkosci moze
znacznie rozni¢ si¢ w zaleznosci od wiasciwosci powierzchni czy modyfikacji
nanoczastek [11].
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Rysunek 1. Podzial nanomaterialéw [opracowanie wiasne na podstawie [11]

W dziedzinie biomedycy najczgsciej badanymi nanoczastkami metalicznymi sa
nanoczgstki srebra (Ag) i zota (Au), pierwsze ze wzgledu na ich aktywnos$¢ biobojcza
wobec szerokiego zakresu szczepow i gatunkow bakterii, w tym opornych na antybio-
tyki, a drugie ze wzgledu na ich zdolnos¢ do fotoaktywacji, obojetny charakter, bio-
kompatybilno$¢ oraz wysoka wydajnos¢ produkcji [12]. Wykorzystywane sg jako
srodki terapeutyczne w leczeniu raka oraz jako narzedzia medyczne do bioobrazo-
wania i biosensingu [13]. W oparciu 0 badania in vitro i in vivo nanoczastki Au i Ag
uznawane sg za obiecujace Srodki przeciwnowotworowe ze wzgledu na ich skuteczno$é
wobec lekoopornych komoérek nowotworowych, jak réwniez zostaly wykorzystane
W celu hamowania replikacji wielu wirusow DNA i1 RNA zakazajacych komorki
osrodkowego uktadu nerwowego.

3. Bariera krew mozg

Zaroéwno nanoczastki Ag, jak I Au moga pokonac barier¢ krew mozg. Przenikanie
nanoczastek do mézgu zalezne jest od ich rozmiaréw oraz sposobu modyfikacji ich
powierzchni. Najczgséciej nanoczastki pokonuja barierg przy udziale komorek uktadu
immunologicznego oraz powodujg lokalne rozszczelnienie bariery. Bariera krew mozg
(ang. blood-brain barrier, BBB) jest niezb¢dna dla utrzymania homeostazy osrodko-
wego uktadu nerwowego. Jest ona zbudowana z komérek endotelialnych naczyn wioso-
watych mozgu oraz astrocytow 1 pericytow (rys. 2). Ze wzgledu na specyfike budowy
bariery leczenie chorob neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzhaimera czy
Parkinsona oraz neuroinfekcji wydaje si¢ by¢ utrudnione. Wiekszos¢ zaproponowanych
substancji o potencjale leczniczym ma mate mozliwosci pokonywania BBB [14]. Tylko
mate czgsteczki, takie jak woda, niektore gazy i zwigzki rozpuszczalne w lipidach,
mogg tatwo przenika¢ przez BBB, dzicki dyfuzji prostej. Natomiast transport duzych
czasteczek o wysokim tadunku elektrycznym, polarnosci i hydrofilowosci jak glukoza,
aminokwasy 1 wigkszos$¢ lekow transportowane sa w sposob aktywny przy udziale
bialek [15]. Nanoczastki wnikaja do ludzkiego ciala na wiele sposobow, takich jak
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wdychanie, potykanie, penetracje skory lub za pomocg iniekcji. Na poziomie komor-
kowym nanoczastki moga wnika¢ do komorek poprzez transport wewnatrzkomorkowy
jak fagocytoza, makropinocytoza, endocytoza z udziatem klatryny, kaweoliny, endo-
cytoza bez klatryny i kaweoliny [16].

Tetniczka

Miesnie gtadkie
Stopa astrocytarna
Pericyt

Btona podstawna

Swiatto naczynia

Komaérka
sradblonka

Pericyty

Rysunek 2. Bariera krew mozg [opracowanie wiasne za pomoca programu BioRender] [14]

Nanoczastki moga przekracza¢ BBB na skutek ich modyfikacji chemicznych np.
przytaczania odpowiednich ligandoéw, takich jak biatka, peptydy, przeciwciata lub
najczgsciej mate czasteczki organiczne. Gdy zmodyfikowane nanoczasteczki zostang
rozpoznane przez docelowe komorki, kanaty i inne procesy moga zostaé przetranspor-
towane przez barier¢. Jednak stosowanie nanoczastek stanowi tez pewne ograniczenia
zwigzane z ich biodystrybucja po catym organizmie [17]. Ponadto, wielkos$¢ i rodzaj
nanoczastek moze wptywac na ich neurotoksycznos¢. Po przeniknigciu do krwiobiegu
nanoczgstki moga fatwo ulega¢ agregacji i opsonizacji przez biatka gospodarza. Ponadto
nanoczastki metaliczne mogg indukowac reakcja zapalng, poprzez wytwarzanie cytokin
i interferonu co sprawia, ze ich uzycie moze by¢ wykorzystane w leczeniu przeciw-
wirusowym. Badania Ortowskiego i in., wykazaly, Ze nanoczastki moga by¢ stosowane
jako stymulatory odpowiedzi immunologicznej podczas zakazenia HHV-2 [18].

Cytotoksyczno$¢ nanoczastek Ag zwigzana jest ze stresem oksydacyjnym i uwal-
nianiem jonéw Ag* pochodzacych z rozpuszczania nanoczastek [19]. Aktualny stan
wiedzy na temat wplywu nanoczastek Ag na osrodkowy uklad nerwowy jest dos¢
ograniczony. Toksyczno$¢ wobec komodrek neuronalnych badano w eksperymentach in
vitro, w ktorych wykazano, ze nanoczgstki Ag zmniejszaja zywotno$¢ komoérek neuro-
nalnych i glejowych. W neuronach traktowanych nanoczastkami Ag w zakresie stezen
1-50 pg/ml wydhluzenie aksonéw zostalo zahamowane. Natomiast nanoczastki Ag
podawane w niskich dawkach nie wptywaly bezposrednio na neurony, jednak powo-
dowaly zmiany morfologiczne i biochemiczne w synapsach oraz w ostonkach mielino-
wych otaczajacych aksony. Obserwacje przy uzyciu TEM potwierdzaja, ze nanoczastki
Ag wnikaja do astrocytow i odkladane sa wewnatrz cytoplazmatycznych pecherzykow,
nie zaburzajgc znaczaco podstawowego metabolizmu ani zywotno$ci komorek glejo-
wych [20]. W przypadku badan prowadzonych na modelu mysim nanoczastki Ag
(50 nm) indukowaly interakcje z mikronaczyniami moézgu, wytwarzajac kaskade
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prozapalng i ostatecznie wywotujac zapalenie BBB i degeneracje neuronow [21]. Wy-
kazano rowniez, ze nanoczastki Ag moga przemieszczaé si¢ z nabtonka wegchowego
drog oddechowych do osrodkowego uktadu nerwowego przez nerw wechowy.
W modelu in vitro BBB skonstruowanym przy uzyciu pierwotnych komoérek $rodbtonka
mikronaczyn moézgu szczura, nanoczastki Ag (25 nm) indukowaly wydzielanie cytokin
prozapalnych, interleukin (IL)-1B, IL-2 i czynnika martwicy nowotworu alfa oraz
zwiekszaly przepuszczalnos¢ bariery [22]. W komoérkach neuronalnych nanoczastki Ag
(20 nm) wywolywaly dezeintegracje¢ elementow cytoszkieletu, zaburzenia receptorow
postsynaptycznych i dysfunkcje mitochondriow, co doprowadzito do apoptozy komoérek
[23]. Jednak doglebna wiedza na temat sposobéw wywolywania przez nanoczastki Ag
toksycznos$ci na poziomie komoérkowym i molekularnym pozostaje w duzej mierze
niezbadana. Wazne jest poznanie wszelkich mechanizméw molekularnych, ktore moga
zosta¢ aktywowane w obecnosci nanoczastek Ag, zardowno tych wywierajacych pozy-
tywna, jak i negatywna odpowiedz.

Nanoczastki Au to drugi rodzaj metalicznych nanoczastek, ktore sa znakomitym
materialem do badan ze wzgledu na stabilnos¢ i tatwo$¢ syntezy. Niektore badania
wykazaly, ze nanoczastki Au sg pomocne w leczeniu choroby Alzheimera poprzez
niszczenie i rozpuszczanie wiokienek i blaszek AP [24]. Co wazniejsze, podczas
przekraczania BBB, nanoczastki Au nie powodowaly uszkodzen integralno$ci bariery.
W badaniu na modelu mysim, w ktérym nanoczastki byly podawane dootrzewnowo,
akumulacja nanoczastek Au w mozgu wykazata najnizsze st¢zenie w poréwnaniu do
innych badanych narzadéw [25].

Najwigcej uwagi badacze poswigcili sferycznym nanoczgstkom Au, ale w ostatnich
dziesiecioleciach zsyntetyzowano rézne ksztatty (trdjkaty, gwiazdki, sze§ciany), w celu
ulepszenia nanonosnikow poprzez modulowanie whasciwosci chemicznych i fizycznych.
Wedlug wielu raportdow nanoczastki Au sg bardzo biokompatybilne i nietoksyczne.
Connor i in. wykazali, ze nanoczastki Au o r6znych rozmiarach (Srednica 4, 12 i 18 nm)
oraz $rodki wchodzace w sktad koloidu z nanoczastkami (cytrynian, glukoza, biotyna)
wnikajg do ludzkich komorek biataczki K562 w warunkach in vitro, nie wywotujac
toksycznosci i nie powoduja produkcji przez komorke reaktywnych form tlenu [26].
Podobne wyniki uzyskano dla innych linii komoérkowych, takich jak mysie makrofagi
Raw 264,7 i komorki dendrytyczne [27, 28].

Wyniki Khongkow i in. wyraznie pokazujg, ze transport przez BBB nanoczgstek
Au przy pomocy genetycznie zmodyfikowanych egzosoméw RVG moze by¢ wzmo-
zony w poréwnaniu z nanoczgstkami Au pokrytymi niezmodyfikowanymi egzosomami.
Sygnal bioluminescencji byt obecny w wycigtym moézgu po podaniu zmodyfikowanych
egzosomoOw z nanoczgstkami Au, podczas gdy nie byl on wykrywalny po potrakto-
waniu roztworem wodnym. Wynik ten stanowi potwierdzenie skutecznego przejsécia
nanoczastek Au zawartych w egzosomach do mézgu [29]. Inng modyfikacje utatwiajaca
przenikanie nanoczastek Au przez BBB opracowali Kim 1 in., ktorych wyniki wyraznie
wykazaly, ze antocyjany sprz¢zone z nanoczastkami PEG-Au mogg przechodzi¢ przez
BBB, co wiecej nie zaobserwowano znaczacego efektu cytotoksycznego w komorkach
neuronalnych. Ponadto, nanoczastki PEG-Au modyfikowane antocyjanami wykazy-
waly pozytywne dziatanie przeciw neurodegeneracji indukowanej przez AP 1-42
i wlasciwosci przeciwzapalne poprzez szlak sygnatowy NF-KB/JNK/GSK3p. Nano-
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czastki PEG-Au modyfikowane antocyjanami dajg mozliwo$¢ zastosowania ich jako
srodka terapeutycznego dla kilku choréb neurodegeneracyjnych, w tym Alzhaimera [30].

Ze wzgledu na mozliwosci przenikania tylko niektorych substancji przez BBB,
naukowcy opracowuja coraz nowsze i skuteczniejsze modyfikacje. Gromnicova i Wsp.
zbadali potencjal nanoczastek Au o rozmiarze 4 nm modyfikowanych glukoza.
Badacze sprawdzili zalezno$¢ przenikania nanoczgstek Au od rozmiaru 4 i 30 nm oraz
ich modyfikacji glukoza lub glutationem. Wykazano, ze najwydajniej i najszybciej
transportowane byty nanoczastki Au o rozmiarze 4 nm modyfikowane glukoza. Zaob-
serwowano nanoczastki w cytozolu, a nie w endosomach, co wplyne¢to na zmniejszenie
ryzyka potencjalnej degradacji tadunku powierzchniowego. Ponadto nanoczastki Au
wykazywaly niska cytotoksycznosé, po 24 godzinnej ekspozycji na nanoczastki nie
zaobserwowano zmniejszenia zywotno$ci srodblonka moézgu. Co wigcej w badaniach
in vitro wykazano, ze nanoczasteczki Au pokryte glukoza moga selektywnie przenikaé
przez sroédblonek ludzkiego moézgu i lokalizowaé si¢ w astrocytach [31].

4. Potencjalne uzycie nanoczgstek metali szlachetnych (ze szczeg6lnym
uwzglednieniem neuroinfekcji wirusowych — jako nosniki lekow,
substancji o potencjale przeciwwirusowym)

Na catym $wiecie okoto 1,5 miliarda ludzi cierpi na rézne zaburzenia oSrodkowego
uktadu nerwowego, w tym choroby neurodegeneracyjne. Brakuje skutecznych metod
leczenia wigkszo$ci z nich, czesto ze wzgledu na niezdolnos$¢ lekow do skutecznego
przenikania do osrodkowego uktadu nerwowego, dlatego opracowanie skutecznych
strategii celowanego dostarczania lekow do moézgu jest niezwykle istotne [32].

Dostarczanie lekow za pomoca nanoczastek ma wiele zalet, takich jak nieinwa-
zyjnos¢, niski koszt, dobra biodegradowalnos¢ i dlugoterminowa stabilnosc¢, tatwosé
syntezy, wysoka skuteczno$¢ celowania oraz mozliwo$¢ kontroli dostarczania i uwal-
niania lekéw przez BBB [33]. Na poczatku wazne jest zrozumienie patogenezy wirusow
oraz systemdw dostarczania nanoczgstek jako lekéw. Nanoczgstki wprowadzane sg do
organizmu donosowo, doustnie lub dozylnie, w celu transportu do miejsca infekcji.

Utrudnienia w postepie opracowywania lekdw przeciwwirusowych o szerokim
spektrum dziatania, to przede wszystkim ich specyficzny tropizm tkankowy oraz zalez-
nos¢ replikacji wiruséw od procesow biosyntezy zachodzgych w komorkach gospodarza.
Dotychczasowe leki przeciwiwirusowe charakteryzuja si¢ ograniczong skuteczno$cia,
nie leczg utajonej infekcji, jedynie dziatajg w sposob dorazny. Ograniczenia spowodo-
waly potrzebe zmiany paradygmatu oraz opracowanie nowych formut lekéw. Uzycie
nowych strategii naukowych podczas przygotowywania oraz dopracowania dawkowania
lekow wigze si¢ ze zmiang ich wiasciwosci fizykochemicznych i biofarmaceutycznych,
a takze biodostepnosci [34].

Nanoczastki jako nosniki lekow, czy tez uzyte samodzielne w terapiach przeciw-
wirusowych, wzbudzajg coraz wicksze zainteresowanie wsrod naukowcow. Zwlaszcza,
ze mechanizmy za pomocag ktorych, na przyktad, wirus opryszczki typu 1 (HHV-1)
przenika do osrodkowego uktadu nerwowego, pozostaja niejasne. Najbardziej prawdo-
podobnymi drogami jest transport wsteczny przez widkna nerwu wechowego lub
nerwu trojdzielnego, mogacy prowadzi¢ do opryszczkowego zapalenia mozgu (HSE)
wywotanego przez HHV-1 [35]. Innym wirusem, ktory prowadzi do zapalenia mozgu
I zaburzen neurologicznych jest ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV).
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Dhanasezhian i wsp. zbadali aktywno$¢ przeciwwirusowa przeciwko szczepom
HHV-1 oraz wirusa opryszczki typu 2 (HHV-2) uzywajac biogennych nanoczastek Au
i Ag przygotowanych przy uzyciu wodorostow Sargassum wightii. Badania in vitro
wykazaly 70% spadek efektu cytopatycznego w hodowli Vero dla obu szczepow, przy
stezeniu 10 pg/ml i 25 ug/ml nanoczastek Au, podczas gdy podobne zmniejszenie
efektu cytopatycznego zauwazono przy stezeniu tylko 2,5 pg/ml nanoczastek Ag.
Wyzsze stezenia nanoczastek Ag powodowaty zwickszone dziatanie cytotoksyczne.
Potwierdzono tym zatozenie, ze funkcjonalizowane metaliczne nanoczastki dziataja
jako $rodki przeciwwirusowe poprzez blokowanie przytaczen wirusow i dostepu do
komorek, w zalezno$ci od wielkosci czastek [36].

Nanoczastki Ag znane sg z dzialania przeciwdrobnoustrojowego przeciwko roznym
mikroorganizmom, w tym grzybom, bakteriom (gram dodatnim i gram ujemnym)
i wirusom (RSV, wirus zapalenia watroby typu B, HSV-1, HIV-1). Wielko$¢ nano-
czastek Ag odgrywa istotng role w okreslaniu ich potencjatu przeciwwirusowego. Mniejsze
czastki ze wzgledu na ich wysoka swobodng energie powierzchniowa wykazuja zwigk-
szone rozpuszczanie, a aktywno$¢ transportowa ostatecznie prowadzi do wigkszej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [37]. Dane literaturowe sugeruja, ze czastki
0 wielko$ci ponizej 10 nm wykazywaty znaczacag aktywnos$¢ przeciwwirusowg prze-
ciwko HIV-1, poniewaz silnie wigzaly si¢ z reszta zawierajaca siark¢ w glikoproteinie
otoczkowej gpl120, ktora ogranicza fuzje wirusa z receptorami CD4 komoérki gospo-
darza [38]. Pierwsza firmg farmaceutyczng, ktora zbadata i opisata dziatanie przeciw-
wirusowe nanoczastek Ag przeciwko HIV-1, byla firma Galdiero. Hipoteza sugerowala,
ze interakcje migdzy czastkami skoniugowanymi z albuming surowicy bydlecej (BSA,
bovine serum albumin) i wirionami HIV sg zalezne od wielkosci. Badanie wykazalo,
ze tylko nanoczastki Ag w zakresie 1-10 nm sg zdolne do wigzania si¢ z wirionami. Po
zwigzaniu, udowodniono, ze hamuja etapy zakazenia po wej$ciu wirusa poprzez kon-
kurencje z atomami siarki i tlenu przytaczonymi do grup tiolowych lub fosforanowych
na aminokwasach lub kwasach nukleinowych. Te interakcje ufatwily zmniejszenie
dziatania odwrotnej transkryptazy HIV-1, dzigki ktorej RNA HIV-1 wbudwuje si¢ do
materialu genetycznego gospodarza, gdzie ulega replikacji i dalej rozprzestrzenia si¢
w organizmie [39].

Lu i in. zsyntetyzowali 10 nm i 50 nm nanoczastki Ag i zaobserwowali, Ze hamuja
wytwarzanie zapalenia watroby typu B in vitro, a co wiecej wieksze nanoczastki
wykazywaly lepsza aktywnos$¢. Autorzy przypuszczaja, ze przeciwwirusowy mechanizm
dziatania nanoczastek Ag jest zwigzany z interakcjami z dwuniciowym DNA wirusa.
Speshock i wsp. wykazali, ze nanoczastki Ag o rozmiarze 10 nm s3 zdolne do
hamowania aktywnosci wirusa Tacaribe we wczesnych etapach replikacji. Inna grupa
ujawnita zdolno$¢ nanoczastek Ag o rozmiarze 4 nm z dodatkiem sulfonianu merkapto-
etanolu mozna stosowa¢ do zahamowania replikacji HHV-1. [9]

Drugim typem nanoczastek badanych pod katem dziala przeciwwirusowego sa
nanoczastki Au. Ze wzgledu na swoja strukture, nanoczastki Au posiadajg szczegdlne
wlasciwosci optyczne spowodowane oscylacja wolnych elektrondéw. Jest to przydatne
w obrazowaniu funkcjonalnosci czgstek. Badania obrazowe potwierdzaja te obserwacje,
pokazujac, ze gdy nanoczastki Au dostang si¢ do mézgu, szybko znikaja. Wstrzyk-
ni¢cie nanoczastek Au do tetnicy szyjnej zwicksza penetracje czastek w mozgu,
chociaz ich dyfuzja w migzszu jest ograniczona do kilku mikronéw z widocznych
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naczyn. Wielokrotne leczenie moze zwigkszy¢ penetracje nanoczastek Au w mozgu,
chociaz niekontrolowana akumulacja nanoczastek Au w neuronach moze wywotaé
pewne niekorzystne skutki, takie jak zmiany wiasciwos$ci pobudzania neuronow [40].
Dlatego musimy wzia¢ pod uwage ten aspekt, planujac strategie terapeutyczne dla
chor6b przewlektych/zastosowania.

Spinelli i in. zaobserwowali silng akumulacje nanoczastek znakowanych Cy5.5-Au
w osrodkowym uktadzie nerwowym myszy, po pojedynczym wstrzyknigeciu doopo-
nowym. Zaobserwowano przy uzyciu obrazowania optycznego in Vivo, ze myszy
otrzymujace nanoczastki Cy5.5-Au wykazywaly zatrzymywanie czgstek w mozgu
przez ponad 20 dni. Analizy za pomoca mikroskopii konfokalnej i elektronowej wyka-
zaly, ze nanoczastki Cy5.5-Au internalizujg si¢ w rozproszonych neuronach. Podwojne
barwienie nanoczastek Cy5.5-Au i markerow neurondéw, mikrogleju i astrocytow
ujawnito, ze wnikanie nanoczastek Au byto znaczace w neuronach [41].

Badania pokazuja, ze nanoczastki Au sg w stanie dotrze¢ do komorek, ktére HIV
wykorzystuje jako rezerwuary replikacyjne: limfocyty, makrofagi i komorki $rod-
btonka w moézgu. Aby uzyska¢ dostep do tych obszaréw, naukowcy dotaczyli grupe
tiolows, ktora stuzy jako tgcznik miedzy lekiem raltegrawirem i nanoczastkami Au.
Raltegrawir jest organicznym zwigzkiem chemicznym stosowanym jako lek przeciw-
wirusowy z grupy inhibitoréw integrazy. Kiedy nanoczasteczki Au potaczone z ralte-
grawirem dostaly si¢ do zakazonych komorek jednojadrzastych krwi obwodowe;j
wykazaty hamowanie replikacji wirusa HIV. Podczas wykonywania tego samego
eksperymentu stosujac tylko nanoczastki Au nie zaobserwowano aktywnosci przeciw-
wirusowej [42].

Nanoczastki Au przebadano réwniez pod katem czynnikéw wywotujacych uszko-
dzenie budowy wiriondw, w celu obnizenia zakazno$ci. Cango i in. dotgczajac modyfi-
kacje, ktore nasladujg proteoglikany takie jak siarczanu heparanu (HSPG) do powierzchni
nanoczastek Au wykazali, ze nanoczastki moga przyczepia¢ si¢ do wirusowych ligan-
dow i poprzez generowanie silnych odziatywan dezintegrowaé wiriony. Czastki byly
nietoksyczne dla komorek i skuteczne przeciwko nie jednemu, ale kilku wirusom,
w tym HHV, HPV, RSV i wirusowi dengi. Mozliwa jest dalsza stabilizacja nanoczastek
zlota kwasem galusowym. Rezultatem sa monodyspersyjne, sferyczne nanoczastki Au
0 wielkosci 7-8 nm. Te nanoczastki moga selektywnie hamowa¢ dziatanie wiruséw
0 ulepszonym profilu bezpieczenstwa w porownaniu z lekami dostepnymi obecnie na
rynku, takimi jak acyklowir. Takie nanoczastki majg dziataé poprzez zapobieganie
przyczepianiu sie wiruséw, a tym samym ich penetracji [43].

Hiperfosforylacja biatka Tau jest cecha charakterystyczng choroby Alzheimera
i wigze sie z odkladaniem splotow neurofibrylarnych. Model kwasu okadaikowego
(OA) indukuje wzrost fosforylacji Tau w korze i hipokampie, a leczenie nanoczast-
kami Au zapobiega hiperfosforylacji w obu strukturach. Kwas okadaikowy to toksyna
wytwarzana przez morskie mikroalgi. Model OA charakteryzuje si¢ zaburzong funkcja
poznawcza, badanie dos Santos Tramontin i in. wykazalo, ze nanoczastki Au zapobie-
galy temu zaburzonemu dziataniu poznawczemu, by¢ moze dlatego, ze fosforylacja
Tau byta prawidlowa w korze i hipokampie. Wynika z tego, ze nanoczastki Au moga
by¢ bezpieczne i skuteczne w leczeniu chordb mézgu, podczas gdy wigkszos¢ obecnie
dostepnych lekow wykazuje skutki uboczne [44].
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Nanoczastki metali szlachetnych coraz czgsciej 1 chetniej sg wykorzystywane przez
naukowcow 1 firmy farmaceutyczne do celow terapeutycznych. Bezpieczenstwo ich
nadal poddawane jest testom, zardbwno na modelach in vitro, jak i in vivo. Dokladne
poznanie cytotoksyczno$ci nanoczastek pozwoli opracowywac odpowiednio zmodyfi-
kowane metale, ktore bedg niwelowaty jej skutki. Ponadto coraz czesciej uzyskuje si¢
nanoczastki wykorzystujac tzw. synteze zielona, czyli otrzymywane sa przy wyko-
rzystaniu naturalnych witasciwosci redukcyjnych roslin. Pomimo wielu niezbadanych
mechanizméw, cytotoksycznosci zaleznej od dawki i rozmiaru, nanoczastki stanowia
obiecujaca forme leku, jak i donoru substancji leczniczych do miejsc zmienionych
chorobowo.

5. Wnioski

e Nanoczgstki zlota i srebra stanowig obiecujacg metode leczenia chorob osrodko-
wego uktadu nerwowego o réznej etiologii.

e Rozmiar oraz modyfikacja chemiczna nanoczastek Au i Ag sa istotne dla pene-
tracji BBB oraz ich dziatania.

e Neurotoksyczno$¢ nanoczastek skorelowana jest z ich rozmiarem oraz dawka.

e Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja na wazng rolg nanoczastek ztota
i srebra w terapiach osrodkowego uktadu nerwowego, jednak danych dotyczacych
modeli in vivo nadal jest niewystarczajgco.
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Nanoczastki metali szlachetnych i ich wplyw na funkcjonowanie komérek ukladu
nerwowego

Streszczenie

Nanoczastki metali szlachetnych coraz czeéciej pojawiaja si¢ w literaturze jako substancje o potencjale
leczniczym. Wiek XX i XXI to intensywny rozwoj nanotechnologii, ze szczegdlnym uwzglednieniem
wykorzystana nanoczastek w terapiach wielu choréb, w tym nowotworowych oraz osrodkowego uktadu
nerwowego. Z powodu niewystarczajacych efektow terapeutycznych w przypadku leczenia choréb neuro-
degeneracyjnych istnieje konieczno$¢ poszukiwania metod alternatywnych jakimi sg wlasnie nanoczastki.
Celem pracy bylo usystematyzowanie dostgpnej wiedzy na temat nanoczastek metali szlachetnych srebra
i zlota, ich neurotoksycznos$ci oraz mozliwo$ci wykorzystania w przypadku chorob ukladu nerwowego
w tym neuroinfekcji wywotywanych przez wirusy.

Stowa kluczowe: nanoczastki srebra, nanoczastki ztota, bariera krew mézg

Noble metal nanoparticles and their activity upon cells of the nervous system

Abstract

Noble metal nanoparticles are increasingly appearing in the literature as substances with therapeutic potential.
The twentieth and twenty-first centuries are the period of intensive development of nanotechnology, with
particular emphasis on the use of nanoparticles in the treatment of many diseases, including cancer and
diseases of the central nervous system. Due to insufficient therapeutic effects in the treatment of neuro-
degenerative diseases, there is a constant need to search for alternative methods, such as nanoparticles. This
study aimed to systematize the available knowledge on noble metal nanoparticles of silver and gold, their
neurotoxicity, and their possible use for nervous system diseases, including neuroinfections caused by viruses.
Keywords: silver nanoparticles, gold nanoparticles, blood brain barrier
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Metody metagenomiczne
w badaniu mikrobiomu jelitowego czlowieka

1. Wprowadzenie

Mikroorganizmy zamieszkujgce cialo czlowieka to nie tylko komensale i grozne
patogeny, ale takze organizmy symbiotyczne petnigce kluczowg role w zachowaniu
homeostazy gospodarza. Badania metagenomiczne wykorzystujace techniki sekwen-
cjonowania nowej generacji i metody bioinformatyczne pozwalaja na doglebne po-
znanie mikrobiomu ludzkiego i poszukiwanie jego zwiazku ze stanem zdrowia czlo-
wieka. Celem pracy jest omowienie roznych metodologii badawczych stosowanych
w poznaniu mikrobiota jelitowej, poczawszy od klasycznych metod hodowlanych,
mikrobiologicznego profilowania opartego o analize sekwencyjng zakonserwowanego
ewolucyjnie genu markerowego (np. wysokoprzepustowe sekwencjonowanie oparte
0gen 16S rDNA jest uwazane jako zloty standard w badaniu mikrobiota), az po
wlasciwg analize metagenomiczng typu shotgun, oparta o sekwencjonowanie nowej
generacji (NGS — ang. next-generation sequencing).

2. Mikrobiom czlowieka

W momencie narodzin organizm czlowieka jest juz skolonizowany przez pierwsze
drobnoustroje. Jednym ze zrodel pierwotnej mikroflory bakteryjnej moga by¢ drogi
rodne matki podczas porodu dziecka, co zdaja si¢ potwierdza¢ roznice w mikrobiomie
miedzy dzie¢mi urodzonymi naturalnie a tymi, ktore przyszly si¢ na $wiat poprzez
cesarskie ciecie [1]. Wedle innych hipotez, pierwsza kolonizacja zachodzi juz we
wnetrzu macicy, o czym $wiadczy wykrycie drobnoustrojow w tozysku i w plynie
owodniowym [2], jednakze teoria ta nie ma szerokiej akceptacji. Niezaleznie od tego
jakie jest zrodto pierwotnej mikroflory bakteryjnej, mikrobiom noworodka z czasem
dojrzewa pod wpltywem czynnikéw wewnetrznych i zewngtrznych. Pierwotnie zakta-
dano, ze mikrobiom u dzieci okoto 3. roku zycia jest juz dojrzaly, jednak nowsze
badania wskazuja, ze jego rozwdj trwa dalej w pdzniejszym dziecinstwie [3].

Czlowiek zyje w symbiotycznej relacji ze swoim mikrobiomem jelitowym, ktory
wplywa na wiele aspektow jego zdrowia. Pod wieloma wzgledami mikrobiom czlo-
wieka jest bardzo imponujacy. Pod wzgledem ilo$ci komorek, zawartos¢ bakterii w
organizmie cztowieka jest tego samego rzedu co ilo$¢ komodrek ludzkich [4], a pod
wzgledem genetycznym mikrobiom zawiera az 3,3 miliona unikalnych genéw [5], co
wielokrotnie przewyzsza ilo$¢ genéw w genomie cztowieka. Mikrobiota jelitowa wpltywa
na zdrowie czlowieka na wiele sposobow. Zaburzenia mikrobioty jelitowej zostaly
powiagzane z takimi schorzeniami jak choroba zapalna jelita, zespot jelita drazliwego,
depresja [6], a takze ze schorzeniami autoimmunologicznymi [7]. Mikrobiom jelitowy

! barostro2@student.pg.gda.pl, Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Katedra Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii.
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jest postrzegany obecnie jako integralna czgs$¢ organizmu czlowieka, ktora wptywa na
metabolizm, chroni przed patogenami oraz moduluje aktywno$¢ uktadu odpornoscio-
wego [8]. Transplantacja mikrobiomu jelitowego jest skuteczna w leczeniu nawracajg-
cych infekcji wywolywanych przez Clostridium difficile, ale potencjalnie moze byc¢
wykorzystana rowniez przy innych schorzeniach [9]. Wigkszo$¢ badan skupia si¢ na
mikrobiomie jelitowym, gdyz jest on najbogatszy, jednak inne czgsci ciata czlowieka,
takie jak skora [10], uktad moczowy [11], jama ustna [12] posiadajg swoj wtasny charak-
terystyczny mikrobiom. Biorac pod uwage zarowno skale, jak i wplyw mikrobiota na
zdrowie cztowieka, nie dziwi nas, iz wiedza na jego temat stanowi bardzo pr¢znie
rozwijajaca si¢ dziedzing nauki. Dzieje si¢ to w znacznej mierze dzigki wykorzystaniu
nowoczesnych technik metagenomicznych.

3. Metody metagenomiczne

Klasyczne metody badan nad mikroorganizmami polegaja na wykonaniu posiewu
z badanej probki na podloze mikrobiologiczne, inkubacji a nastgpnie izolacji czystych
kultur bakteryjnych i identyfikacji na podstawie obserwacji cech fenotypowych z uzy-
ciem testow biochemicznych oraz specjalistycznych podtoz hodowlanych (wybidrczo-
-r6znicujacych). Trudno$¢ w hodowli bakterii beztlenowych, ktore obficie wystepuja
w jelicie, powaznie wplywa na doktadno$¢ analizy. Metody hodowlane majg tez inne
ograniczenia, poniewaz wigkszosci gatunkow bakterii wcigz nie udaje si¢ wyhodowac
metodami in vitro [13]. Brak dostatecznej wiedzy na temat warunkéw hodowli pew-
nych grup drobnoustrojow, jak rowniez niewtasciwe przechowywanie probki katu badz
jej transport do laboratorium moga zawazy¢ na wiarygodnosci badania [14]. Ponadto,
drobnoustroje w organizmie cztowieka nie wystepuja w formie pojedynczych gatun-
kéw bakterii czy luznych skupisk, lecz tworza skomplikowane spotecznosci zyjace
W postaci wielogatunkowych biofilméw, porozumiewajac si¢ i oddziatujac na siebie [15].
Stad, badanie czystych kultur mikroorganizmoéw nie odzwierciedla rzeczywistych cech
tych mikroorganizméw w ich naturalnych niszach ekologicznych i panujgcych tam
oddzialywan migdzy drobnoustrojami. Metody metagenomiczne maja na celu obejscie
tych problemoéw poprzez badanie calosci materialu genetycznego zawartego w probece
bez wczesniejszej izolacji czystych kultur bakteryjnych. Dzieki nowym technikom
sekwencjonowania mozna zsekwencjonowaé calg pule DNA zawartg w probce — jej
metagenom. Badania metagenomiczne nie obejmuja cech fenotypowych badanych
organizmoéw, gdyz analizie podlega jedynie ich materiat genetyczny. Otrzymane w ten
sposob dane sg niezwykle skomplikowane i pofragmentowane, gdyz pochodza od
olbrzymiej ilo$ci mikroorganizméw, jednakze ich analiza jest mozliwa dzigki zasto-
sowaniu nowoczesnych metod bioinformatycznych.

Eksperyment metagenomiczny rozpoczyna si¢ od wyselekcjonowania probek bada-
nego materiatu. Ilo$¢ potrzebnych prébek jest zwykle ustalana przy uzyciu krzywej
rarefakcji (rozrzedzenia) (ang. rarefaction curve), okreslajacej zalezno$¢ miedzy
ilo$cig identyfikowanych gatunkow, a iloscig np. 0s6b od ktorych pobierane sg probki
[16]. Krzywa rarefakcji bogactwa gatunkowego jest jedyna miara czuta na gatunki
rzadkie, niezaleznie od wielkosci probki [17]. Probki pobrane od ludzi moga by¢
W znacznym stopniu zanieczyszczone przez DNA gospodarza, stad konieczne jest ich
oczyszczenie poprzez frakcjonowanie, ktore mozna wykonaé poprzez filtracjg, wiro-
wanie czy poprzez wykorzystanie cytometru przeptywowego. Podobnie nalezy postapic,
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gdy obiektem zainteresowania jest jedynie cze$¢ metagenomu, np. gdy chcemy od-
dzieli¢ wirusy od bakterii [18].

Po izolacji materialu genetycznego nastepuje etap sekwencjonowania. W ciggu
ostatnich lat nastapil szybki rozw¢j technik sekwencjonowania nowej generacji, ktore
pozwalajg na jednoczesne rownolegle sekwencjonowanie wielu fragmentow DNA bez
koniecznosci ich fizycznej separacji do oddzielnych probowek czy kapilar reakcyjnych
[19]. Obiektem sekwencjonowania dla bakterii badz archeonéw jest zwykle gen kodu-
jacy podjednostke 16S rRNA, z kolei dla organizméw eukariotycznych wykorzystuje
si¢ gen kodujacy podjednostke 18S rRNA badz sekwencje ITS (ang. internal trascribed
spacer) [20]. Profilowanie mikrobiota oparte na genie markerowym 16S rDNA uwazane
jest za zloty standard. Gen 16S rDNA jest silnie zakonserwowany ewolucyjnie, lecz
posiada takze regiony polimorficzne (zmienne) pozwalajace na identyfikacje gatun-
kowg [21]. Gen kodujacy 16S rRNA obejmuje dziewig¢ réznych zmiennych regionow,
V1-V9, kazdy oflankowany przez wysoce konserwatywne sekwencje DNA, ktére sa
odpowiednie do wigzania startera PCR [22]. Alternatywg dla katalogowania mikro-
flory jelitowej cztowieka za pomoca profilowania mikrobiologicznego genu 16S rDNA
jest sekwencjonowanie metagenomiczne typu shotgun. Takie podej$cie omija specy-
ficzng dla genu amplifikacje i potencjalnie sekwencjonuje wszystkie (pofragmento-
wane) DNA wyekstrahowane z analizowanej probki srodowiskowej, w tym z nie-
sklasyfikowanych bakterii i wirusow. Metagenomika shotgun dostarcza znacznie
wigcej informacji, w tym wglad w funkcjonalne aspekty spotecznosci drobnoustrojow,
w odrdéznieniu do profilowania drobnoustrojéw opartego na genach16S rDNA [23].

Obecnie najpopularniejsza platformag NGS jest system Illumina opracowany
w latach 90. przez Shankara Balasubramaniana i Davida Klenermana z University of
Cambridge. System Illumina oparty jest na bibliotece losowych fragmentow DNA
z dotagczonymi adapterami i wigzanych dwoma koncami do powierzchni ptytki. Tech-
nologia ta wykorzystuje usuwalne ddNTP wyznakowane fluorescencyjnie. Po kazdym
cyklu przylaczania zasady znacznik fluorescencyjny jest odcinany i dokonuje sig¢
pomiaru fluorescencji [24]. Zastosowanie roznych barwikow fluorescencyjnych dla
kazdej zasady pozwala na wprowadzenie wszystkich czterech dNTP do kapilary reak-
cyjnej jednoczesnie i minimalizuje ryzyko nieprawidtowego przylaczenia [25]. Reko-
mendowana dtugo$¢ odczytu dla systeméw Illumina sigga od 150 do 300 par zasad
[26], a czestotliwos¢ wystepowania btedow miesci sie w zakresie od 0,087% dla techniki
Hi Seq X10 do 0,613% dla techniki Mini Seq [27]. Do innych metod sekwencjo-
nowania nalezg migdzy innymi techniki SOLiID i Ion Torrent. Metoda Ion Torrent
wykorzystuje fragmenty DNA immobilizowane na powierzchni kulek silikonowych,
ktére umieszczane sg w studzienkach detekcyjnych, do ktéry nastepnie wprowadza si¢
kolejno kazdy z nukleotydow. Przylaczenie danej zasady nukleotydowej wykrywa sig
poprzez detekcje emisji jonow wodorkowych powstaltych w reakcji przylaczania
z wykorzystaniem detektora potprzewodnikowego. Diugos¢ odezytu wynosi okoto 200
par zasad [28]. Wada metody jest wystepowanie bledow przy oznaczaniu sekwencji
homopolimerycznych, chociaz ich czestotliwos$¢ jest mniejsza niz w przypadku piro-
sekwencjonowania [29]. Metoda SOLID, opracowana przez firme¢ Applied Biosystems
w przeciwienstwie do pozostatych metod nie opiera si¢ na syntezie nowej nici DNA,
lecz wykorzystuje znakowane fluorescencyjnie sondyligowane do uniwersalnego startera
z wykorzystaniem ligazy DNA. Stosuje si¢ 16 sond, z ktérych kazda rozpoznaje dwa
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kolejne nukleotydy. Pomiar powtarza si¢ pi¢ciokrotnie, kazdorazowo wykorzystujac
starter z sekwencja przesunigta o jeden nukleotyd. Dlugo$¢ odczytu wynosi 25-35 par
zasad, a odczytywanie kolejnych zasad parami pozwala na doktadniejsze odrdéznienie
autentycznych polimorfizmow od bledow odczytu [30].

Po zakonczeniu sekwencjonowania nastgpuje etap skladania (ang. assembly) pole-
gajacy na rekonstrukcji genow i identyfikacji organizméw w oparciu o uzyskane dane.
Istnieje wiele algorytméw do tworzenia pelnych sekwencji z otrzymanych z czgsciowo
pokrywajacych si¢ odczytow. W przypadku probek metagenomicznych mozna
zastosowa¢ dwie strategie: montaz de novo lub montaz oparty na referencji (ang. Co-
assembly). Najprostszymi algorytmami montazu de novo sa algorytmy zachtanne (ang.
greedy algorithm) dopasowujace fragmenty iteracyjnie, rozpoczynajac od najbardziej
pokrywajacych sie i konczac, gdy kolejne dopasowania nie sa juz mozliwe. Oznacza to
jednak, ze dopasowania te maja charakter lokalny i nie biorg pod uwage globalnych
powigzan migdzy odczytami, co moze skutkowac blokowaniem si¢ procesu sktadania
badz nieprawidtowym ztozeniem. Inne dostepne typy algorytmow de novo to ,,overlap-
layout-consensus” (OLC) czy metody wykorzystujace wykres De Brujina (ang. De
Brujin Graph, DBG) [31]. Algorytm OLC jest trojetapowy. W pierwszej kolejnosci
okresla si¢ stopien nakladania si¢ otrzymanych odczytéw, na podstawie ktérych
tworzone sg uktady odczytow przedstawiane na wykresie, z ktorych wnioskuje sig
sekwencje najwyzszej zgodnosci (sekwencja consensus) [31, 32]. Przy wykorzystaniu
algorytmu DBG w pierwszej kolejnosci dzieli si¢ uzyskane odczyty na mniejsze kilku
nukleotydowe sekwencje, na podstawie ktorych tworzy si¢ wykres De Brujina, ktory
nastgpnie shuzy do stworzenie calkowitej sekwencji [32]. Montaz oparty jest na
referencjach 1 wykorzystuje dostepne bazy zsekwencjonowanych genoméw w celu
przypasowania otrzymanych odczytow do istniejacych sekwencji [31].

Finalnym etapem jest identyfikacja zsekwencjonowanych gendéw oraz organizméow.
Istnieja dwie glowne klasy metod shuzacych do predykcji genéw: metoda podobien-
stwa sekwencji oraz metoda sygnatowa, zwana takze metodg ab initio. Pierwsza opiera
si¢ na zalozeniu, ze regiony funkcyjne DNA sa silniej zakonserwowane niz regiony
niefunkcyjne, w zwigzku z czym, geny spokrewnionych organizmow beda podobne.
Na tej podstawie dopasowuje si¢ otrzymang sekwencje do sekwencji znanej, korzy-
stajgc np. z programu BLAST. Metoda sygnatowa wykorzystuje zawarte w sekwencji
sensory sygnatowe (ang. sygnal sensors) czyli krotkie motywy, takie jak kodony
Hstart” 1 ,.stop”, regiony ,,splicingu”, sekwencje punktow rozgatezienia (ang. branch
points) czy regiony polipirymidynowe. Wykorzystywane sa takze tzw. ,,sensory zawar-
toéci” (ang. content sensors), oparte o ,,dobor kodondéw” (ang. codon usage), ktory jest
unikatowy dla kazdego gatunku i pozwalajg ustali¢ sekwencje kodujace dzigki analizie
statystycznej [33].

4. Zastosowanie metod metagenomicznych w badaniach mikrobiomu
czlowieka

Zaadoptowanie metod metagenomicznych w badaniu mikrobiomu cztowieku po-
zwolilo na dokonanie wielu odkry¢ dotyczacych relacji migdzy stanem mikrobioty
jelitowej cztowieka a jego zdrowiem i kondycja. Badania metagenomowe pozwolity na
analizy jakoSciowe i iloSciowe, ktore rzucity $wiatto na prawdziwe bogactwo drobno-
ustrojow jelitowych czlowieka. Badania te umozliwity réwniez odkrycie zwiazkéw
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migdzy jednostkami chorobowymi a stanem mikrobioty jelitowej, otwierajagc nowe
mozliwosci w diagnostyce i terapii.

Podwaliny pod rozwdj metagenomiki podlozyly projekty MetaHIT oraz Human
Microbiome Project, ktore w sposob znaczacy przyczynity si¢ do rozbudowania katalogu
genow referencyjnych. W ramach projektu MetaHIT, na podstawie probek katu pobra-
nych od 124 Europejczykow, zidentyfikowano 3,3 miliona unikalnych genéw, w prze-
wazajacej mierze nalezacych do bakterii [5]. Amerykanski Human Mikrobiome Project
przeanalizowal z kolei probki od 242 osob, analizujgc nie tylko probki fekalne, ale
takze z jamy ustnej, skory, nosa i waginy w przypadku kobiet 1 przy uzyciu sekwencjo-
nowania 16S RNA ustalit jakie mikroorganizmy bytuja w konkretnych niszach ekolo-
gicznych ludzkiego organizmu [34]. Badania ustality rowniez, ze ludzki mikrobiom
jest w duzym stopniu zmienny miedzy r6znymi osobami, jednakze wystgpuje pewien
centralny mikrobiom odpowiedzialny za wiele $ciezek sygnatowych i metabolicznych.
Mikrobiom cztonkoéw tej samej rodziny jest rowniez podobny [35]. Ustalono takze, ze
mikrobiom cztowieka jest stabilny w czasie [36].

Rozszerza si¢ wiedza dotyczaca zwiazkéw miedzy dysbioza jelitowa a wystepo-
waniem chorob. Przy uzyciu metody ,,shotgun sequencing” zostaly scharakteryzowane
zmiany w skladzie mikrobiota jelitowej i $ciezkach metabolicznych, ktore zachodza
przy dysbiozie zwigzanej z chorobg Crohna. Poznanie sktadu mikrobiota w przypadku
tej jednostki chorobowej moze utatwic jej zdiagnozowanie i daje wglad w mechanizmy
tej choroby [37]. Zmiany w mikrobiomie jelitowym powigzano réwniez z zesztyw-
niajacym zapaleniem kregostupa [38], tuszczyca [39], a takze z zakazeniem wirusem
HIV [40], co wskazuje, ze zmiany w mikrobiocie nie sg jedynie powigzane z chorobami
uktadu pokarmowego, lecz réwniez z tymi dotykajagcymi innych tkanek i organow.

Choroby nowotworowe sg jedng z najwazniejszych chorob cywilizacyjnych obecnych
czasow. Badania metagenomiczne pozwolity na odkrycie powigzan miedzy zmianami
w mikrobiomie czlowieka, a rozwojem nowotwordéw. Poprzez profilowanie metageno-
miczne bioptatow powigzano wystgpowanie raka zotadka z jego kolonizacja przez
bakteri¢ H. pylori. Odkryto rowniez zwigzek migdzy dysbioza mikroflory szyjki macicy
ze zwigkszonym ryzykiem infekcji spowodowanej wirusem brodawczaka ludzkiego
(HPV) [41], ktéry juz wezesniej zostal powiazany z ryzykiem wystgpienia nowotworu
szyjki macicy [42]. W przypadku nowotworu jelita grubego zidentyfikowano powta-
rzalne biomarkery, ktore pozwalaja na ocen¢ ryzyka jego wystgpienia i potencjalne
dziatania prewencyjne [43].

Do grup chordb cywilizacyjnych nalezy rowniez cukrzyca. W przypadku cukrzycy
typu drugiego zidentyfikowano zmiany w potencjale metabolicznym mikrobiota jelito-
wej, ktore moga przyczynia¢ si¢ do jej rozwoju [44]. Zasugerowano roéwniez, ze
zaburzenie sktadu mikrobioty jelitowej polegajace na zubozeniu bakterii produku-
jacych maslan i mleczan przyczynia si¢ do rozwoju cukrzycy typu I [45].

Metody metagenomiczne pozwalaja takze na rozszerzenie diagnostyki chorob.
W zakazeniach uktadu moczowego drobnoustroje sg zwykle identyfikowane poprzez
posiew. Analiza metagenomiczna wskazata na potencjalne nowe patogeny zwigzane
Z ta chorobg i moze stanowi¢ nowe podejscie w diagnostyce tych zakazen [46]. Badania
wykazaly rowniez, ze sekwencjonowanie nowej generacji jest czulsze niz metody
klasyczne przy wykrywaniu patogenow, zwlaszcza wystepujacych we krwi, poptuczy-
nach oskrzelowo-pecherzykowych i plwocinie [47]. Przy spadajacych kosztach sekwen-
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cjonowania zaadaptowanie metod metagenomicznych w diagnostyce choréb moglo by
pozwoli¢ na bardziej spersonalizowang pod pacjenta praktyke medyczng [48], badz
shuzy¢ do dobrania precyzyjnie spersonalizowanej diety [49]. Metody metagenomiczne
moga by¢ rowniez wykorzystane do optymalizacji preparatow probiotycznych. Porow-
nanie profili metagenomicznych os6b zdrowych i pacjentow z przerostem bakterii
Clostridium difficile, pozwolito na zidentyfikowanie potencjalnych bakterii dziataja-
cych ostonowo [50].

Badania wykazaty rowniez powigzania migdzy mikrobiomem jelitowym a funkcjo-
nowaniem centralnego uktadu nerwowego. Wykazano, ze sktad mikrobiomu jelitowego
wplywa na dziatanie uktadu nagrody, bedacego czescia uktadu limbicznego w mézgu
i ktorego aktywacja wywoluje odczuwanie przyjemnosci, co moze mie¢ duze znaczenie
przy leczeniu uzaleznien i otylosci. Powigzano réwniez profile mikrobiomu jelitowego
z zaburzeniami psychicznymi takimi jak depresja, czy zaburzenia lekowe [51]. Wyka-
zano rowniez powigzania miedzy sktadem mikrobiomu jelitowego a cyklem dobowym.
Wykazano korelacj¢ miedzy chronotypem porannym i zwigkszonym wystepowaniem
bakterii z rodzaju Alistipes oraz migdzy chronotypem wieczornym i zwigkszonym
wystepowaniem rodzaju Lachnospira [52].

5. Enterotypy jako nowa perspektywa patrzenia na ludzki mikrobiom

Wykorzystanie narzedzi metagenomicznych przyczynito si¢ do powstania teorii
enterotypow w mikrobiocie jelitowej. Postuluje ona, Ze réznorodnos¢ mikrobioty
jelitowej u ludzi nie ma charakteru ciaglego, lecz jest ograniczona do kilku wyraznie
réznych zbilansowanych stanéw. W oparciu o podwyzszony sktad pewnych grup
drobnoustrojéw poczatkowo postulowano istnienie trzech enterotypéw — Enterotyp |,
bogaty w Bacteroides i inne bakterie pozyskujace energie gldwnie poprzez fermentacje
cukroéw i proteolizg biatek, Enterotyp Il bogaty w Prevotella i Desulfovibrio, Enterotyp
111, bogaty w Ruminococcus. Enterotypy te nie byly zalezne od czynnikéw zwigzanych
z gospodarzem, ani nie roznity si¢ bogactwem funkcji, jednak rézny sktad gatunkowy
sugeruje wykorzystanie innych drog produkcji energii na drodze fermentacji [53].
Wprowadzenie enterotypow pozwolitoby ograniczy¢ liczbe zmiennych w okres§leniu
bioréznorodnosci mikrobiomu jelitowego, a to z kolei utatwiloby prowadzenie badan
mikrobiologicznych, diagnostycznych czy terapii medycznej. Jednakze teoria wcigz
budzi pewne kontrowersje i jest w trakcie weryfikacji. Obecne badania wydaja sie
wskazywac¢, ze enterotypy nie wystepuja jako oddzielne kategorie z wyraznymi grani-
cami, lecz jako pewien gradient [54]. W szczegdlnoSci istnienie enterotypu zwigzanego
z Ruminococcus wydaje si¢ watpliwe. Badania zdaja si¢ wykazywac istnienie jedynie
dwoch enterotypow, jednego zwigzanego z Bacteroides i Ruminococcus i drugiego
zwigzanego z Prevotella [54, 55].

Pojawiaja sie opinie, ze wystepowanie okre§lonych sktadowych enterotypéw moze
z wynika¢ z zastosowanej metody obrobki danych i przy zmianie parametrow grupo-
wania stajg si¢ one mniej wyrazne badz zanikaja. Kliniczne zastosowanie tego modelu
wydaje si¢ by¢ rowniez ograniczone i analiza konkretnych taksonéw daje lepsze efekty
[56], a opieranie si¢ wylacznie na enterotypach moze ukrywa¢ wazne wariancje
w mikrobiomie [56, 57]. Jednakze analiza enterotypow moze stanowi¢ wspierajacy
element w badaniach i terapii [57].
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6. Podsumowanie

Od czasu izolacji pierwszych bakterii z ludzkiego przewodu pokarmowego, metody
badan ludzkiego mikrobiomu ulegly znacznemu rozwojowi. Odkrycia dokonane przy
uzyciu klasycznych metod mikrobiologicznych opartych na postulatach Kocha
stanowily podwaliny wiedzy o mikrobiomie cztowieka, jednakze ich ograniczenia staty
si¢ z czasem bardzo wyrazne. Metody metagenomiczne, oparte na izolacji catkowitego
DNA z probki, jego sekwencjonowaniu i identyfikacji gendw oraz organizméw na
podstawie uzyskanej sekwencji, pozwolily na znaczne rozszerzenie dostepnych $Sciezek
badan, wypemity luki w wiedzy, i nakre$lity liczne zwigzki migdzy mikrobiomem
czlowieka a jego zdrowiem. Bardzo obiecujacy jest szybki rozwdj metod metageno-
micznych. Nowo powstajace techniki sekwencjonowania pozwalaja na coraz szybsza
analiz¢ nawet dlugich fragmentow DNA, przy mniejszym ryzyku btedu oraz nizszych
kosztach, co znacznie zwigksza dostepno$é tych metod. Ulepszane sg takze obecne
algorytmy analityczne pozwalajac na analiz¢ coraz bardziej ztozonych probek. Szybka
rozbudowa dostgpnych bibliotek metagenomicznych otwiera z kolei nowe $ciezki
badawcze. W zwigzku z tym nalezy si¢ spodziewa¢ dalszego postepu badan metageno-
micznych, ktoére rzucag nowe $wiatlo na skomplikowane relacje miedzy mikrobiota
jelitowa, a wieloma aspektami zdrowia cztowieka. Lepsze zrozumienie tej symbiotycznej
relacji pozwoli z kolei na lepsze poznanie nas samych.
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Metody metagenomiczne w badaniu mikrobiomu jelitowego czlowieka

Streszczenie

Metody metagenomiczne przyczynily si¢ w znaczacy sposob do poznania mikrobiomu jelita cztowieka
i jego wplywu na zdrowie. Praca ta stanowi wprowadzenie do tematyki mikrobiomu ludzkiego, jego zna-
czenia i metod metagenomicznych. Omoéwiono nowe rozwigzania stosowane w eksperymentach metageno-
micznych, ich zalety i wady w odniesieniu do metod hodowlanych, Metagenomika stanowi obecnie
nieoceniong metod¢ w badaniach ludzkiego mikrobiomu, ktéra pozwoli na wypekienie licznych luk
w wiedzy o ludzkiej mikrobiocie i jej zmiennosci.

Stowa kluczowe: metagenomika, mikrobiom

Metagenomic methods in the study of the human intestinal microbiome

Abstract

Metagenomic methods have greatly contributed to the understanding of human microbiome and the ways it
affects the health of the host. This work serves as an introduction to the topic of the human microbiome,
it’s importance and metagenomic methods. The solutions used in methagenomic methods have been
discussed, along with the pros and cons in relation to classical methods. Currently metagenomics is an
invaluable research method in the study of the human microbiome and an important tool in filling the gaps
in our understanding of the human microbiota.

Keywords: metagenomics, microbiome
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Ocena preparatu Parosin® w niechirurgicznym
leczeniu zapalenia przyzebia na podstawie
wybranych parametrow periodontologicznych

1. Wprowadzenie

Zapalenie przyzebia (ang. periodontitis) to przewlekta, wieloczynnikowa choroba
zapalna, charakteryzujgca si¢ postepujaca destrukcja struktur przyzebia. Glownym
czynnikiem etiologicznym periodontitis jest ptytka nazebna (biofilm bakteryjny) [1, 2].
Podatnos¢ na rozwoj choroby zalezy od rodzaju bakterii tworzacych biofilm, a takze
od odpowiedzi immunologiczno-zapalnej organizmu i podlega statej modyfikacji przez
czynniki migjscowe i ogélne. Do klinicznych objawdéw choroby nalezy krwawienie
dzigsel, obecno$¢ glebokich kieszonek przyzebnych, utrata przyczepu tacznotkankowego
oraz widoczna na radiogramach utrata kosci wyrostka zgbodotowego. Zapalenie przy-
zgbia jest obok prochnicy glowng przyczyng utraty zebow. Wywiera negatywny wptyw
na zdrowie pacjenta, prowadzi do dysfunkcji narzadu zucia i upos$ledzenia estetyki
twarzy [1, 2].

Podstawowa metoda leczenia chordb przyzebia jest mechanoterapia — SRP (ang.
scaling and root planing). Jej nadrzednym celem jest usuniecie miekkich i twardych
zlogow z powierzchni korzenia, ograniczenie zapalenia dzigset 1 redukcja glgbokosci
kieszonek. Skuteczno$¢ mechanicznego usuwania ztogéw przy uzyciu narzedzi recznych
1 urzadzen ultradzwigkowych moze by¢ jednak ograniczona w miejscach trudno do-
stepnych takich jak giebokie kieszonki przyzgbne, ubytki kostne (zwltaszcza w obrebie
furkacji), zachyltki stworzone przez nawisajace wypeknienia i przekonturowane uzupet-
nienia protetyczne [3, 4]. Wyniki badan dotyczacych skutecznosci leczenia niechirur-
gicznego wskazuja, ze efektywnos¢ tych procedur mozna poprawi¢ poprzez dodatkowe
zastosowanie antyseptykow, antybiotykow, terapii fotodynamicznej czy laseroterapii
[3,5, 6].

Wsr6d wymienionych metod na szczegdlng uwagg zastugujg preparaty antyseptyczne.
Ich bazowe sktadniki (substancje czynne) cechuje zazwyczaj substantywnos$¢, szerokie
spektrum dziatania, zmniejszone ryzyko powstawania opornosci bakteryjnej i rela-
tywnie niskie koszty leczenia [2, 3]. Prawdopodobnie dlatego znalazty one miejsce
W licznych protokotach rekomendowanych w leczeniu chordb przyzebia oraz patologii
okotowszczepowych, m.in. w protokole: FMD (ang. full-mouth desinfection), LDD
(ang. local drug delivery), CIST (ang. cumulative interceptive supportive therapy) [7-10].
Antyseptyki najczgsciej stosowane w leczeniu chordb przyzgbia to chlorheksydyna,
olejki eteryczne, chlorek cetylopirydyny, jodopowidon, triklosan, a takze fluorki i sole
metali [2, 11-14].

Substancjg aktywng wykorzystywana w leczeniu infekcji jamy ustnej jest rowniez
bromek domifenu [15, 16]. Zwiazek ten posiada wlasciwosci emulgujace, obniza napigcie

Lasul@op.pl, Katedra i Zaktad Periodontologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
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mig¢dzyfazowe (skutecznie hamujac adhezj¢ bakterii do struktur przyzebia), a takze
wykazuje wlasciwosci antyseptyczne dzigki dziataniu podobnym do $rodkéw kationo-
wych powierzchniowo czynnych [https://go.drugbank.com/drugs/DB11594]. Parosin®
to preparat na bazie bromku domifenu przeznaczony do ptukania kieszonek przyzgbnych.

2. Cel pracy

Celem pracy byta ocena preparatu Parosin® w leczeniu niechirurgicznym zapalen
przyzgbia. miejscowe dziatanie preparatu analizowano na podstawie oceny ilosciowej
i jakoSciowej bakterii w kieszeniach przyzebnych.

3. Material i metody

Do badania klinicznego zakwalifikowano 70 pacjentow (w wieku od 35 do 60 roku
zycia) ze zdiagnozowanym zapaleniem przyzgbia. Z grupy badanej wylaczono kobiety
w ciazy, dzieci, a takze osoby w podesztym wieku. Dodatkowo, jako kryterium wytacza-
jace przyjeto stwierdzenie (na podstawie danych klinicznych, wywiadu lub badania):

e alergii na materialy stomatologiczne;
e stosowania dodatkowych preparatow do higieny jamy ustnej (antyseptyki w postaci
plukanek, masci);
e naduzywania alkoholu;
e rozpoczgcia leczenia periodontologicznego w innym gabinecie stomatologicznym
pomigdzy wizytami sktadajacymi si¢ na faze kliniczng badania;
e stosowania w okresie ostatnich 2 tygodni antybiotykoterapii ze wskazan
miejscowych lub ogdéInych.
Protokét badania klinicznego obejmowat:
I wizyte — podczas ktorej wykonano badanie periodontologiczne, badanie mikro-
biologiczne oraz leczenie niechirurgiczne.
IT wizyte (kontrolng po 7-14 dniach) — obejmujacg badanie periodontologiczne
i badanie mikrobiologiczne.
Protokot badania zostat zweryfikowany i zatwierdzony przez Komisje Bioetyczna
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie (numer KE-0254/306/2017). Wszyscy pacjenci
zakwalifikowani do badania wyrazili §wiadomg zgodg¢ na udziat w badaniu. 19 pacjen-
tow nie zglosito si¢ na wizyte kontrolna. Ostatecznie grupa badana objeta 51 pacjentow
(w tym 17 mgzczyzn i 34 kobiety).

Do badania periodontologicznego wykorzystano podstawowy zestaw diagnostyczny
oraz sond¢ periodontologiczng Hu-Friedy PCPUNC 15. Stan przyzebia badanych oce-
niono na podstawie wartosci wybranych wskaznikow i parametrow periodontologicz-
nych API (ang. Approximal Plaque Index), mSBI (ang. modified Sulcus Bleeding Index),
PD (ang. Probing depth) i CAL (ang. Clinical attachment loss). Parametry PD i CAL
okreslano w czterech punktach pomiarowych przy kazdym zgbie. Wartosci wskaznikow
API 1 mSBI zinterpretowano zgodnie z odpowiadajaca im skalg (dla APL: < 25%
optymalna higiena jamy ustnej, 25-39% — w miar¢ dobra higiena jamy ustnej, 40-69% —
higiena dostateczna, 70-100% — zta higiena jamy ustnej; dla MSBI: < 10% — klinicznie
zdrowe dzigsta, 10-29% — zlokalizowane zapalenie dzigset, 30-49% — uogdlnione, umiar-
kowane zapalenie dziasel, 50-100% — uogdInione, intensywne zapalenie dzigsel). Srednia
warto$¢ API przed leczeniem wyniosta 90,08%, $rednia warto$¢ wskaznika mSBI
wyniosta 72,54%.
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Do badania mikrobiologicznego pobierano materiat z dwoch kieszonek przyzebnych
(przy z¢bach jednoimiennych), dla ktorych gtebokos¢ sondowania wynosita minimum
5 mm (PD > 5 mm). Dla potrzeb badania wprowadzono okreslenia: ,kieszonka repre-
zentatywna” (w ktorej wykonano mechanoterapi¢ oraz zastosowano preparat Parosin®;
[SRP + antyseptyk]) i ,kieszonka kontrolna” (w ktorej wykonano tylko mechano-
terapie; [SRP]) i ,kieszonka kontrolna”. Po przeprowadzonym badaniu u kazdego
pacjenta wykonano skaling nad- i poddzigstowy (SRP; scaling and root planing). Po
zakonczonej mechanoterapii kieszonke reprezentatywng przeptukano preparatem
Parosin®, a nast¢pnie ponownie pobrano wymazy z obu kieszonek przyzgbnych. Po
7-14 dniach (podczas wizyty kontrolnej) dokonano powtdrnej oceny parametrow
periodontologicznych oraz pobrano wymazy do badania mikrobiologicznego. Ocena
ilosciowa 1 jakoSciowa bakterii w kieszonkach przyzgbnych zostata przeprowadzona
metoda oznaczano metodg qPCR (qPCR; quantitative polymerase chain reaction)
z wykorzystaniem sond molekularnych (tab. 1).

Tabela 1. Mikrobiota kieszonek przyzebnych — ocena jakosciowa bakterii metodg qPCR

Gen markerowy Analizowane bakterie w wymazie
16S rRNA Bakterie ogdtem
hbpA Aggregatibacter actinomycetemcomitans
fusl Fusobacterium nucleatum
fimA(l) Porphyromonas gingivalis
rpoB Prevotella intermedia
hsp60 Tannerella forsythia
CfpA Treponema denticola

Zrodlo: opracowanie whasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu nr RPLU.01.02.00-06-0044/17.

Oceniono ogodlng liczbe bakterii oraz wykonano oznaczenie iloSciowe dla wybra-
nych gatunkow beztlenowych (Aa. — Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Pg. —
Porphyromonas gingivalis; Td. — Treponema denticola; Tf. — Tannarella forsythia;
Fn. — Fusobacterium nucleatum; Pi. — Prevotella intermedia).

3.1. Analiza statystyczna

W analizie statystycznej wyznaczono dwie jednostki przeliczeniowe (pacjent i kieszen
przyzebna). Dla cech ilosciowych obliczono $rednig arytmetyczng (M) oraz odchylenie
standardowe (SD). Rozktad analizowanych cech oceniono testem W Shapiro-Wilka.
Réznice dla cech ilosciowych sprawdzono testem Wilcoxona (przed leczeniem vs.
7-14 dni po leczeniu) oraz U Manna-Whitneya do oceny r6zni¢ mian analizowanych
bakterii (porownanie schematdéw leczenia; skategoryzowane zmiany wartosci PD 1 CAL).
Roéznice w czestosci wystepowania analizowanych cech jakosciowych (wyrazonych
W postaci liczby i wlasciwego odsetka) migdzy poszczegdlnymi grupami sprawdzono
testem 2. W pracy przyjeto 5% ryzyko bledu, zatem dla p < 0,05 rdznice uznano za
istotne statystycznie. Do obliczen wykorzystano program Statistica 13 (StatSoft, Inc.).

4. Wyniki

Badanie mikrobiologiczne wykonane z wymazow pobranych na wizycie po 7-14
dniach po leczeniu wykazalo istotnie statystycznie nizszg ogdlng liczbe bakterii w Kie-
szonkach po skalingu i zastosowaniu preparatu Parosin® [SRP + antyseptyk] w porow-
naniu do kieszonek kontrolnych, w ktoérych nie zastosowano Parosinu® [SRP] (tab. 2).
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Tabela 2. Ocena ilo$ciowa bakterii w kieszeniach przyzebnych po leczeniu

SRP SRP + antyseptyk
(n=51) (n=51) p
M SD M SD
Ogolna liczba bakterii 163312,9 201136,6 66015,73 | 119957,3 < 0,001
Aggregatibacter 1481 3121 35437 8775 | 00505
actinomycetemcomitans
Fusobacterium nucleatum 42,8 1409 17,37 56,5 0,3136
Tannerella forsythia 5785,2 14120,2 3568,33 6815,9 0,9860
Porphyromonas gingivalis 7545,5 26864,2 2218,19 8966,5 0,5924
Prevotella intermedia 104479 32917,7 2809,13 9487,7 0,1000
Treponema denticola 1129,4 27715 325,98 641,3 0,9192

Zrédto: opracowanie whasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu nr RPLU.01.02.00-06-0044/17.

Zaréwno dla kieszonek reprezentatywnych [SRP + antyseptyk], jak i kieszonek

kontrolnych [SRP] stwierdzono istotng statystycznie popraw¢ parametrow PD oraz
CAL (tab. 3).

Tabela 3. Schemat leczenia a wybrane parametry periodontologiczne

M SD p

przed leczeniem 6,69 2,44

SRP PD (mm) 7-14 dni po leczeniu 571 2,32 <0001
przed leczeniem 7,06 341

CAL (mm) 7-14 dni po leczeniu 5,85 2,92 <001
przed leczeniem 7,40 2,21

SRP PD (mm) 7-14 dni po leczeniu 6,29 2,60 <0,001
+ antyseptyk przed leczeniem 791 3,05

CAL (mm) 7-14 dni po leczeniu 6,86 3,75 <0001

Zrddto: opracowanie wiasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu nr RPLU.01.02.00-06-0044/17.

Uzyskane warto$ci wskaznika API oraz mSBI po zastosowanym leczeniu wskazuja
na poprawe higieny jamy ustnej (mniejsza liczba przestrzeni miedzyzgbowych z ptytka
nazebng) i zmniejszenie stanu zapalnego dzigset (redukcja krwawienia) (rys. 1-2).

Jako wyktadnik klinicznej skutecznosci zastosowanych schematow leczenia przyjeto:
redukcje glebokosei kieszeni przyzebnych (PD) oraz zmniejszenie utraty przyczepu
tacznotkankowego (odzysk CAL). Uzyskane wartosci skategoryzowano, a zatem do
grupy ,.,redukcja” wlaczono przypadki, w ktorych po 7-14 dniach po leczeniu odnoto-
wano redukcje glebokosci kieszeni przyzebnych lub zmniejszenie utraty przyczepu
facznotkankowego. Natomiast przypadki, w ktorych nie stwierdzono zmiany glgbokosci
lub zwigkszong glebokos¢ wigczono do grupy ,,bez redukcji/brak poprawy”. Zastosowany
schemat leczenia nie ro6znicowatl w sposob istotny statystycznie odsetka stwierdzonych
redukcji glebokoscei dla kieszeni przyzebnych (tab. 4), jak i zmniejszenia utraty przy-
czepu tacznotkankowego (tab. 5).
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Rysunek 1. Warto$¢ wskaznika API — ocena higieny w przestrzeniach miedzyzebowych u pacjentow
poddanych niechirurgicznemu leczeniu zapalenia przyzebia [Zrodto: opracowanie wiasne. Badania
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Rysunek 2. Wartos¢ wskaznika mSBI — ocena krwawienia u pacjentow poddanych niechirurgicznemu
leczeniu zapalenia przyzebia [ Zrodto: opracowanie wiasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu

nr RPLU.01.02.00-06-0044/17]
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Tabela 4. Zastosowany schemat leczenia a skategoryzowana zmiana wartosci PD kieszeni przyzebnych

SRP SRP + antyseptyk
n % n % P
redukcja PD L 26 50,98 30 58,82
(PD < od warto$ci wyj$ciowych) 0,4261
brak redukcji PD '
(PD > od wartosci wyjsciowych) 2 1902 2 f

Zrédlo: opracowanie whasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu nr RPLU.01.02.00-06-0044/17.

Tabela 5. Zastosowany schemat leczenia a skategoryzowana zmiana warto$ci utraty przyczepu

tacznotkankowego
SRP SRP + antyseptyk
n % n % P
odzysk CAL o 29 56,86 23 45,10
(CAL < od wartosci wyjsciowych) 0,2347
brak poprawy CAL l
(CAL > od wartosci wyjsciowych) 22 314 2 >0

7Zrddlo: opracowanie whasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu nr RPLU.01.02.00-06-0044/17.

Istotnie statystycznie wicksza ogo6lng liczbe bakterii oraz Treponema denticola
stwierdzono przed rozpoczeciem leczenia w przypadkach, w ktorych nie odnotowano
poprawy PD po zastosowanym leczeniu. Dla pozostalych analizowanych bakterii nie
odnotowano znamiennych réznic — zardwno przed, jak i po leczeniu — w zaleznosci od
efektu klinicznego leczenia zapalenia przyzgbia ocenianego na podstawie redukcji
glebokosci kieszeni przyzebnych (tab. 6).

Tabela 6. Skategoryzowana glebokos$¢ kieszeni przyzebnych po leczeniu a liczba bakterii

redukcja PD brak redukcji PD
(n=56) (n=46) p
M SD M SD
Ogolna liczba bakterii 178998,5 2017179 | 1140864 3289713 <0,05
Aggregatibacter 12265 5169,2 234 502 | 01775
c actinomycetemcomitans
g Fusobacterium nucleatum 23,9 84,2 19 44 0,2865
g Tannerella forsythia 8573,4 117974 19393 28021 0,0649
% Porphyromonas gingivalis 4956,8 12366,3 10259 30055 0,3083
& | Prevotella intermedia 35729 139994 7936 25647 0,6022
= | Treponema denticola 583,5 12119 1569 3299 <0,05
Ogolna liczba bakterii 108314,2 175318,3 | 123365,6 | 170075,7 0,2392
2 | Adgregatibacter 1959 6416 3154 6844 | 03304
@ | actinomycetemcomitans
& | Fusobacterium nucleatum 34,3 1216 253 89,9 0,5957
8 | Tannerella forsythia 47555 12292,7 4606,8 9666,9 0,7894
£ | Porphyromonas gingivalis 2401,3 8199,4 7917,6 28450,1 0,8688
EI Prevotella intermedia 7001,3 25888,2 6266,1 230248 0,7201
™ | Treponema denticola 8254 2406,7 6194 1538,0 0,6154

7Zrodlo: opracowanie wlasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu nr RPLU.01.02.00-06-0044/17.
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Istotnie statystycznie wickszg 0go6lng liczbe bakterii stwierdzono przed rozpoczgciem
leczenia w przypadkach, w ktorych nie odnotowano poprawy CAL po zastosowanym
leczeniu. Dla pozostatych analizowanych bakterii nie odnotowano znamiennych réznic —
zardwno przed, jak i po leczeniu — w zaleznosci od efektu klinicznego leczenia zapa-
lenia przyzgbia ocenianego na podstawie poprawy przyczepu tacznotkankowego (tab. 7).

Tabela 7. Skategoryzowana poprawa przyczepu tacznotkankowego po leczeniu a liczba bakterii

odzysk CAL brak poprawy CAL
(n=52) (n=50) p
M SD M SD

Ogolna liczba bakterii 450292,9 1362958 | 781768,2 | 2918989,0 <0,05

Aggregatibacter 130904 53590 2271 5720 | 0,2428
E actinomycetemcomitans
GEJ Fusobacterium nucleatum 16,2 62,0 27,0 76,0 0,1445
g Tannerella forsythia 10691,3 16933,0 163248 249540 0,3301
g Porphyromonas gingivalis 8630,4 26667,0 6014,6 16492,0 0,6180
& | Prevotella intermedia 3609,0 14424 7549,4 24683,0 0,4434
= | Treponema denticola 7495 1514,0 1317,2 3097,0 0,3186

Ogolna liczba bakterii 1186255 | 1821348 | 1116151 163339,5 0,6366
2 | Aggregatibacter 1541 5116 3483 7776 | 06366
@ | actinomycetemcomitans
3 | Fusobacterium nucleatum 35,8 126,3 245 86,3 0,7449
8 | Tannerella forsythia 3281,2 6797,1 6123,4 14184 4 0,3412
€ | Porphyromonas gingivalis 5526,5 17350,6 42784 22883,0 0,5876
:. Prevotella intermedia 5747,6 238685 7605,4 253554 0,7502
™ | Treponema denticola 646,3 2017,6 819,0 2101,1 0,2525

7Zrédto: opracowanie whasne. Badania przeprowadzone w ramach Projektu nr RPLU.01.02.00-06-0044/17.

5. Dyskusja

Mechaniczne usuwanie ztogéw nazebnych (scaling i root planing) to standardowe
postepowanie kliniczne w leczeniu chorob przyzgbia. Badania dotyczace niechirurgicz-
nego leczenia periodontitis wskazuja, ze mechanoterapia zmniejsza poziom zaplenia
dzigsel, redukuje glebokos¢ kieszonek przyzebnych oraz wptywa na kliniczng poprawe
potozenia przyczepu tacznotkankowego [17-19].

Kliniczng skuteczno$¢ skalingu nad- i poddzigstowego potwierdzono réwniez
W badaniach wlasnych. Podczas wizyty kontrolnej stwierdzono zmniejszenie ilosci plytki
bakteryjnej w przestrzeniach miedzyzgbowych (istotnie statystycznie nizsza warto$¢
wskaznika API) (rys. 1), zmniejszenie rozleglosci stanu zapalnego dzigset (istotnie sta-
tystycznie nizszg warto§¢ wskaznika mSBI w porownaniu z badaniem wstgpnym;
72,54% vs. 53,59%; p < 0,001) (rys. 2), a takze znamienng statystycznie poprawe
parametrow PD i CAL ($rednie PD , kieszonki reprezentatywnej” przed zabiegiem Vs.
po zabiegu: 7,40 vs. 6,29; p < 0,001; srednia PD "kieszonki kontrolnej" przed zabie-
giem vs. po zabiegu: 6,69 vs. 5,71; p < 0,001), (Sredni CAL ,kieszonki reprezenta-
tywnej” przed zabiegiem vs. po zabiegu: 7,91 vs. 6,89; p < 0,01; $redni CAL ,,kieszonki
kontrolnej” przed zabiegiem vs. po zabiegu: 7,06 vs. 5,85; p < 0,001) (tab. 3).

Niechirurgiczne leczenie periodontologiczne wiaze si¢ jednak z pewnymi ograni-
czeniami. Do ograniczen tych nalezy zaliczy¢ trudna dostgpno$é pola zabiegowego,
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mozliwos¢ dlugotrwatego przetrwania giebokich kieszonek, ryzyko nawrotu choroby
(nizsza stabilno$¢ kliniczna), a takze ograniczenia ze strony operatora i instrumen-
tarium (niewystarczajgce czucie powierzchniowe, nieprawidlowo przygotowane — tepe —
narzgdzia reczne) [3, 9, 17, 20].

Badania przeprowadzone przez Van der Weijdena i wsp. wykazaly, ze sukces
leczenia niechirurgicznego moze by¢ limitowany przez nikotynizm oraz uwarunko-
wania anatomiczne obszaru objetego procesem chorobowym (tj. liczbe korzeni, zajgcie
rejonu furkacji). Sposrod 1182 pacjentdow z zapaleniem przyzebia, u ktorych przepro-
wadzono mechanoterapi¢, wyznaczony cel leczenia (PD < 5 mm, bez krwawienia przy
sondowaniu) osiagni¢to u 39% leczonych. Brak sukcesu terapeutycznego istotnie
czgsdciej stwierdzano przy zgbach wielokorzeniowych, a takze w przypadkach,
W ktorych procesem zapalnym objety byt obszar furkacji [4]. Autorzy wspomniangj
pracy podkreslajg rowniez, ze w przeprowadzonych przez nich badaniach nie uwzgled-
niono wyjsciowej glebokosci kieszonki, co nie pozwala na analiz¢ uzyskanych wynikow
w odniesieniu do tego parametru. W badaniach wlasnych stwierdzono natomiast, ze
wyjsciowo statystycznie wigksza ogolna liczba bakterii wystepowata w tych kiesze-
niach, w ktorych po leczeniu nie odnotowano redukcji PD i poprawy CAL. Kieszenie
bez redukcji PD byly réwniez powigzane z wyjSciowo wyzszym mianem Treponema
denticola (tab. 6 i 7).

Efekty leczenia niechirurgicznego, widoczne na poziomie klinicznym, sg mozliwe
jedynie przy istotnym zmniejszeniu liczby bakterii w kieszonkach przyzebnych. Zmiany
mikrobiologiczne opisywane po SRP dotycza nie tylko zmniejszenia ogolnej liczby
bakterii ale takze spadku liczby bakterii szczegdlnie patogennych dla przyzebia
(A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia) [21]. Spadek
ogolnej liczby bakterii po leczeniu niechirurgicznym odnotowano takze w badaniach
wlasnych. Spadek ten byl istotnie statystycznie wigkszy w kieszonkach, w ktorych
oprocz SRP zastosowano antyseptyk (tab. 2). Uzyskane wyniki potwierdzajg zatem
fakt, ze skuteczno$¢ mechanoterapii mozna poprawic poprzez dodatkowe zastosowanie
srodkéw przeciwbakteryjnych (bakteriobdjczych i bakteriostatycznych) [2, 3, 6, 9].
Miejscowa aplikacja tych $rodkéw wiaze si¢ najczesciej z podaniem preparatdw
bezposrednio do kieszonek przyzebnych, dzigki czemu stgzenie leku po aplikacji
znacznie przekracza minimalne st¢zenie hamujace (MIC; ang. minimum inhibitory
concentration) i utrzymuje sie na wysokim poziomie przez kilka tygodni [8, 9, 11].
W krotkotrwatych obserwacjach (zar6wno w badaniach wiasnych i badaniach innych
autorow), dodatkowe zastosowanie antyseptykow nie powoduje jednak istotnych
korzysci w parametrach klinicznych (poprawy parametréw PD i CAL) w poréwnaniu
z klasycznym SRP (tab. 4 i 5) [22, 23].

Miejscowe aplikowanie antyseptyku ma zastosowanie w przypadku ran przewlek-
tych, a zatem taki sposdb wykorzystywany jest nie tylko w gabinecie stomatologicz-
nym. Metoda taka pozwala na stosowanie mniejszych dawek, co oprocz prewencji
zakazenia przeklada si¢ na krotszy czas i koszty leczenia. Uwzgledniajac niska cyto-
toksyczno$¢ (badania cytotoksyczno$ci preparatu Parosin® w warunkach in vitro/
dyfuzja na agarze zgodnie z PN-EN ISO 10993-5:2009, wykazaly 1 stopien cyto-
toksycznos$ci — staba cytotoksycznos$c) dobrg tolerancje dla tkanek (brak szkodliwego
oddzialywania na gojaca ran¢), skuteczne usuwanie biofilmu miejscowe stosowanie
preparatu u pacjentéw z zapaleniem przyzebia moze stac¢ si¢ metoda z wyboru.
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6. Whnioski

Migjscowe stosowanie antyseptyku przyczynia si¢ do ograniczenia plytki nazgbne;.
Poprawa stanu klinicznego ocenianego na podstawie zmniejszenia gtebokosci kieszeni
przyzgbnych, oraz zmniejszenia utraty przyczepu tacznotkankowego przemawiajg za
miejscowym stosowaniem antyseptyku w niechirurgicznym leczeniu zapalen przyzgbia.

Uwagi ogolne

Badanie zostalo zrealizowane 1 sfinansowane w ramach Projektu nr
RPLU.01.02.00-06-0044/17.

Literatura

1. Papapanou P.N., Sanz M., Buduneli N., Dietrich T., Feres M., Fine D.H., Flemmig T.F.,
Garcia R., Giannobile W.V., Graziani F., Greenwell H., Herrera D., Kao R.T., Kebschull M.,
Kinane D.F., Kirkwood K.L., Kocher T., Kornman K.S., Kumar P.S., Loos B.G., Machtei
E., Meng H., Mombelli A., Needleman I., Offenbacher S., Seymour G.J., Teles R., Tonetti
M.S.M., Periodontitis: Consensus report of workgroup 2 of the 2017 World Workshop on
the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions. Journal of
Clinical Periodontology, 45(Suppl 20), 2018, s. 162-170.

2. Rajendiran M., Trivedi HM., Chen D., Gajendrareddy P., Chen L., Recent development of
active ingrediens in mouthwashes and toothpaste for periodontal diseases, Molecules,
26(7), 2021 Apr, s. 2001.

3. Ramanauskaite E., Machiulskiene V., Antiseptics as adjuncts to scaling and root planing
in the treatment of periodontitis: a systematic literature review, BMC Oral Health, 20,
2020, s. 143.

4. 4. Van der Weijden GA., Dekkers GJ., Slot DE., Success of non-surgical periodontal
therapy in adult periodontitis patients: A retrospective analysis. International Journal of
Dental Hygiene, 17 (4), 2019 Nov, 309-317.

5. Sanz M., Teugheles W., Group A of European Workshop on Periodontology.: Innovations
in non-surgical periodontal therapy: Consensus Report of the Sixth European Workshop
on Periodontology, Journal of Clinical Periodontology, 35 (8 Suppl), 2008 Sep, s. 3-7.

6. Marsh P.D., Controlling the oral biofilm with antimicrobials, Journal of dentistry, 38
Suppl 1, 2010 Jun, s. 11-15.

7.  Eberhard J., Jepsen S., Jervoe-Storm P-M, Needleman I., Worthington H.V., Full-mouth
treatment modalities (within 24 hours) for chronic periodontitis in adults, Cochrane
Database of Systematic Review, 17 2015 (4), 2015 Apr, CD004622.

8. Hasan F., Ikram R., Adel A., Abbas A., Ain Bukhari Q.U., Asadullah K., Treatment of
periodontal diseases by the local drug delivery system using 1% chlorhexidine gel: A rando-
mized clinical trial, Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences, 34 (1), 2021 Jan, s. 41-45.

9. Szulc M., Zakrzewska A., Zborowski J., Local drug delivery in periodontitis treatment:

A review of contemporary literature, Dental Medical Problems, 55 (3), Jul-Sep 2018,
s. 333-342.

10. Smeets R., Henningsen A., Jung O., Heiland M., Hammacher Ch., Stein J.M., Definition,
etiology, prevention and treatment of peri-implantitis — a review, Haed & face medicine,
10, 2014 Sep 3, s. 34.

11. Stahli A, Liakhova l., Cvikl B., Lussi A., Sculean A., Eick S., Activity of chlorhexidine
formulations on oral microorganisms and periodontal ligament fibroblasts, Swiss dental
journal, 131(9), 2021 Sep 6, s. 705-712.

12. Mao X., Auer D.L., Buchalla W., Hiller K.-A., Maisch T., Hellwig E., Al-Ahmad A.,
Cieplik F., Cetylpyridinium chloride: Machanism of action, antimicrobial efficacy in

84


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Ocena preparatu Parosin® w niechirurgicznym leczeniu zapalenia przyzebia
na podstawie wybranych parametrow periodontologicznych

biofilms, and potential risk of resistance, Antimicrobial agents and chemotherapy, 64(8),
2020 Aug., s. 00576-20.

13. Suresh S., Manimegalai M., Sudhakar U., Sopia, Comparison of efficacy of preprocedural
rinsing with chlorhexidine and essential oil mouthwash in reducing viable bacteria in
dental aerosols — a microbiological study, International Journal of Contemporary
Dentistry, 2, 6, 2011, s. 1-6.

14. Kanagalingam J., Feliciano R., Hah J.H., Labib H., Le T.A,, Lin J.-C., Practical use of
povidone-iodine antiseptic in the maintenance of oral health and in the prevention and
treatment of common oropharyngeal infections, International journal of clinical practice,
69(11), 2015 Nov, s. 1247-56.

15. Scaglione F., Scarpazza G., Marchi E., Biella G., Fraschini F., Evaluation of domifen
bromide in the treatment of acute infectious oral diseases, International journal of clinical
pharmacology research, 3 (4), 1983, s. 261-264.

16. Scaglione F., Coduri M., Nebuloni R., Fraschini F., Activity and tolerability of domifen
bromide in patients affected by acute infectious dental diseases: a double-blind placebo-
controlled trial, Inernational journal of clinical pharmocology research, 3 (5), 1983, s. 357-361.

17.  Aimetti M., Nonsurgical periodontal treatment, International Journal of Esthetic Dentistry,
9(2), 2014, s. 251-267.

18. Van der Weijden G.A., Timmerman M.F., A systematic review on the clinical efficacy of
subgingival debridment in the treatment of chronic periodontitis, Journal of clinical
periodontology, 29 Suppl 3, 2002, s. 55-71.

19. Draby I., Non-surgical management of periodontal disease, Australian dental journal, 54,
Suppl 1, 2009 Sep, s. 86-95.

20. Drisko C.H., Nonsurgical periodontal therapy, Periodontology, 2000, 25, 2001, s. 77-88.c
21. Haffajee A.D., Cugini M.A,, Dibart S., Smith C., Kent R.L., Socransky S.S., The effect of
SRP on clinical and microbiological parameters of periodontal diseases, Journal of

clinical periodontology, 24 (5), 1997, s. 324-334.

22. Pietruska M., Miejscowa i ogélna farmakoterapia w leczeniu chorob przyzebia, [W:]
Pietruska M. (red.) Regeneracja tkanek przyzebia, Quintessence Publishing Polska, 2017,
s. 79-84.

23. Greensteien G., Research, Science and Therapy Committee of American Academy of
Periodontology, The role of supra- and subgingival irrigation in the treatment of
periodontal diseases, Journal of Periodontology, 76, 2005, s. 2015-2027.

Ocena preparatu Parosin® w niechirurgicznym leczeniu zapalenia przyzebia na
podstawie wybranych parametrow periodontologicznych

Streszczenie

Wprowadzenie: Parosin® to preparat antyseptyczny na bazie bromku domifenu przeznaczony do plukania
kieszeni przyzgbnych.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena skutecznosci preparatu Parosin® w leczeniu niechirurgicznym zapalen
przyzgbia.

Materiat i metody: Badanie kliniczne przeprowadzono u 51 pacjentow ze zdiagnozowanym zapaleniem
przyzgbia. Stan przyzegbia oceniono na podstawie wybranych parametréw periodontologicznych (API,
mSBI, PD i CAL). Do badania mikrobiologicznego pobierano material z dwoch kieszonek przyzgbnych:
reprezentatywnej (niechirurgiczne leczenie obejmowato mechanoterapi¢ i1 zastosowanie antyseptyku
Parosin®) oraz kontrolnej (w ktorej nie zastosowano preparatu Parosin®). Wymaz z kieszeni przyzgbnych
pobierano trzykrotnie: podczas pierwszej wizyty przed i po zastosowanym leczeniu oraz podczas wizyty
kontrolnej (po 7-14 dniach). Oceng ilosciowa i jako$ciowa bakterii przeprowadzono metoda PCR.

Wyniki: Badanie mikrobiologiczne wykonane z wymazow pobranych na wizycie kontrolnej wykazalo
istotnie statystycznie nizsza og6lng liczbg bakterii w kieszeniach po skalingu i zastosowaniu preparatu
Parosin®. Klinicznie, zardwno dla kieszonek po skalingu, jak i po skalingu oraz zastosowaniu preparatu
Parosin® stwierdzono znamienng poprawe PD oraz CAL.
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Whioski: Uzyskana redukcja liczby bakterii, glgbokosci kieszeni przyzgbnych oraz zmniejszenie utraty
przyczepu facznotkankowego przemawiajg za miejscowym stosowaniem antyseptyku w niechirurgicznym
leczeniu zapalen przyzgbia.

Stowa kluczowe: choroby przyzgbia, leczenie niechirurgiczne, miejscowe stosowanie antyseptyku

The efficacy of Parosin® in the non-surgical treatment of periodontitis based on
selected periodontal parameters

Abstract

Introduction: Parosin® is a domiphenium bromide based antiseptic formulation for periodontal pocket
rinsing.

Objective: The aim of this study was to evaluate the efficacy of Parosin® in the non-surgical treatment of
periodontitis.

Material and methods: A clinical study was conducted in 51 patients diagnosed with periodontitis.
Periodontal status was evaluated based on selected periodontal parameters (API, mSBI, PD and CAL). For
microbiological examination, material was collected from two periodontal pockets: representative (non-
surgical treatment included mechanotherapy and application of Parosin® antiseptic) and control (in which
Parosin® was not applied). Periodontal pocket swabs were collected three times: during the first visit
before and after the applied treatment and during the follow-up visit (after 7-14 days). Quantitative and
qualitative evaluation of the bacterial flora was performed by PCR.

Results: Microbiological examination performed from swabs taken at the follow-up visit showed
a statistically significantly lower total bacterial count in pockets after scaling and Parosin® application.
Clinically, there was a significant improvement in PD and CAL for both the pockets after scaling and after
scaling and application of Parosin®.

Conclusions: The resulting reduction in bacterial flora, depth of periodontal pockets, and reduction in loss
of connective tissue attachment support the use of a topical antiseptic in the non-surgical treatment of
periodontitis.

Keywords: periodontal diseases, non-surgical treatment, topical antiseptic application
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Powrot do przeszlosci: nowe zycie starych lekow
W terapiach antynowotworowych dzi¢eki wykorzystaniu
nowoczesnych systemow ich dostarczania

1. Wprowadzenie

Glownymi problemami, z ktérymi wciaz boryka si¢ farmakoterapia sag wysokie dawki
terapeutyczne generowane przez przemiany farmakokinetyczne lekow czy ich ograni-
czong biodostepnos¢, a ponadto ich niespecyficzne dostarczanie, ktore generuje skutki
uboczne. Jednym z takich niepozadanych efektow jest polekowa dysfunkcja mito-
chondriéw (MDF, ang. mitochondrial dysfunction) prowadzaca do kwasicy mleczanowej,
co skutkuje zwickszong produkcja i akumulacjg mleczanu [1]. Ze wzgledu na to ogra-
niczenie biguanidy, takie jak fenformina i buformina, zostaly wycofane z uzytku komer-
cyjnego w wiekszosci krajow pod koniec lat 70. [2]. Z drugiej strony okoto 90% zatwier-
dzonych lub wycofanych lekow maja wskazania drugorzedne. Co wigcej, strategia po-
nownego wykorzystania znanych lekéw do nowych zastosowan (ang. Drug repurposing),
nazywana roéwniez repozycjonowaniem czy tez reprofilowaniem lekéw stata sig¢
punktem zwrotnym dla wielu terapii, w tym terapii onkologicznych. Wiele doniesien
naukowych wskazuje na potencjalne dziatanie przeciwnowotworowe lekéw pierwotnie
stosowanych jako przeciwbakteryjne, przeciwcukrzycowe i psychotropowe.

Jedng z obiecujacych mozliwosci w tej dziedzinie jest podejscie oparte na wplywie
srodkéw farmakologicznych na funkcje mitochondriow, zwlaszcza indukcja dysfunkcji
mitochondriow. Mitochondria sg atrakcyjnym celem w terapiach przeciwnowotworo-
wych ze wzgledu na ich centralng role w regulacji metabolizmu komoérek oraz regulacji
procesu apoptozy. Ponadto wiadomo, ze mitochondria wplywaja na wszystkie etapy
ontkogenezy, co dodatkowo podkresla potencjat terapii antynowotworowych skupiaja-
cych si¢ na terapeutycznym celowaniu w metabolizm mitochondrialny [3, 4].

2. Wykorzystanie starych lekow — teoria reprofilowania lekow

Nowotwory pozostaja jedna z gtéwnych przyczyn zgonéw w skali globalnej. Pomi-
mo szybkiego postepu wiedzy i zrozumienia molekularnych podstaw nowotworzenia,
wcigz brakuje nowej skutecznej terapii do ograniczenia onkogenezy. Wiele wysitkow
ktadzie si¢ na optymalizacj¢ kosztow, czasu trwania i skutecznosci leczenia. Stosuje si¢
alternatywne strategie opracowywania lekow, takie jak zmiana przeznaczenia istnie-
jacych lekow, nowa formula znanych lekow lub ukierunkowane dostarczanie (w celu
poprawy biodostepnosci i zmniejszenia skutkéw ubocznych).

Szansa w tej dziedzinie moze by¢ analiza znanych lekéw nienowotworowych pod
katem ich ewentualnego dziatania przeciwnowotworowego, a ponadto rozwazenie
wczesniej opracowanych lekow wycofanych z rynku w przeszlosci (DRS, ang. Drug
Repurposing Strategy) [5, 6]. Rozne choroby maja wspdlne szlaki molekularne i cele

! jmilczar@cbmm.lodz.pl, Dzial Chemii Biorganicznej, Centrum Badan Molekularnych PAN,
www.cbmm.lodz.pl.
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W komorce, co uprawnia do badania przesiewowego duzej liczby istniejacych lekow
pod katem konkretnego celu chorobowego. W poszukiwaniu wydajnych terapii prze-
ciwnowotworowych pod uwage bierze si¢ leki o pierwotnych wlasciwosciach przeciw-
kaszlowych, uspokajajacych, przeciwbolowych, przeciwgorgczkowych, przeciwartre-
tycznych, znieczulajacych, przeciwcukrzycowych, zwiotczajacych migsnie, immuno-
supresyjnych, antybakteryjnych, przeciwpadaczkowych, kardioprotekcyjnych, przeciw-
nadci$nieniowych, wzmagajacych erekcje czy wzmacniajacych lub tagodzacych skutki
dusznicy bolesnej [7, 8]. W ostatnich latach w ramach strategii zmiany przeznaczenia
lekow (przeprofilowania lekow, repozycjonowania) duza wage przywiazuje si¢ do
toksycznego wptywu srodkow farmakologicznych na dysfunkcje mitochondriow [9].

Wisrod lekow nienowotworowych o powigzanej toksycznos$ci mitochondrialnej na
uwage zastuguja biguanidy. Zwiazki te naleza do rodziny o strukturze sktadajacej sie
z dwoch N-potaczonych guanidyn. Najbardziej znanym przedstawicielem tej rodziny jest
metformina (N,N-dimetylobiguanid), doustny konwencjonalny lek przeciwcukrzycowy
stosowany w leczeniu cukrzycy typu 2. Jest to lek kationowy, przy kilkugramowej
dziennej dawce wykazuje ugruntowang skuteczno$¢ i niewielka toksycznosé¢. Jednak
istnieje wiele doniesien o kwasicy mleczanowej zwigzanej z metforming (MALA, ang.
Metformin-associated lactic acidosis), zwykle wywolujgcej ostra niewydolno$¢ nerek
[10]. Dane literaturowe wskazuja na duze zainteresowanie metforming jako obiecujacym
srodkiem terapeutycznym [11], szczeg6lnie o szerokim dzialaniu przeciwnowotworowym
[12, 13]. Metformina dziala poprzez ingerencj¢ w fancuch oddychania mitochondrialnego,
a glownym celem tego leku jest kompleks I mitochondrialnego tancucha transportowu
elektronow (ETC, ang. Electron transport chain). Oprocz ETC, do glownych celow
molekularnych metforminy nalezy réwniez adenozynowa kinaza biatkowa aktywo-
wana monofosforanem (AMPK, ang. AMP-activated protein kinase) i mechanistyczny
cel kompleksu rapamycyny 1 (mTORC1) [14], [15]. Hamowanie mitochondrialnej
dehydrogenzay aldehydu 3-fosfoglicerynowego (G3PDH), gtéwnego czynnika przeno-
szenia elektronow do ETC oraz enzymu wymaganego do glukoneogenezy rowniez
opisano jako skutek dziatania tego dimetylobiguanidu [16]. Ponadto metformina w terapii
pojedynczej lub skojarzonej z innymi lekami przeciwnowotworowymi stanowita
przedmiot wielu badan klinicznych (NCT03137186; NCT02360618; NCT01941953;
NCT03017833; NCT01930864) [2].

Jednak metabolizowanie in vivo metforminy (wchtanianie oraz usuwanie) jak i jej
dzialanie farmakologiczne znaczaco wplywa na transportery blonowe, takie jak np.
transportery kationéw organicznych (OCTs, ang. Organic cation transporters), ze
wzgledu na ich kationowa strukture [17]. Niejednorodnos¢ ekspresji OCTs zwykle
prowadzi do transportu metforminy do réznych tkanek przez rézne transportery, a tym
samym do niezadowalajacej biodostepnosci po podaniu doustnym, a w konsekwencji
do niezadowalajacej skutecznosci terapeutycznej [17, 18]. Aby osiagnaé niezalezne od
transporterow kationowych dostarczanie metforminy i mozliwo$¢ jej skutecznego
wykorzystania w walce z nowotworem bez skutkow ubocznych, konieczne jest zasto-
sowanie systemow dostarczania lekow [18].

Inne biguanidy o dziataniu przeciwcukrzycowych to fenformina (biguanid fenylo-
etylowy) i buformina (1-butylobiguanid), ktore zostaly wycofane z rynku pod koniec
lat 70. ze wzgledu na duzg czegstos¢ wystgpowania skutkow ubocznych, takich jak
kwasica mleczanowa i toksyczno$¢ mitochondrialna [19, 20]. Fenformina jest prawie
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50 razy bardziej aktywna niz metformina, a mechanizm dziatania obu lekow jest bardzo
podobny, jednak ze wzgledu na fakt wycofania fenforminy z uzycia klinicznego jej
potencjat antynowotworowy nie byt badany [2]. Bridges i wspotpracownicy wykazali,
ze metformina, buformina i fenformina akumulujg si¢ w mitochondriach ssakow i wpty-
waja na fosforylacje oksydacyjng [21]. Ich toksyczno$¢ mitochondrialna i aktywno$¢
zaburzajaca metabolizm mogg by¢ przydatne w hamowaniu wzrostu guza, ale kluczowe
jest ich bezpieczne dostarczane do komorek nowotworowych, aby zapobiec skutkom
ubocznym w komorkach prawidlowych. Dodatni tadunek tych czasteczek generuje
dodatni potencjal powierzchniowy bton fosfolipidowych i sprzyja ich akumulacji
W macierzy mitochondriow. Biguanidy moga zaktoca¢ funkcjonowanie komoérek nowo-
tworowych poprzez wytwarzanie hipoglikemii, a takze poprzez blokowanie kompleksu
regulatorowego mTOR [2]. Wiekszos¢ informacji naukowych o fenforminie dotyczy
jej zdolnosci do indukcji apoptozy, stresu komorkowego lub zatrzymania cyklu komor-
kowego w fazie G1 [22, 23]. W pordéwnaniu z metforming fenformina jest wicksza cza-
steczka hydrofobowa, rozpuszczalng w thuszczach. Fenformina nie wymaga zadnego
bialka transportowego, aby przejs¢ przez btong komoérkowa, poniewaz zawarta w niej
grupa fenyloetylowa sprawia, ze lek jest dobrze przepuszczany przez blong, tym
niemniej ze wzgledu na wigksze ryzyko wystapienia efektow ubocznych nalezy go
réwniez wprowadza¢ za pomocg systemu dostarczania lekow. Ponadto najnowsze dane
literaturowe sugeruja, ze rowniez buformina moze by¢ stosowana w profilaktyce
I leczeniu r6znych nowotwordéw, samodzielnie lub w potaczeniu z innymi lekami lub
wraz z radioterapig [24-26].

Istnieje potrzeba uzyskania naukowych dowodow, dla potwierdzenia potencjalnego
dziatania przeciwnowotworowego biguanidéw w bezpiecznej i skutecznej terapii opartej
na dostarczaniu lekow. Dodatkowo, w $wietle obecnej ogdlnoswiatowej sytuacji pan-
demicznej, ponowne wykorzystanie znanych biguanidéow jako $rodkéw przeciwwiru-
sowych moze by¢ rowniez nowa strategia leczenia grypy, koronawirusa, matpiej ospy
czy innych infekcji wirusowych [27, 28]. Najnowsze dane wskazuja, ze linezolid ha-
mowal tempo wzrostu guza nowotworowego, czemu towarzyszyla zwickszona autofagia.
Zmniejszenie wzrostu guza jest rOwniez wzmacniane przez potaczenie linezolidu
Z blokerami autofagii [29]. Dlatego tez antybakteryjny linezolid daje nadziej¢ na nowa
terapi¢ przeciwnowotworowg. Nadziej¢ na skuteczne leczenie nowotwordw, oprocz
opracowywania systemow dostarczania lekow i zmiany przeznaczenia znanych lekow,
daja rowniez terapie skojarzone. Dobrym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ leczenie sko-
jarzone wspomnianymi wyzej lekami zaklocajagcymi aktywnos¢é mitochondriéw z lekami,
znanymi jako inhibitory enzymoéw, takich jak hydrolazy, izomerazy, transferazy, ktore
sa niezbedne w procesiec komérkowym. Jedng z tych opcji moze by¢ hamowanie
topoizomerazy, co powoduje pgkniecia jedno- i dwuniciowe w tancuchu DNA, prowa-
dzace do apoptotycznej Smierci komorki [30].

W strategii zmiany przeznaczenia lekéw na terapie celujgca na dysfunkcje mito-
chondriéw obok biguanidow, antybiotyki wydaja si¢ by¢ bardzo interesujace. Moga
one skutecznie wywotywaé dysfunkcje mitochondriéw, dzigki czemu hamujg prolife-
racj¢ komorek nowotworowych [31, 32]. Linezolid jest antybiotykiem szczegdlnie
aktywnym przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, z dziataniami niepozadanymi takimi
jak toksyczno$¢ wobec szpiku kostnego, neuropatia czy kwasica mleczanowa [33].
Oprocz zwigkszonego ryzyka toksycznosci mitochondrialnej antybiotyk ten ma row-

89


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Justyna Suwara

niez staba rozpuszczalno$¢ w wodzie. Wszystko razem wzigte kreuje te czasteczke jako
atrakcyjny obiekt dla nowoczesnej farmacji. W tym trendzie ostatnie badania wskazujg
na rozwdj tematyki kokrysztalow linezolidu o zmodyfikowanych wlasciwosciach
termicznych, co moze w przysztosci zaowocowaé opracowaniem systemow dostar-
czania linezoidéw opartych na topieniu [34]. Stosowanie linezolidu jest ograniczone
przez powigzang toksyczno$¢ mitochondrialng; jednak celowane dostarczanie lekow
moze doprowadzi¢ do skutecznego leczenia nowotworow [35, 36].

Kwasy barbiturowe (BA) i tiobarbiturowe (TBA) oraz ich rézne pochodne sg bardzo
waznymi zwigzkami w chemii, biologii i medycynie [37]. BA jest organicznym, nie-
aktywnym farmakologicznie zwigzkiem o heterocyklicznym szkielecie pirymidynowym,
ktoéry moze tworzy¢ wiele réznych pochodnych zwanych barbituranami [38]. Pochodne
kwasu barbiturowego pomimo dziatania przeciwdrgawkowego i psychotropowego maja
szeroki zakres aktywnosci biologicznej, w tym dziatanie przeciwutleniajace, przeciw-
bakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe [39-41]. Opisano
réwniez analogi kwasu tiobarbiturowego (TBA) majgce podobne wiasciwosci i bedace
inhibitorami czynnika 1 indukowanego niedotlenieniem (HIF-1) [42].

Inhibitorowa aktywnos$¢ wyzej wymienionych zwigzkow jest przypisana rowniez
wobec enzymow takich jak m.in. a-glukozydaza (EC 3.2.1.20), ktéra hydrolizuje
weglowodany w procesie produkcji energii metabolicznej, a ponadto bierze udziat we
wzroscie guza, angiogenezie 1 metastazie, dlatego tez hamowanie jej aktywnosci jest
wskazane w terpiach antynowotworowych Badania metodg dokowania molekularnego
wykazaly wigzanie ligandow TBA i hamowanie aktywnosci a-glukozydazy [43, 44].
Symulacje obliczeniowe wskazujg rowniez na mozliwos¢ hamowania aktywnosci tyro-
zynazy za pomocg kwasu tiobarbiturowego [45]. Inny enzym, topoizomeraza DNA,
odgrywa podstawowg funkcje w biologii komorkowej i jest celem molekularnym dla
roznych lekow. Wsrdd rodziny barbituranow, merbaron (kwas 5-[N-fenylokarboksy-
amido]-2-tiobarbiturowy) wykazuje dziatanie hamujace w stosunku do topoizomerazy
DNA II (topo II) [46]. Ostatnio opisano rowniez regulacje cargoszlaku sygnalowego
NF-kB za pomoca pochodnej BA [41]. Tak wigc, powyzsze odkrycia mogarowniez
otworzy¢ droge do terapii przeciwnowotworowej opartej na hamowaniu szlaku NF-xB
[47]. Ponadto toksycznos¢ mitochondrialng wywotang lekami odnotowuje si¢ rowniez
dla barbiturandéw [48]. Dlatego, biorac pod uwage znaczeniec BA i TBA dla chemii
medycznej, projektowanie nowych systemow dostarczania lekéw uzupehionych
0 ugrupowanie tiobarbiturowe wydaje si¢ istotne. Dostarczanie lekow przeciwnowo-
tworowych do mitochondriow moze rowniez oming¢ klasyczne szlaki opornosci [35].
Co wigcej, przelomowe odkrycie Otto Warburga podkresla metaboliczne cechy guza
komorki odbiegajace od normalnych komoérek. Jednak btednie zatozono, ze komorki
nowotworowe nie majg funkcjonalnych mitochondriow czy tez nie ulegaja fosforylacji
oksydacyjnej (OXPHOS), a glikolizie, aby dostarczy¢ ATP do komorki, nawet w obec-
nosci tlenu (glikoliza tlenowa). Wiekszo$¢ komorek nowotworowych zawiera metabo-
licznie wydajne mitochondria ze wzgledu na wysokie tempo proliferacji i koniecznos¢
dostarczania ATP i metabolitow posrednich.

3. Nowe formulacje lekéw oraz systemy ich dostarczania

W zastosowaniach biomedycznych wigcej uwagi zwraca si¢ na skuteczne dostar-
czanie substancji zaburzajacych funkcjonowanie mitochondriéw do mikrosrodowiska
guza. W ostatnich latach badano uktady kokrystalizacji i dostarczania lekow jako nowe
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metody eksploatacji aktywnych sktadnikow farmaceutycznych (API) [49]. Z jednej
strony odpowiednio zaprojektowane kokrysztaly zapewniajg ekscytujagce mozliwosci
W przemysle farmaceutycznym poprzez zmiang fizykochemicznych wtasciwosci lekow
oraz poprawiajg ich rozpuszczalnos$¢, stabilnos¢ i biodostepnos¢ [50]. Z drugiej strony,
biodostepnos¢ aktywnych sktadnikow farmaceutycznych mozna poprawié¢ poprzez
dostarczanie lekow za pomocg systemow, ktorych dziatanie polega na kontroli i ukie-
runkowanym transporcie leku do komorek, utrzymywaniu stgzenia leku w ramach
poziomu terapeutycznego i zmniejszaniu skutkéw ubocznych [51].

3.1. Systemy dostarcznia lekéw

Nanoczasteczki mezoporowatej krzemionki (MSN), zatwierdzone przez Agencje
ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) posiadaja szereg cech, ktére daja im przepustke do
szerokiego zastosowania biomedycznego jako nieorganiczne nanonos$niki. Ze wzgledu
na wilasciwosci fizykochemiczne takie jak elastyczny rozmiar, mozliwo$¢ funkcjona-
lizacji powierzchni, niskg toksycznos$¢ i bardzo wysoka pojemno$¢ tadunkowa, tera-
peutyczne zastosowanie MSN moze by¢ wielka szansg dla terapii przeciwnowotworowych
opartych na dostarczaniu lekéw, w tym terapeutycznych kwaséw nukleinowych [52].
Ponadto inzynieria chemiczna dajaca mozliwosci manewru dotyczace powierzchni
I Wymiardw poréw moze znaczaco usprawni¢ zastosowanie sieci MSN. Wsrod nano-
strukturalnych mezoporowatych materiatéw krzemionkowych powszechnie stosowanych
jako materiat no$ny mozna znalez¢ Mobil Crystalline Materials 41 (MCM-41) zsynte-
tyzowany przez Mobil Corporation w 1992 roku [53]. Wielkie zainteresowanie zaczeto
si¢ w roku 2001, kiedy Vallet-Regi i wspotpracownicy udokumentowali MCM-41 jako
system dostarczania ibuprofenu [54]. Ten sze$ciokgtny materiat 2D ma unikalne cechy,
takie jak uporzadkowana porowato$¢ w mezoskali, zmienna wielko§¢ porow, duza
powierzchnia wlasciwa, pojemno$¢ adsorpcyjna i poziom powierzchniowych grup Si-OH,
przez ktére moze oddziatywac¢ z roznymi grupami funkcyjnymi dostarczanej czasteczki
[55, 56]. MCM-41 i jego rozne modyfikacje sg czesto stosowanymi nosnikami dla
ibuprofenu [57], aspiryny [58], naproksenu [59] czy doksorubicyny [60]. Co wigce;,
MCM-41 staje si¢ potgznym narzgdziem nie tylko ze wzgledu swoja porowata struk-
ture 1 wysoka tadowalnosc, ale takze dlatego, ze krzemionka jest powszechnie uznawana
za material bezpieczny (GRAS, ang. Generally Recognized as Safe) i biodegradowalny.
MCM-41 jest dobrze tolerowany zaré6wno in vitro, jak réwniez in vivo [61]. Mezopo-
rowata krzemionka moze dosta¢ si¢ do komorki poprzez powszechnie znany mecha-
nizm endocytozy [62]. Jednak krytycznym czynnikiem jest zdolno$¢ systemu DDS
(ang. Drug delivery system) do uwolnienia tadunku w okre§lonym miejscu. Dobrze
zaprojektowane i sfunkcjonalizowane nanoczasteczki sg doskonatymi kandydatami do
wykonania tego zadania. Dlatego wybor najbardziej odpowiedniego systemu celowania
w komorki nowotworowe powinien uwzglednia¢ wlasciwosci fizykochemiczne nano-
czastek z wlasciwosciami biochemicznymi powierzchni blony komoérek nowotworowych
oraz mikrosrodowiska guza [63]. Uwalnianie leku moze nastgpi¢ w odpowiedzi na
wyzwalacze endogenne i egzogenne. Wérdd bodzcow zewnetrznych mozna wyrdznié
temperaturg, $wiatlo UV-VIS, pole magnetyczne czy czuto$¢ na ultradzwigki [64].
Z kolei bodzce wewnetrzne opieraja si¢ na réznicach biochemicznych miedzy komorka
zdrowg a nowotworowa, takich jak pH, aktywno$¢ i ekspresja biatek, potencjat redoks
oraz stezenie matych czasteczek, takich jak glukoza czy ATP [65]. Bodzce endogenne
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s3 wykorzystywane do celowania w komorki nowotworowe w celu poprawy selek-
tywnosci i specyficznosci lekow. Strategie rozpoznawania celow oparte na aptamerach
moga stanowig wyzwanie dla dalszych badan [66]. Ponadto duza ilo$¢ grup Si-OH na
powierzchni mezoporowatej krzemionki daje mozliwo$¢é modyfikowania nosnika MSN
za pomocg réznych ligandow kierunkujacych. Ponadto, wraz z tadunkiem w postaci
lekéw przeciwnowotworowych, MSN moga przenosi¢ m.in. barwniki fluorescencyjne
do obrazowania komorek. Z chemicznego punktu widzenia proces tadowania danych
API do MSN jest kluczem, ktoéry definiuje dalszg uzyteczno$¢ i zastosowanie
systeméw API/MSN. Dany lek moze wystegpowac na powierzchni sfunkcjonalizowane;j
mezoporowatej krzemionki badz moze zostaé zamknigty w porach. Ponadto, ze
wzgledu na kontrolowana wielko$¢ porow 1 ich powierzchni¢ efektywne chemicznie
tadowanie jest mozliwe na drodze interakcji lekow ze $ciankami poréw poprzez
oddziatywania van der Waalsa, wigzania wodorowe, wigzania elektrostatyczne czy
nawet wigzania kowalencyjne [67]. W ciggu ostatnich lat opracowano szereg metod
fadowania danego API do sieci MSN. Techniki tadowania lekow do mezoporowatych
nos$nikéw obejmuja: metode stapiania, metode réznych rozpuszczalnikow organicz-
nych (OSM, ang. Organic solvent method) i metod¢ poczatkowej impregnacji wilgoci
(IWI, ang. Incipient wetness impregnation) [67, 68]. Ze wzgledu na liczng grupe stabo
rozpuszczalnych w wodzie lekow (PWSD, ang. Poorly water-soluble drugs) dane
literaturowe wskazujg na techniki mokre (OSM 1 IWI) jako najczg$ciej stosowane
metody [69].

Metody topienia obejmujg ogrzewanie systemu mezoporowatego zawierajacego lek
powyzej temperatury topnienia leku. Jest to skuteczna metoda na zamknigcie lekow
W porach, przy czym gléwna jej wada jest potencjalna degradacja lekow [56, 67].
Druga metoda bazujaca na rozpuszczalnikach organicznych polega na kilkugodzinnym
mieszaniu matrycy krzemionkowej z API. W kolejnym kroku zawiesina jest oddzie-
lana od roztworu przez filtracje lub odwirowanie, a nastgpnie krzemionka zatadowana
lekiem poddawana jest 24-godzinnemu suszeniu [70]. Gléwne wady metody OSM to
niski wspotczynnik tadowania lekow, utrata leku podczas procesu filtracji oraz dhugi
czas przygotowania API/OSM [68]. Bardziej efektywna metodg tadowania API jest
metoda IWI. Proces ten wykorzystuje stezony roztwor API, ktory jest dalej dodawany
kroplami do MSN, co prowadzi do wytworzenia mokrego proszku. W tym podejsciu
rozpuszczalnik jest usuwany przez suszenie, a nie przez filtracje czy wirowanie jak
W poprzedniej metodzie OSM [68]. Glowna zaleta metody IWI jest tatwos¢ kontrolo-
wania ilos¢ leku, ktéra jest umieszczona w nosniku [71]. Metoda ta jest procedurg
czasochtonng i ma nieco mniejszg skutecznos$¢ tadowania [67, 68]. Nowatorskim podej-
sciem jest rowniez metoda zaladunku API do mezoporowatych nanoczgstek krze-
mionki nazywana DiSupLo (ang. Diffusion Supported Loading) [69]. Ta ostatnia tech-
nika wprowadzania API do poréw krzemionki uzupehia istniejagce metody i znacznie
rozszerza zastosowanie MSN w systemach wielolekowych. Metoda DiSupLo wyko-
rzystuje i wzmacnia zalety technik mokrych i eliminuje ich wady, takie jak konkurencja
miedzy API a rozpuszczalnikiem w procesie poczatkowej impregnacji wilgoci [56].
DiSupLo jest prosta metodg i opiera si¢ na fadowaniu leku w lokalizacji blisko porow
MSN. Leki sa lokalnie rozpuszczane w minimalnej objetosci rozpuszczalnika i trans-
portowane do poréow. W procesie tym zaangazowane sg stale, ciekle i gazowe stany
API, MSN oraz rozpuszczalnikow. DiSupLo to metoda iloSciowa, ktorej glowna zaleta
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jest wyzszy wspotczynnik wypetnienia w poréwnaniu do techniki mokrych (OSM lub
IMI). Co wigcej, DiSupLo jest tatwa, wydajna i mniej czasochlonng technika
W pordéwnaniu do innych metod tadowania [69].

Bedac przy tematyce systemow dostarczania lekow nalezy rowniez zwroci¢ uwage
na nosniki jakimi moga by¢ pewne grupy wirusow, zwanych wirusami onkolitycz-
nymi. O mozliwosci replikacji wirusow w komorkach nowotworowych wiadomo juz
od dawna. Pierwsze doniesienia dotyczace potencjatu przeciwnowotworowego wirusow
pochodza z 1912 r. Jako pierwszy przypadek remisji guza pod wptywem dziatania
wirusa udokumentowat wioski ginekolog Nicola De Pace. U swojej pacjentki zaobser-
wowat regresje nowotworu szyjki macicy po podaniu jej atenuowanej szczepionki
przeciw wsciekliznie [72]. Wielodekadowe juz zainteresowanie wirusami onkolitycznymi
zaowocowato zatwierdzong przez FDA oraz Europejska Agencje Lekow (EMA)
immunoterpiag T-VEC w leczeniu czerniaka skory. Wirusy onkolityczne wykazuja
dziatanie wielokierunkowe, oprocz ,,ataku” na komorki nowotworowe indukuja uktad
odpornosciowy do walki z nowotworem [73]. Wirysy onkolityczne to wirusy, ktore
maja ogromny potencjat do zabijania komorek nowotworowych oszczedzajac przy tym
komorki prawidlowe. O wykorzystaniu wirusow jako czynnikéw przeciwnowotwo-
rowych zdecydowal glownie ich naturalny tropizm do komorek okreslonych tkanek
I narzadow. Tropizm tkankowy — zjawisko polegajace na selektywnym wyborze tkanki
przez wirusa, ktore jest przyczyng atakowania okre§lonych komorek przez ten rodzaj
patogenow. Tropizm tkankowy wynika z faktu istnienia biatek wiazacych specyficzne
dla danej tkanki receptory komorkowe [72]. Dodatkowo, wirusy onkolityczne moga
by¢ nosnikiem chemioterapeutykéw wylacznie do komoérek zmienionych nowotwo-
rowo. Ten typ terapii przeciwnowotworowej wykorzystuje genetycznie zmodyfikowane
lub naturalnie wystepujace wirusy, ktore selektywnie replikuja si¢ w komorkach
nowotworowych [74].

3.2. Kokrystalizacja — nowa forma formulacji lekow

Jak wspomniano wczesniej, oprocz systemow dostarczania lekéw, modyfikacja
wlasciwosci fizykochemicznych dla lepszej rozpuszczalnosci i biodostgpnosci lekow
jest kokrystalizacja. Kokrysztaly farmaceutyczne sa cenne ze wzglgdu na poprawe
wiasciwosci fizykochemicznych lekéw bez uszczerbku dla ich korzysci terapeutycznych
[75]. Ogolnie rzecz biorac, kokrysztaly sa materiatami krystalicznymi sktadajacymi sie
z dwoch lub wigcej roznych sktadnikow w pojedynczej postaci krystalicznej. W przy-
padku kokrysztalow farmaceutycznych jednym sktadnikiem jest API, a drugi sktadnik
to koformer (zdolny do formowania uporzadkowanych struktur brytowych) [76]. Dla
juz istniejacych kandydatow nowa formuta, poprzez inzynieri¢ krystaliczna i techniki
supramolekularne, oferuje nowa droge [77]. Niska rozpuszczalno$¢ lekow zaburza
procesy wchtaniania, dystrybucji, metabolizmu i wydalania (ADME, ang. Administra-
tion, Distibution, Elimination, Metabolizm and Elimination), a tym samym tworzenie
kokrysztatéw daje mozliwos$¢ przezwycigzy¢ te ograniczenia. Odpowiednio zaprojek-
towane kokrysztaly moga zwigksza¢ biodostepnos¢ leku. Kilka kokrysztalow zostato
z powodzeniem wprowadzonych do uzytku komercyjnego w ostatniej dekadzie [75].
Wsrdd nich sa: Steglatro® (czasteczkowy kokrysztat ertugliflozyny i kwasu L-piroglu-
taminowego), Odomzol® (kokrysztat sonidegibu i kwasu fosforowego), Suglat®
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(kokrysztat ipragliflozyny i L-proliny) oraz Entrestol® (kokrysztal walsartanu
i sakubitrylu) [75, 78].

Procesy tworzenia kokrysztalu mozna ogdélnie podzieli¢ na metody oparte na stanie
stalym lub na stanie cieklym. Pierwszy typ charakteryzuje si¢ bardzo niskim lub zero-
wym wykorzystaniem rozpuszczalnika. Drugi wiaze si¢ z uzyciem bardzo duzego
nadmiaru rozpuszczalnika, a ponadto w kolejnym etapie, polega na oddzieleniu krysta-
licznego produktu od mieszanin [79]. Sposrod wszystkich znanych metod formutowania
kokrysztatlow na uwage zashuguje metod ,,mtyna kulowego”. Do glownych zalet
szlifowania elementow statych w kuli mozna zaliczy¢ zmniejszenie wymaganego czas
reakcji oraz walory ekonomiczne i ekologiczne (nie wymaga nadmiaru toksycznych
rozpuszczalnikow) [80].

4. Terapie skojarzone — wplyw systemow dostarczania lekow
na terapeutyczne zastosowanie lekow o zmienioym przeznaczeniu

Powszechnie znane leki przeciwcukrzycowe czy przeciwbakteryjne wykazujg takze
aktywno$¢i przeciwnowotworows, a ich zastosowanie w terapii skojarzonej z mezo-
porowatym dostarczaniem w systemach krzemionkowych ,,pozwolaja na” skuteczniejsza
terapie nowotworowa. Z kolei majac na uwadze stron¢ zwigzang z testowanymi
lekami, ich skutki, jak réwniez wycofanie niektorych lekow (np. biguanidéw) z rynku,
moga stanowi¢ potencjalny kierunek rozwoju poprzez ich dostarczanie tych lekéw za
pomoca mezoporowatej krzemionki lub nos$nikow wzbogaconych o konkretny cel
uwalniania i wydaja si¢ by¢ wlasciwg droga do dalszych poszukiwan. Dobrze zaprojek-
towany i sfunkcjonalizowany DDSs pokazuje, ze nanoczastki sa doskonatymi narzg-
dziami do wykonania tego zadania. Systemy dostarczania lekow z efektywnymi sub-
stancjami hamujg procesy zmian komorkowych towarzyszace patofizjologii nowotwo-
réw. Dlatego rozwdj strategii dostaw kontrolowanych moze prowadzi¢ do znaczacych
korzysci w klinicznym zastosowaniu tych lekow.

Nanoczastki sg doskonatymi przyktadami systemoéw dostarczania w repozycjono-
waniu lekéw. Ponowne zastosowanie lekow przeciwzapalnych takich jak m.in. ibuprofen
jako $rodkow przeciwnowotworowych (nowotwor zotadka, mdzgu, piersi, okreznicy)
opierato si¢ na zastosowaniu DDSs w celu ukierunkowanego dostarczenia leku do
komorek nowotworowych [81]. Metformina, lek przeciwcukrzycowy, zostata rowniez
przestawiona jako cze$¢ terapii skojarzonej z doksorubicyng poprzez zastosowanie
nanoczasteczek jako nosnika srodka przeciwzapalnego i przeciwnowotworowego. Mice-
larna formulacja $rodka przeciwcukrzycowego, metforminy, w polaczeniu z lekiem
przeciwnowotworowym, paklitakselem, przyczynita si¢ do leczenia przerzutow nowo-
tworu sutka [80]. Godnym uwagi przyktadem jest skupienie si¢ na lekach przeciw-
hiperlipidemicznych z klasy statyn, ktorych wptyw na gojenie ztaman kosci moze by¢
skutecznie wykorzystany tylko dzieki odpowiednim systemom dostarczania lekow [82].

5. Whnioski/Podsumowanie

Synergizm dzialania lekow antybakteryjnych, przeciwcukrzycowych czy psycho-
tropowych jako lekow przeciwnowotworowycczerpie korzysci z formulowania w systemy
dostarczania lekéw oparte m.in. na mezoporowatej krzemionce. Skuteczno$¢ tego pota-
czenia moze by¢ wstepem do rozwoju nowoczesnych terapii celowanych. Ponadto kom-
binacja aktywnych sktadnikow otwiera drzwi dla nowoczesnej farmacji, do tworzenia
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np. kokrysztatéw farmaceutycznych w potgczeniu z nosnikiem, jakim jest mezoporowata
krzemionka. Pomimo wielkiego postepu i rozwoju obszaru DDSs, wciaz daleka jest droga
do w peni funkcjonalnego formutowania konwencjonalnych lekéw do nowych zasto-
sowan. Nalezy tutaj uwzgledni¢ kilka waznych kwestii, takich jak biokompatybilnos¢
materialow nosnych, obnizenie kosztow leczenia, poprawa skutecznosci i selektywnosci
dostarczania. Leczenie nowotworu oparte na systemach dostarczaniu lekéw ze specy-
ficzng indukcjg dysfunkcji mitochondriow jest nadzieja dla rozwoju nowoczesnych
terapii celowanych. Wiedza na temat chorob nowotworowych jest do$¢ obszerna, jednak
nie na tyle, aby skutecznie z nimi walczy¢. Powstrzymanie tej Smiertelnej choroby jest
wcigz waznym wyzwaniem dla naukowcow, a potaczenie strategii ponownego wyko-
rzystania starych lekdw z nowoczesnymi systemami ich dostarczania budzi nadzieje
zarowno badaczy jak i chorych.

Grant Narodowego Centrum Nauki Miniatura 2021/05/X/ST4/01145 (Suwara Justyna).
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Powrét do przeszlosci: nowe zycie starych lekow w terapiach antynowotworowych
dzieki wykorzystaniu nowoczesnych systeméw ich dostarczania

Streszczenia

Problemem wspdtczesnej farmakoterapii jest stosowanie zbyt duzych dawek terapeutycznych generowane
przez przemiany farmakokinetyczne lekow czy ich ograniczong biodostgpnos¢ jak rowniez uboczne skutki
ich dziatania, zwlaszcza w przypadku chemioterapeutykéw. Rozwigzanie moga stanowi¢ nowe formy lekéw
w postaci kokrysztalow oraz lekéw zatadowanych do nos$nikéw, ktérych glownym zadaniem jest dostar-
czenie leku do miejsca dziatania oraz jego uwolnienie. Z drugiej strony, zmiana strategii wykorzystania
starych lekow w nowej odslonie to obiecujace rozwigzanie dla nowych terapii. Doniesienia literaturowe
wskazuja na potencjalng aktywnos$¢ przeciwnowotworowa lekow pierwotnie stosowanych jako antybakte-
ryjne, przeciwcukrzycowe czy psychotropowe. Ponadto, znaczng uwagg przywiazuje si¢ do toksycznego
wplywu §rodkéw farmakologicznych na dysfunkcj¢ mitochondriow. Opracowanie systeméw dostarczania
lekow opartych na mezoporowatych materiatach fadowanych starymi lekami w nowej odstonie znacznie
zmniejsza ryzyko niepowodzenia. Wyzwania stawiane chemii, biologii, farmacji i medycynie jakimi sa
skuteczne rozwiazania dla walki z nowotworami moga by¢ rozwigzane dzigki glgbszemu zrozumieniu
i udoskonaleniu technik fadowania lekow oraz funkcjonalizacji powierzchni mezoporowatych no$nikow.
Z biomedycznego punktu widzenia postegp w funkcjonalizacji materialéw mezoporowatych pozwoli na
maksymalne zminimalizowanie skutkéw ubocznych terapii przeciwnowotworowej oraz ogromny wzrost
skutecznosci terapii antynowotworowej. Nalezy mie¢ nadziej¢, ze zmiana przeznaczenia starych lekow,
ktore posiadaja juz zaawansowana charakterystyke chemiczng jak i kliniczng odegra znaczaca role, a pota-
czenie w jedno tych obiecujacych obszarow badan zaowocuje w skutecznosci terapeutycznej lekow oraz
ich selektywnosci wobec komérek nowotworowych.

Stowa kluczowe: systemy dostarczania lekow, mezoporowata Krzemionka, zmiana przeznaczenia leku,
polekowa dysfunkcja mitochondriow, terapia celowana

Back to the past: new life for old drugs in anticancer therapies thanks to modern
delivery systems

Abstract

The problems of modern pharmacotherapy are the use of too high therapeutic doses which are generated by
pharmacokinetic changes of drugs or their limited bioavailability as well as the side effects of their action,
especially in the case of chemotherapeutics. The solution could be new forms of drugs in the form of co-
crystals and the use of carriers whose main task is to deliver and release the drug to the site of action. On
the other hand, changing the strategy of using old drugs in the new version is a promising solution for new
therapies. Literature reports indicate the potential antitumor activity of drugs which were originally used as
antibacterial, antidiabetic, and psychotropic. In addition, the toxic effect of pharmacological agents on
mitochondrial dysfunction has received considerable attention. The development of drug delivery systems
based on mesoporous materials loaded with old drugs in the new version significantly reduces the risk
failure. The challenges facing chemistry, biology, pharmacy, and medicine in terms of effective anticancer
solutions can be solved by deeper understanding and refinement of drug loading techniques and functiona-
lization of mesoporous surfaces. From a biomedical perspective, the side effects of cancer therapy will be
minimized as much as possible and its efficacy can be increased tremendously. It is hoped that the reuse of
old drugs, which already have advanced chemical and clinical characteristics, will play an important role
and the combination of these promising research areas will lead to therapeutic efficacy of drugs and their
selectivity against cancer cells.

Keywords: drug delivery systems, mesoporus silica, drug repurposing, drug-induced mitochondrial dys-
function, targeted therapy
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Wplyw leku pemetreksed i jego nosnika
na strukture membran bialkowo-lipidowych

1. Wstep

Najwickszym problemem w obecnie stosowanych terapiach nowotworowych jest
niszczenie zdrowych, niebedacych celem leczenia komorek i tkanek organizmu. Ponadto
osiagnigcie zakresu stgzen terapeutycznych, czyli takich, w ktorym dostarczony lek
bedzie dziatat terapeutycznie, ale nie bedzie powodowat efektow niepozadanych jest
trudne, poniewaz trzeba go podawa¢ w bardzo duzych dawkach. Rozwigzaniem tych
ograniczen moze by¢ zastosowanie terapii celowanej, ktora polega na dostarczaniu
terapeutyku na przyktad za pomoca nosnika do $cisle okreslonego miejsca w orga-
nizmie [1]. Terapia celowana nazywana rOwniez terapig personalizowana, jest coraz
powszechniej stosowang terapig onkologicznag, z ktéra wigzane sg olbrzymie nadzieje
na poprawe skutecznosci leczenia chordb nowotworowych [2]. Komorki nowotworowe
mogg charakteryzowac si¢ zwigkszong obecnoscig na swojej powierzchni niektorych
typoéw receptorow w stosunku do budowy komorek zdrowych. W komérkach nowo-
tworowych moze dochodzi¢ do nadekspresji genéw, ktdre zawieraja informacje gene-
tyczng o budowie receptoréw kwasu foliowego. Oznacza to, ze ekspresja genow, ktore
koduja receptory kwasu foliowego, zachodzi zbyt czgsto. Wynikiem tego jest wigksza
liczba receptoréw kwasu foliowego w blonie komoérkowej komoérki nowotworowej
W poréwnaniu do liczby receptoréw kwasu foliowego w blonie komorki prawidlowej
[3, 4].

Receptor kwasu foliowego ma wysokie powinowactwo zar6wno do kwasu folio-
wego, jak | zwigzkow chemicznych wykazujacych podobienstwo do tej czasteczki.

Kwas foliowy to zwigzek chemiczny pochodzacy z grupy witamin B, jest jednym
Z substratow niezbednych w biosyntezie kwasow nukleinowych [5]. Jego forma
biologiczng jest kwas tetrahydrofoliowy (THF), ktory powstaje przy udziale enzymu
reduktazy dihydrofolianowej. THF petni role przenosnika grup hydroksymetylowych
lub aldehydowych w biosyntezie zasad purynowych i pirymidynowych. Zwigzki
o strukturze zblizonej do struktury kwasu foliowego maja wysokie powinowactwo do
reduktazy dihydrofolianowej i pelnig role antagonistyczna, blokujac wigzanie kwasu
foliowego z enzymem. Wynikiem ich dzialania jest zaburzenie biosyntezy DNA/RNA,
co w ostatecznym rezultacie powoduje $mieré komorki. Regulamie stosowanym zwigz-
kiem z tej grupy antymetabolitow jest pemetreksed. Wykazuje on bowiem tysiackrotnie
wyzsze powinowactwo do reduktazy dihydrofolianowej w poréwnaniu do naturalnego
kwasu foliowego. Pemetreksed jest jednym z najbardziej uniwersalnych antymeta-
bolitow. Ma zastosowanie w terapii antynowotworowej ptuc oraz guzéw litych jak
réwniez wykazat pewng skuteczno$¢ w leczeniu raka piersi czy jajnika . Lek ten jest
silnie toksyczny wywolujac niewydolnos¢ nerek czy watroby.

! dnieciecka@chem.uw.edu.pl Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski, www.chem.uw.edu.pl.
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Rysunek 1. Struktura kwasu foliowego oraz pemetreksedu [opracowanie wiasne]

Czasteczka kwasu foliowego zawiera trzy pierscienie szeSciocztonowe. Czasteczka
pemetreksedu natomiast ma w swojej budowie dwa pierScienie sze$cioczionowe
i jeden pierscien pigciocztonowy. Dodatkowo w czasteczce kwasu foliowego pomigdzy
pierwszym a drugim pierscieniem sze$ciocztonowym znajduje si¢ grupa -CHoNH,
gdzie w czasteczce terapeutyku znajduje si¢ jedynie ugrupowanie -CH,CH,-.

Molekuta analogu puryny swoja budowa przypomina czasteczkeg zasady azotowej
bedacej pochodna puryny. Jesli podczas replikacji DNA zostanie wstawiony nukleotyd
z niewlasciwg zasada azotowa, tzn. niebedacg pochodna puryny (nie bedzie to ani
adenina, ani guanina), elongacja ancucha polinukleotydowego zostanie zakldcona.
Synteza DNA nie zajdzie, poniewaz replikacja DNA nie zostanie pomyS$lnie zakon-
czona. W zwiazku z tym, ze materiat genetyczny nie zostanie zreplikowany, komodrka
nie bedzie mogta przystapi¢ do podziatu. W ten sposdb mozna zahamowac nieustanne
podziaty komoérek nowotworowych. Zasada dziatania analogu pirymidyny jest podobna
do zasady dziatania analogu puryny [6].

W terapiach celowanych bardzo czgsto wykorzystywane sg takze nosniki lekow.
Najpowszechniej stosowanymi nosnikami sa superparamagnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza, ktorych duzy stosunek powierzchni do objetosci powoduje dominacje efektow
powierzchniowych, a tym samym zwigkszenie reaktywnosci tych czastek [7, 8].
W zwigzku z tym mozliwa jest ich modyfikacja poprzez przylaczenie réoznego typu
zwigzkow do ich powierzchni. W konsekwencji tego gromadza si¢ one w komorkach
posiadajacych bialka receptorowe zdolne do ich rozpoznania. Dziatanie czynnikami zew-
netrznymi takimi jak §wiatlo, pole magnetyczne lub wewnetrznymi takimi jak zmiana
pH czy tez obecnos¢ specyficznych enzymow powoduje uwolnienie leku w chorobowo
zmienionym obszarze organizmu.

Rola superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza jako nosnikow lekow nie
ogranicza si¢ jedynie do ich transportu do chorych komorek. Ich istotnym zastosowa-
niem jest rowniez hipertermia magnetyczna, ktora stanowi przysztosciowa perspektywe
w leczeniu nowotworow [9, 10]. Podstawa termoterapii jest miejscowe podnoszenie
temperatury ciata poprzez przylozenie zmiennego pola magnetycznego o duzej czgsto-
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tliwosci. Powoduje to niestabilno$¢ orientacji momentéw magnetycznych wystepuja-
cych w nanoczastkach tlenku zelaza, a w konsekwencji ich drgania. Nastgpuje zjawisko
relaksacji Browna, w ktorym wzajemne tarcie nanoczastek powoduje lokalny wzrost
temperatury ciata do temperatury wynoszacej okoto 41-45°C. Zastosowanie tego zja-
wiska w miejscu wystepowania komorek nowotworowych powoduje ich zniszczenie,
poniewaz wykazujg one wysoka wrazliwo$¢ na dzialanie temperaturami przekraczaja-
cymi temperatury plynéw fizjologicznych, ktére wynosza okoto 37°C. Poprzez zasto-
sowanie podwyzszonej temperatury komorki nowotworowe stajg si¢ bardziej wrazliwe
na dziatanie lekoéw, ale nie dochodzi do zniszczenia zdrowych komorek. Hipertermia
magnetyczna w polaczeniu z radioterapia i chemioterapig jest skuteczna w leczeniu
nowotworow phuc, jajnika lub pecherza moczowego.

Celem niniejszej pracy jest zbadanie wptywu leku pemetreksed i jego nos$nika na
strukturg warstw biatkowo-lipidowych.

2. Material i metody

2.1. Synteza nanoczastek tlenku zelaza

Podczas prac eksperymentalnych wykonano syntez¢ magnetycznych nanoczastek
tlenku zelaza wykorzystujac metod¢ wspotstracania. Odwazono 0,75 g FeClz-4H.O
i 1,75 g Fe(NQOgs)s-6H,0, a nastepnie sole zelaza wsypano do dwoch zlewek i rozpusz-
czono odpowiednio w 37,5 mL i 50 mL wody destylowanej. Oba roztwory mieszano
magnetycznie przez 30 min. Podczas mieszania zmierzono pH w obu zlewkach, ktore
wynosito 2. Po uplynieciu wyznaczonego czasu, zmieszano roztwory z obu zlewek
(pH roztworu — 1,9). Zawiesing nanoczastek otrzymano wkraplajac wodny roztwor
amoniaku, az do momentu odpowiedniego pH = 10. Cato$¢ mieszano za pomocg mie-
szadla mechanicznego. Mieszanina reakcyjna stala si¢ czara, co wskazuje na tworzenie
zawiesiny nanoczastek tlenku zelaza (SPIONS). Nastepnie zlewke postawiono na magnesie
neodymowym w celu przyspieszenia dekantacji osadu. Roztwor znad osadu odlano,
aosad trzykrotnie przeptukano mieszaning H,O/NH4sOH. Czynno$¢ ta miata na celu
usung¢ nieprzereagowane substraty. Otrzymane nanoczgstki tlenku Zelaza stabilizowane
cytrynianami (FesO.@CA) zawieszono w 100 mL wody destylowanej.

\

Rysunek 2. Od lewej: wodny roztwor mieszaniny FeClz i FeCls; zawiesina powstatych nanoczastek;
zdekantowane nanoczastki na magnesie neodymowym [opracowanie wlasne]
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Nanoczastki tlenku zelaza w srodowisku wodng wykazuja tendencje do aglomeracji.
Do zapobiegania procesowi agregacji czgsto wykorzystuje si¢ srodki powierzchniowo
czynne takie jak np. kwas cytrynowy. Poprawia on stabilno$¢ zawiesiny poprzez uzyskanie
silniejszych oddziatywan odpychajacych migdzy nanoczastkami magnetycznymi.

Aby otrzymaé nanoczastki magnetyczne stabilizowane cytrynianami otrzymane
SPIONs zdekantowano za pomoca magnesu i usuni¢to supernatant znad osadu, a na-
stepnie dodano 120 mL 0,05M kwasu cytrynowego. W kolejnym etapie ustalono pH na
poziomie 5 poprzez wkraplanie wodnego roztworu amoniaku. Cato$é ogrzewano
w 90°C oraz mieszano (250 RPM) przez 90 min w celu adsorpcji kwasu cytrynowego
na powierzchni nanoczastek. Stabilizowane SPIONs stracono przy uzyciu acetonu i od-
dzielono za pomoca magnesu. FesO4@CA czterokrotnie przeptukano woda destylowana.
Proces ten miat na celu usunigcie nadmiarowego kwasu cytrynowego. Pomiedzy
kazdym phukaniem zawiesing poddawano sonikacji przy uzyciu homogenizatora ultra-
dzwickowego. Przemyte nanoczastki zawieszono w niewielkiej ilosci wody i suszono
w temp 50°C przez 12 h. W wyniku calego procesu syntezy uzyskano 200 mg
Fes04@CA.

2.2. Modyfikacja nanoczastek lekiem

W pierwszym etapie przygotowano wodne roztwory EDC i NHS o stezeniu
1,5 mmol/dm? i objetosci odpowiednio 19 ml oraz 40 ml. Zawarto$¢ obu zlewek zmie-
szano ze sobg a nastepnie dodano 30 mg SPION@CA. Cato$¢ postawiono na mieszadle
magnetycznym i mieszano ok. 10 h. Po tym czasie do zawiesiny wkroplono 2 mi
roztworu pemetreksedu o stezeniu Smg/ml. Nastgpnie po 12 h zawiesing przemyto
kilkaktrotnie za pomocg acetonu.

2.3. Technika Langmuira

Do utworzenia monowarstw biomietycznych wykorzystano technik¢ Langmuira.
Aparatura pomiarowa sktada si¢ z termostatowanej wanny Langmuira ze studnig oraz
dwoch ruchomych barierek. Przed rozpoczeciem pomiardéw aparatura byta doktadnie
czyszczona chloroformem, 99% etanolem oraz wodg destylowang, aby usung¢ ewentu-
alne pozostatosci lipidu czy zanieczyszczenia. Do zarejestrowania izoterm Langmuira
wykorzystano oprogramowanie KSV NIMA.

W celu utworzenia monowarstw na powierzchni subfazy nakroplono chloroformowe
roztwory lipidow (20-40 pl) o koncowym stezeniu 2 mg/ml. Do badan zostaly wyko-
rzystane nastepujace zwiazki: DOPC oraz oktadecyloamina. Pomiary prowadzone byly
w temperaturze 24°C. W tych warunkach Zzaden ze zwigzkéw amfifilowych nie
wykazywal przejscia fazowego.

Jako subfaze zastosowano wode ultraczystg lub roztwor biatka — receptora (alfa) kwasu
foliowego o st¢zeniach: 3,125 10™* mg- ml™%; 6,25+ 10"* mg-ml™%; 6,25-10"* mg- ml™*.
Po uplywie okoto 10 minut od nakroplenia zwigzku na subfaze¢ rozpuszczalnik catko-
wicie odparowywal, co umozliwiato rozpoczgcie pomiaru i rejestracje ci$nienia powierzch-
niowego (n) w funkcji powierzchni przypadajgcej na jedna czasteczke. Szybko$é
przesuwania barierek wynosita 10 mm/min, co umozliwilo otrzymanie membran
0 wysokim stopniu uporzadkowania. Monowarstwy sprezane byly do wartosci ci$nienia
30 mN/m, takie cisnienie gwarantuje ulozenie lipidow podobne jak w naturalnych
btonach biologicznych. Wraz z przemieszczaniem si¢ barierek wzrastalo cisnienie
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powierzchniowe oraz zmniejszaty si¢ odleglosci pomiedzy czasteczkami lipidow. Wy-
nikiem tego byto utworzenie monowarstwy lipidowej na granicy faz woda/powietrze.
Aby sprawdzi¢ doktadno$é¢ otrzymanych wynikéw kazdy z pomiaréw wykonano dwa
razy a nastgpnie gdy warto$ci te nie roznily si¢ wigcej niz 2-3%, obliczono $rednig
warto$¢ powierzchni przypadajacej na jedng czasteczke [A2).

3. Analiza wynikow

3.1. Charakterystyka otrzymanych struktur

Nanoczastki magnetyczne zsyntetyzowane metodg wspodlstracania, zostaty scharak-
teryzowane przy wykorzystaniu takich technik pomiarowych jak: TEM, DLS, potencjat
zeta czy TGA. Pozwolily one na okreslenie parametrow fizykochemicznych otrzyma-
nego produktu.

Nanoczastki tlenku Zelaza zostaly poddane badaniu za pomocg transmisyjnego
mikroskopu elektronowego w celu zbadania ich ksztattu i rozmiaru, ale rowniez okresle-
nia ich poziomu dyspersji. W tym celu na miedziane siatki pokryte formvarem nanie-
siono wodng zawiesing nanoczastek pokrytych kwasem cytrynowym i wysuszono. Na
rysunku 3 (lewy panel) mozna zauwazy¢, ze nanoczastki maja charakter monodysper-
syjny. Ich rozmiar oscyluje w granicach migdzy 8 a 17 nm ze $rednig warto$cig ok 13 nm.

Obraz TEM (rys. 3, prawy panel) zarejestrowany dla nanoczgstek zmodyfikowanych
lekiem pokazuje wigkszy stopien agregacji nanostruktur. Na podstawie uzyskanego
obrazu oszacowano rozmiar nanoczastek. Rozrzut wielkosci miesci si¢ w przedziale
8-26 nm.

PSS

Rysunek 3. Obrazy TEM dla nanoczastek tlenku zelaza modyfikowanych kwasem cytrynowym (lewy panel)
oraz modyfikowanych lekkim (prawy panel) [opracowanie wlasne]

Rozmiar czastek rowniez okreslono wykorzystujac technike dynamicznego rozpra-
szania $wiatla (DLS). W tym celu wprowadzono do kuwety kilka mikrolitrow wodnego
roztworu nanoczastek tlenku zelaza i rozcienczono woda destylowang do otrzymania
lekko zabarwionej zawiesiny. Nanoczgstki magnetyczne stabilizowane cytrynianami
W roztworze wodnym charakteryzujg si¢ srednicg w przedziale od 25 do 44 nm.
Najwigkszy procentowy udzial majg nanoczastki o $rednicy wynoszacej ok. 32 nm.
W wyniku modyfikacji nanoczastek lekiem przeciwnowotworowym $rednica nano-
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struktur ulega znacznemu zwiekszeniu. Srednia wielko$¢ nanoczastek wynosi w tym
przypadku 65,5 +2,1 nm.

Réznica miedzy wynikami sporzadzonymi na podstawie obrazow TEM, a analiza
DLS wynika z warunkow, w jakich sg prowadzone oba eksperymenty. Podczas pomia-
réw transmisyjnej mikroskopii elektronowej nanoczastki sg ,,suche”, przez co mierzona
jest ich faktyczna $rednica. Natomiast przy badaniach DLS czgstki magnetyczne zawie-
szone sg w rozpuszczalniku wodnym, w wyniku czego otrzymujemy pomiar $rednicy
hydrodynamicznej (nanoczgstka i otoczka solwatacyjna).

Jednym z bardzo waznych parametréw charakteryzujacych stabilizowane nano-
czastki jest tak zwany potencjat zeta. Jest to liczbowe okreslenie stabilnosci zawiesiny
w rozpuszczalniku. Parametr ten wyznaczany jest z pomiardow elektroforetycznych
(ruchliwos¢ czastek w polu elektrycznym). Zaktada si¢, ze dyspersja stabilna jest
wtedy, gdy bezwzgledna wartos¢ potencjatu Zeta jest wicksza od 30 mV.

Podczas badan eksperymentalnych zbadano potencjat Zeta zawiesiny nanoczastek
magnetycznych w wodzie. Do tego pomiaru wykorzystano spektrometr DLS, stosujac
kuwete kwarcowa z umieszczonym zestawem elektrod.

Pomiary dla struktur stabilizowanych cytrynianami wykazaly wysoki ujemny
potencjat Zeta, ktory wynosi ok. -35 mV. Wysoka ujemna wartos¢ wskazuja na to, ze
jony cytrynianowe zostaly dolaczone do substratu, potwierdzajac produkt przepro-
wadzonej syntezy. Dodatkowo niska warto$¢ oznacza, ze nanoczastki sg stabilne, nie
agreguja w wigksze skupiska oraz nie ulegaja sedymentacji w roztworze. Przylaczenie
czasteczek pemetreksadu do nosnika wplywa na obnizenie bezwzglednej wartosci
potencjalu zeta do -23,34 +3,30 mV. Swiadczy to o modyfikacji czesci grup karbo-
ksylowych z kwasu cytrynowego i potwierdza pomyslne przylaczenie terapeutyku za
pomoca wigzania amidowego.

3.1.1. Analiza termograwimetryczna

Do okreslenia procentowej ilosci leku na powierzchni nanoczastek wykorzystano
TGA. Przedstawione krzywe termograwimetryczne zostaly zarejestrowane w atmo-
sferze gazu obojetnego (azot). Badang probke ogrzewano z szybkoscig 10°C/min
w zakresie od 25 do 700°C. Z wykresu wynika, ze kwas cytrynowy rozktada si¢ catko-
wicie w temperaturze 350°C, odparowujac w postaci CO, oraz pozostajac w bardzo
niewielkiej ilosci w probce pod postacia wegla amorficznego. Interpretujac krzywa
mozna stwierdzi¢, ze kwas cytrynowy stanowi 9% zawarto$ci masowej probki, a 91%
stanowig nanoczgstki magnetyczne i wegiel pochodzacy z pozostalosci cytrynianow
(rys. 4). Na podstawie obu termograméw mozna okresli¢ takze mas¢ leku zwigzana
z nos$nikiem (czerwona krzywa). Okazuje sie, ze ilo§¢ pemetreksedu stanowi ok 9,5%
czyli w 1 g koniugatu znajduje si¢ ok. 95 mg leku przeciwnowotworowego.
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Rysunek 4. Termogram zarejestrowany dla nanoczastek modyfikowanych kwasem cytrynowym (czarna
krzywa) oraz lekiem (czerwona krzywa) [opracowanie wlasne]

3.2. Oddzialywanie leku oraz koniugatu z membranami bialkowo-
lipidowymi

Druga cze$¢ pracy zwigzana byla z badaniami nad oddzialywaniem lekow oraz
koniugatdéw z membranami biomimetycznymi zbudowanymi ze struktur biatkowo-
lipidowych. Do tego celu wykorzystana zostata technika Langmuira [11, 12].

Jednym ze stosowanych zwigzkéw byt lipid DOPC. Zarejestrowane izotermy
zostaly przedstawione na rysunku 5. Dodatek leku o stezeniu 1 x10° M do subfazy nie
powoduje zmian w strukturze btony, co wida¢ w przebiegu izotermy, gdyz obie krzywe
(dla samego lipidu oraz z lekiem) na wykresie 5 sa niemal identyczne. Dopiero zasto-
sowanie wyzszego stezenia terapeutyku (2 x10° M) przyczynia si¢ do pewnej ku-
mulacji (ok 10 %) zwigzku w warstwie lipidowej (dane nie pokazane). Po dodaniu do
subfazy 10 pl (C1) lub 20 ul (C,) biatka kat nachylenia izotermy m-A ro$nie, za$ dla
ci$nienia powierzchniowego ok 30 mN/m powierzchnia przypadajaca na pojedyncza
czasteczke DOPC maleje o okoto 7% (10 pl biatka) lub 20% (20 ul biatka — dane nie
pokazane na wykresie). Gdy subfaze stanowita woda z dodatkiem biatka Cj, na
izotermie ©-A pojawia si¢ przegigcie zwigzane prawdopodobnie z oddziatywaniami
lipid-receptor.

Wraz ze zwigkszaniem stezenia biatka spada warto$¢ pola powierzchni przypa-
dajacego na jedna czasteczke lipidu. W przypadku dodatku do subfazy obu zwigzkdw:
biatka i leku zauwazamy zmian¢ kata nachylenia izotermy, jednak ma to znaczacy
wplyw na spadek pola powierzchni, ktory wykazuje silng zalezno$¢ czasowa.
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Rysunek 5. Izotermy Langmuira dla lipidu DOPC; oznaczenia na wykresie [opracowanie wlasne]

Okazuje, si¢, ze im dluzszy czas oczekiwania na pomiar, tym izoterma wykazuje
znaczne przesuni¢cie w lewg strong. Po ok 24 h od zainicjowania eksperymentu war-
to$¢ pola powierzchni spada do ok 20A%/ czasteczke przy cisnieniu zaledwie 15 mN/m,
gdyz dalsze sprezanie warstwy jest niemozliwe. W przypadku dodatku do subfazy nano-
czastek modyfikowanych lekiem nie sa zauwazalne réznice w przebiegu krzywych n-A.
Okazuje sig, ze silne oddziatywania migedzy lipidem i receptorem powodujg przecho-
dzenie lipidu do subfazy, co uwidacznia sie spadkiem pola powierzchni pomimo
dodatku do subfazy koniugatu [13].

Drugim stosowanym zwigzkiem filmotworczym byla oktadecyloamina
CH3(CH2)17NHz. Po dodaniu do subfazy leku o stezniu C; oraz C; kat nachylenia
izotermy z-A dla aminy ulega zmianie, natomiast pole powierzchni przypadajace na
pojedyncza czasteczke warstwy rosnie w granicach 6-15% w zaleznosci od stezenia
pemetreksadu. Obecno$¢ biatka w subfazie takze powoduje zwigkszanie pola po-
wierzchni, co swiadczy o0 tworzeniu si¢ oddzialywania lipid-receptor. Potwierdzeniem
tych interakcji jest widoczne na izotermie przegigcie przy cisnieniu ok 15 mN/m.
Ponadto wraz ze wzrostem ilo$ci biatka w subfazie rosnie warto$¢ Apm. W przypadku
obecnosci w subfazie leku oraz receptora dodatek juz najmniejszego stg¢zenia obu
zwigzkOw przyczynia si¢ do przesunigcia izotermy w prawg stron¢ oraz zmiany kata
nachylenia krzywej ze wspomnianym charakterystycznym przegigciem. W poréwnaniu
do lipidu DOPC dla aminy nie zauwazamy zmniejszenia pola powierzchni wywolanego
dodatkiem biatka nawet po dtlugim czasie oczekiwania na pomiar ok 24 h (dane nie
pokazane na wykresie), co potwierdza brak przechodzenia zwigzku filmotworczego do
subfazy.

Ostatnim etapem badan byl dodatek do subfazy koniugatu (Np@CA PMX).
Zawarto$¢ leku w koniugacie odpowiadata ilosci leku C> w poprzednio opisanych
ekesperymentach. Okazuje si¢, ze obecno$c nanoczastek zmodyfikowanych PMX
wplywa na zwigkszenie pola powierzchni a wicc lek oddzialuje z membrang jednak
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W postaci zwigzanej z nanostrukturg kumuluje si¢ go mniej w blonie oraz dodatkowo
nastgpuje zmiana organizacji lipidu, co potwierdza zmiana kata nachylenia izoterm
(rys. 6). Mniejsze stopien powinowactwa pemetreksedu do warstwy moze by¢ zwigzany
z zablokowaniem grup funkcyjnych w strukturze terapeutyku zaangazowanych w two-
rzenie wigzania Np@CA-lek.

W przypadku, gdy do subfazy z koniugatem dotaczone jest biatko na krzywej n-A
widoczne jest przegiecie charakterystyczne dla oddziatywania receptor — oktadecylo-
amina. Przy niskich wartosciach ci$nienia powierzchniowego zauwazalny jest duzy
wzrost Apm, jednak wraz ze wzrostem cisnienia ulega zmniejszeniu do warto$ci odpo-
wiadajacej ilosci leku w koniugacie.
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Rysunek 6. 1zotermy Langmuira dla oktadecyloaminy; oznaczenia na wykresie
[opracowanie wiasne]
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4. Whnioski/Podsumowanie

Zmiana w przebiegu izotermy z-A przejawia sie zmiang kata nachylenia krzywej
lub zmiang powierzchni przypadajacej na jedng czasteczke amfifilowego zwigzku dla
ci$nienia powierzchniowego 30 mN - m~1. Odmienne nachylenie izotermy zwigzane
jest ze zmiang kata utozenia hydrofobowych ogonéw w czasteczce lipidu na granicy
faz woda/powietrze natomiast roznica w wartosciach pola powierzchni oznacza zmiang
odleglosci pomigdzy hydrofilowymi glowami czasteczek amfifilowego zwigzku chemicz-
nego. Obserwowane zmiany w przebiegu izotermy z-A zaleza od rodzaju badanego
zwiazku chemicznego.

Po dodaniu do wody bialka, kat nachylenia izotermy m-A ro$nie za§ powierzchnia
przypadajagca na jedng czasteczke maleje (DOPC) lub zwieksza sie (CH3(CHz)17NH>)
w zalezno$ci od wykorzystanego lipidu czy jego analogu. W przypadku lipidu DOPC,
im wigksza jest objetos¢ biatka dodanego do wody, tym mniejsza jest powierzchnia
przypadajaca na jedna czasteczk¢ DOPC. Ponadto gdy subfaze stanowita woda z do-
datkiem 10 pl biatka, przebieg izotermy n-A zalezy od czasu oczekiwania na pomiar.
Po 24 h izoterma m-A charakteryzuje si¢ dlugim plateau, dla ktdrego cisnienie
powierzchniowe m = 0 mN/m, oraz niewielka warto$cig powierzchni przypadajacej na
jedng czgsteczke DOPC przy = 15 mN/m. Dla zwigzku CH3(CH.)17NH>, im wieksza
jest objetos¢ bialka dodanego do wody, tym wigksza powierzchnia przypadajaca na
jedng czasteczke. Ponadto dluzszy czas oczekiwania na pomiar oznacza wigkszy kat
nachylenia izotermy n-A.

Obserwowane zmiany w przebiegu izotermy n-A moga wynika¢ z wbudowania si¢
czasteczek receptora 1 (alfa) kwasu foliowego w monowarstweg Langmuira lub istnienia
oddziatywan pomigdzy czasteczkami receptora a czasteczkami amfifilowego zwiazku
budujacego monowarstwe Langmuira, co zostalo przedstawione na rysunku 7.

Dilugie plateau (dla = = 0 mN/m), niewielka warto$¢ powierzchni przypadajacej na
jedna czasteczke DOPC przy @ = 15 mN/m, po 24 h od dodatku biatka, moga wynikaé
z przedostawania si¢ czasteczek DOPC z monowarstwy Langmuira (granicy faz) do
subfazy, gdzie jest mozliwe tworzenie si¢ miceli (a) i liposoméw (b) zbudowanych
z czasteczek DOPC lub proteoliposoméw (c¢) zbudowanych z czasteczek DOPC i czaste-
czek receptora kwasu foliowego (rys. 7) Tworzenie si¢ miceli i liposoméw zbudowanych
jedynie z czasteczek DOPC jest mniej prawdopodobne, poniewaz struktury te powinny
tworzy¢ si¢ takze w przypadku braku receptora w subfazie. Bardziej prawdopodobne
jest tworzenie si¢ proteoliposoméw zbudowanych z czasteczek DOPC i czasteczek
receptora 1 (alfa) kwasu foliowego.

Obecnos¢ zwigzkow jak DOPC posiadajacych w swojej strukturze duzg hydrofilowa
glowe sprzyja tworzeniu si¢ proteoliposomy w subfazie. W przypadku oktadecyloaminy,
ktorej czasteczka ma mata polarng czgs¢, nie dochodzi do tworzenia si¢ nanostruktur
typu liposomy czy micelle co potwierdza wzrost pola powierzchni czgsteczke.

Po dodaniu do wody z biatkiem roztworu leku przeciwnowotworowego rosnie kat
nachylenia izotermy bez wzgledu na rodzaj stosowanego zwigzku amfifilowego. Pole
powierzchni/ czasteczke dla lipidu nie zalezy od stezenia leku a od czasu oczekiwania
na pomiar, co zwigzane moze by¢ z tworzeniem si¢ nanostruktur biatkowo-lipidowych.

W przypadku DOPC, im wigksza jest objetos¢ biatka w wodzie, tym mniejsza jest
powierzchnia przypadajaca na jedng czasteczke DOPC, natomiast dla aminy nastepuje
zwickszenie wartosci Apm Obserwowane zmiany w przebiegu izotermy m-A moga

110


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wpbyw leku pemetreksed i jego nosnika na strukture membran biatkowo-lipidowych

wynika¢ z wigzania czasteczek pemetreksedu, ktore sg podobne do czasteczek kwasu
foliowego, przez czasteczki receptora kwasu foliowego, co zostalo przedstawione na
rysunku 1.
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Rysunek 7. Sposob utozenia lipidow w zaleznosci od skaldu subfazy. Doktadny opis w tekscie
[opracowanie wtasne]
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Wplyw leku pemetreksed i jego nosnika na strukture membran bialkowo-lipidowych

Streszczenie

W ponizeszj pracy zbadano ddzialywanie leku pemetreksed oraz jego no$nika z dwoma rodzajami membran
biomimetycznych. Filmy towrzone byly metodg Langmuira z wykorzystaniem dwoch rodzajow zwiazkow
amfifilowych lipidu DOPC oraz oktadecyloaminy. Pemetreksed wykazuje podobienstwo do kwasu foliowiego
dzigki czemu moze by¢ wykorzystywany w terapii celowanej. Jak nosnik leku zastosowano nanoczastki tlenku
zelaza 1 pomyslnie zsyntetyzowano koniugat. Sposob oddziatywania zwiazkéw z membranmi lipidowo-
-biatkowymi analizowano za pomoca izoterm Langmuira. Czgsteczki pemetreksedu moga wbudowac si¢
W monowarstwe lub moga tworzy¢ oddzialywania z czasteczkami amfifilowego zwiazku chemicznego
budujacego monowarstwg Langmuira. Powoduje to zmiang sposobu uloZenia czasteczek w membranie lub
tworzenie nanostruktu lipidowo-biatkowych jak micelle czy liposomy.

Stowa kluczowe: technika Langmuira, pemetreksed, membrany biomimetyczne, no$niki lekow

Influence of pemetrexed drug and its carrier on the structure of biomimetic
membranes

Abstract

In this workthe interaction of the drug pemetrexed and its carrier with two types of biomimetic membranes
was investigated . The films were formed by Langmuir method with the use of two types of amphiphilic
compounds of the DOPC lipid and octadecylamine. Pemetrexed is similar to folic acid and therefore can be
used in targeted therapy. As a drug carrier, iron oxide nanoparticles were used and the conjugate was
successfully synthesized. The way of interaction beetwen lipid-protein membranes and drug or carrier using
Langmuir isothermswas analyzed. The pemetrexed molecules can be incorporated into the monolayer or
can interact with the molecules of the amphiphilic monolayer. This causes a change in the arrangement of
molecules in the membrane or the formation of a lipid-protein nanostructure such as micelles or liposomes.
Keywords: Langmuir's technique, pemetrexed, biomimetic membranes, drug carriers
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Przeciwciala monoklonalne w leczeniu dyslipidemii —
aktualne mozliwosci

1. Wstep

Dyslipidemia jest zaburzeniem metabolizmu, ktére stanowi jedng z najczesSciej
rozpoznawanych 1 leczonych chorob przewlektych. Pojecie to odnosi si¢ do nieprawi-
dlowosci w zakresie najwazniejszych parametrow gospodarki lipidowej, takich jak
stezenie cholesterolu catkowitego (TC, ang. total cholesterol), stezenie cholesterolu
frakcji lipoprotein o niskiej gestosci (LDL-C, ang. low-density lipoprotein cholesterol),
stezenie cholesterolu frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL-C, ang. high-density
lipoprotein cholesterol), oraz stezenie trojglicerydéw (TG, ang. triglycerides) we krwi
i/lub obecnosci dysfunkcyjnych lipoprotein [1]. Dyslipidemia jest waznym modyfiko-
walnym czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy tg¢tnic oraz jednostek chorobowych
rozwijajacych si¢ na jej podlozu [2, 3]. Do najwazniejszych choréb uktadu sercowo-
-naczyniowego w przebiegu miazdzycy nalezy choroba niedokrwienna serca, udar
mozgu oraz choroba t¢tnic obwodowych [4].

Oszacowano (badanie NATPOL 2011), ze w polskim spoleczenstwie dyslipidemia
wystepuje u ponad 60% 0sob dorostych [5]. Zgodnie z wynikami badania WOBASZ 11
w latach 2013-2014 hipercholesterolemia wystepowata u 70,3% mezczyzn oraz 64,3%
kobiet w Polsce [6]. Warto zwrdci¢ uwage, ze u czgsci z tych chorych zaburzenia
gospodarki lipidowe] pozostaja nierozpoznane, a tym samym nie otrzymuja oni
odpowiedniego leczenia [7].

Priorytetem w leczeniu dyslipidemii jest obnizenie st¢zenia LDL-C do wartos$ci
docelowych, ustalonych indywidualnie w oparciu o oceng¢ ryzyka sercowo-naczy-
niowego u konkretnego chorego. Lekami pierwszego wyboru sg inhibitory reduktazy
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A, czyli statyny (lowastatyna, simwastatyna,
prawastatyna, fluwastatyna, atorwastatyna, rosuwastatyna i pitawastatyna) [1]. Naj-
czgsciej stosowane s3 atorwastatyna i rosuwastatyna, a juz w 2021 roku na polskim
rynku pojawita si¢ pitawastatyna [8], ktora stosowana w dawce 4 mg przez 6 tygodni
moze redukowa¢ stezenie LDL-C 0 $rednio 42,8% [9]. Istotng role w farmakoterapii
dyslipidemii odgrywa réwniez lek hamujacy wchtanianie cholesterolu, ezetymib, ktory
stosowany w dawce 10 mg powoduje zmniejszenie st¢zenia LDL-C o okoto 15-25%.
Dotaczenie tego leku do statyny powoduje obnizenie stezenia LDL-C o dalsze 15-20% [8].
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Zastosowanie w leczeniu dyslipidemii majg takze agonisci receptorow PPARa (fibraty),
kwasy omega-3, zywice jonowymienne i kwas nikotynowy [1, 8].

Mimo, iz istnieje szereg substancji czynnych, o r6znych mechanizmach dziatania,
ktore sg stosowane w leczeniu dyslipidemii, to u czesci chorych nie udaje si¢ uzyskac
docelowego stezenia LDL-C, co wskazuje na koniecznos¢ poszukiwania nowych lekéw.
Szczegoblnie intensywnego leczenia hipolipemizujacego wymagaja chorzy z hipercho-
lesterolemig rodzinng, zwlaszcza w przypadku postaci homozygotycznej [10, 11]. Do
najnowszych mozliwosci leczenia dyslipidemii naleza inhibitory proproteinowej kon-
wertazy subtylizyna-keksyna typu 9 (PCSKO9, ang. proprotein convertase subtilisin/kexin
type 9), do ktérych naleza alirokumab i ewolokumab, a takze ewinakumab, inhibitor
biatka 3 podobnego do angiopoetyny (ANGPTL3, ang. angiopoetin-like protein 3).
Wspomniane leki sg juz dopuszczone do uzytku w rutynowej praktyce klinicznej na
terytorium Unii Europejskiej, lecz nie sg jeszcze szeroko dostepne, glownie z uwagi na
wysoki koszt. Aktywnos¢ biatka PCSK9 moze zosta¢ zmniejszona rowniez za pomoca
matego interferujacego kwasu rybonukleinowego (siRNA, ang. small interfering ribo-
nucleic acid), ktory taczac si¢ z czasteczka mRNA hamuje synteze biatka PCSKO.
Jedyna dostepnag w praktyce klinicznej substancja o takim mechanizmie dziatania jest
inklisiran [12].

Celem niniejszej pracy jest przeprowadzenie przegladu literatury i przedstawienie
najwazniejszych informacji z zakresu aktualnego stanu wiedzy na temat wlasciwosci
farmakologicznych przeciwcial monoklonalnych, takich, jak inhibitory PCSK9 oraz
przeciwciata hamujace aktywnos$¢ biatka ANGPTL3, a takze ich skutecznosci i bezpie-
czenstwa oraz roli, jakg odgrywaja w leczeniu zaburzen gospodarki lipidowe;.

2. Bialko PCSK?9 - budowa i funkcje

Biatko PCSK9 to proteaza serynowa, ktora ulega ekspresji w hepatocytach [13] oraz
w komorkach jelita cienkiego, a takze w mniejszych ilosciach w plucach, nerkach,
grasicy i $ledzionie [14]. Genetycznie uwarunkowane zwigkszenie aktywno$ci biatka
PCSK9, tj. mutacje typu gain-of-function, moga prowadzi¢ do zwigkszenia stezenia LDL-
C w surowicy, zwigkszajac ryzyko rozwoju chorob uktadu sercowo-naczyniowego, zas
genetycznie uwarunkowanie zmniejszenie aktywnosci biatka PCSK9, tj. mutacje typu
loss-of-function moga prowadzi¢ do odwrotnego skutku, co wiagze si¢ z dziataniem
ochronnym na uktad sercowo-naczyniowy [15]. Gen PCSK9 jest zlokalizowany na
ramieniu krétkim pierwszego chromosomu (1p32.3), a tancuch polipeptydowy bedacy
pierwotnym produktem ekspresji genu jest ztozony z 692 aminokwasow i sktada si¢
Z peptydu sygnalizacyjnego, prodomeny, domeny Kkatalitycznej, regionu zawiasowego
i C-koncowej domeny bogatej w cysteine i histydyne. Dojrzata forma biatka PCSK9
powstaje nastepnie w wyniku dalszej modyfikacji posttranslacyjnej w obrebie siateczki
srodplazmatycznej [16].

Czasteczki lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) ulegaja endocytozie do wnetrza hepa-
tocytow po utworzeniu kompleksu z obecnymi w btonie komérkowej receptorami LDL
(LDLR). Wewnatrz hepatocytu kompleks LDL-LDLR ulega dysocjacji, a LDLR powraca
do btony komédrkowej (recyrkulacja receptorow LDLR). Jednakze jesli do kompleksu
LDL-LDLR zostanie dodatkowo przylaczona czgsteczka PCSK9, to receptor LDLR
nie powraca do blony komoérkowej lecz jest kierowany na szlak degradacji lizosomal-
nej. Aktywno$¢é PCSK9 przyczynia sie zatem do mniej ekonomicznego wykorzystania
LDLR, co wigze si¢ z obnizeniem efektywnosci klirensu LDL i zwigkszenia stezenia
tych lipoprotein we krwi [17, 18].
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3. Inhibitory PCSK9

Wsrod inhibitorow PCSK9 wyr6zni¢ mozna bokocizumab, ewolokumab i aliroku-
mab [8, 13, 14]. W przeprowadzonych badaniach klinicznych wykazano, Ze inhibitory
PCSKO9 stosowane w monoterapii lub w terapii skojarzonej, znaczaco obnizaja stezenie
LDL-C oraz zmniejszaja ryzyko wystgpienia zdarzen sercowo-naczyniowych. Aliro-
kumab i ewolokumab w leczeniu skojarzonym ze statynami w maksymalnych tolero-
wanych dawkach powoduja zmniejszenie stezenia LDL-C 0 46-73% w poréwnaniu
z placebo oraz 0 30% w stosunku do ezetymibu [19].

3.1. Bokocizumab

Bokocizumab to humanizowane przeciwcialo monoklonalne [13], zawierajace kilka
procent bialek mysich, ktére moga prowadzi¢ do immunogennosci [20]. W 2016 roku
zostat on wycofany z dalszych badan klinicznych ze wzgledu na pojawienie si¢ w 0soczu
pacjentow wysokiego miana przeciwcial przeciwlekowych, ktore powodowaty reakcje
alergiczne w miejscu podania oraz ostabienie hipolipemizujacego dziatania leku [13,
20, 21]. W badaniu SPIRE HR (Studies of PCSK9 Inhibition and the Reduction of
Vascular Events) u 44% badanych wykryto przeciwciala przeciwlekowe, a u 27%
stwierdzono obecnos¢ przeciwciat neutralizujgcych [22].

Randomizowane badania kliniczne z podwdjnie $lepa proba SPIRE-1 i SPIRE-2,
rozpoczete w 2013 roku, miaty na celu oceng skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania
bokocizumabu wsrdd pacjentdw z rozpoznang chorobg uktadu sercowo-naczyniowego
lub z wysokim ryzykiem wystgpienia pierwszego zdarzenia sercowo-naczyniowe-
go. Warunkiem koniecznym dla wlaczenia do badania SPIRE-1 bylo leczenie statyna
przez co najmniej 4 tygodnie oraz LDL-C réwne co najmniej 70 mg/dl przed wiacze-
niem do badania, a stezenie nie-HDL-C réwne co najmniej 100 mg/dl. W badaniu
SPIRE-2 uczestniczyly rowniez osoby, ktore nie stosowaly statyn z powodu ztej tole-
rancji tych lekow, za$ stezenie LDL-C i nie-HDL-C bylo rowne co najmniej odpo-
wiednio 100 mg/dl i 130 mg/dl. Do udziatu w badaniu SPIRE-1 zglosito si¢ 16 817
pacjentow, za§ w przypadku badania SPIRE-2 zglosito si¢ 10 621 o0sob. Po szescio-
-tygodniowym okresie przyjmowania placebo, pacjenci zostali zakwalifikowani do
grupy badawczej (150 mg bococizumabu podskdrnie co 2 tygodnie; dawke zmniejszano
w razie spadku stezenia LDL-C ponizej 10 mg/dl) lub do grupy kontrolnej (placebo).
W momencie zakonczenia badania mediana czasu obserwacji wynosita 7 miesigcy
w badaniu SPIRE-1 i 12 miesiecy w badaniu SPIRE-2. Po 14 tygodniach $rednia zmiana
stezenia LDL-C wynosita —56,0% ws$rod pacjentdow w grupie otrzymujacej bococizu-
mab i +2,9% wsrdd pacjentow w grupie placebo. Badania SPIRE-1 i SPIRE-2 zostaty
zakonczone przedwczesnie, poniewaz stwierdzono powstawanie przeciwcial przeciw-
lekowych. Zdarzenia niepozadane, skutkujace odstawieniem leku, wystgpowaly czgsciej
w grupie badawczej niz w grupie kontrolnej. W badaniu SPIRE-1 nie zaobserwowano
korzy$ci ze stosowania bococizumabu w odniesieniu do pierwszorzedowego punktu
koncowego, jakim byly powazne zdarzenia sercowo-naczyniowe (tj. zawal migsnia
sercowego niezakonczony zgonem, udar mézgu niezakonczony zgonem, hospitalizacja
z powodu niestabilnej dlawicy piersiowej wymagajacej pilnej rewaskularyzacji lub
zgon z przyczyn sercowo-naczyniowych). Natomiast w badaniu SPIRE-2, w ktorym
okres obserwacji byt dluzszy, tak samo zdefiniowany pierwszorzedowy punkt koncowy
wystapit u istotnie mniejszego odsetka pacjentdow przyjmujacy bokocizumab w porow-
naniu z grupa kontrolna [23].
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3.2. Ewolokumab i alirokumab

W 2015 r. Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow oraz Europejska Agencja
Lekow zatwierdzita dwa przeciwciata monoklonalne tj. ewolokumab [24] i alirokumab
do stosowania u chorych z hipercholesterolemia rodzinng lub u pacjentow po przebytych
incydentach sercowo-naczyniowych, ktorzy wymagajg znacznego obnizenia stezenia
LDL-C [20]. Ewolokumab jest stosowany podskornie w dawce 140 mg co dwa tygodnie
lub w 420 mg co miesigc. Alirokumab jest podawany drogg podskérng w dawce 75 mg
lub 150 mg co dwa tygodnie lub 300 mg raz w miesiacu [17].

Najbardziej przetomowe wyniki dotyczacym ewolokumabu otrzymano w badaniu
FOURIER (Further Cardiovascular Outcomes Research with PCSK9 Inhibition in
Subjects with Elevated Risk). W badaniu tym wzigto udziat 27 564 pacjentéw po prze-
bytych incydentach sercowo-naczyniowych, ktorzy przyjmowali stalg, maksymalng
dawke statyny oraz ich wyjsciowe stezenie LDL-C wynositlo 70 mg/dl lub wigce;.
Sredni wiek pacjentéw wynosit 63 lata. Bylo to randomizowane badanie z podwéjnie
slepa proba. Pacjentoéw podzielono na dwie grupy, przy czym osoby wilaczone do
grupy badawczej otrzymywaty 140 mg ewolokumabu podskorie co dwa tygodnie lub
420 mg raz w miesigcu (13 784 osob), za$ osoby zakwalifikowane do grupy kontrolnej
otrzymywaty placebo (13 780 0sob). Po okresie trwajacym 48 tygodni srednia redukcja
stezenia LDL-C w grupie badawczej wynosita 59% wzgledem grupy kontrolnej
(u 87% chorych otrzymujgcych ewolokumab stezenie LDL-C obnizyto si¢ do wartosci
rownej 70 mg/dl lub nizszej, a u 42% badanych do warto$ci rownej 25 mg/dl lub
nizszej). Pierwotny punkt koncowy (zgon z przyczyn sercowo-naczyniowych, zawat
serca, udar mozgu, hospitalizacja z powodu niestabilnej dlawicy piersiowe] oraz
rewaskularyzacja migénia sercowego) wystapit u znaczaco mniejszego odsetka osob
W grupie badawczej niz w grupie kontrolne;j (9,8% vs. 11.3%; HR 0,85; 95% CI: 0,79-0,92;
p <0,001). Nie stwierdzono istotnych r6znic pomiedzy grupami w zakresie czestosci
wystgpienia dzialan niepozadanych [25].

Celem badania GAUSS-2 (Goal Achievement after Utilizing an Anti-PCSK9
Antibody in Statin Intolerant Subjects) byta ocena skuteczno$ci oraz bezpieczenstwa
stosowania ewolokumabu w poréwnaniu z ezetymibem u 0sob chorujacych na hiper-
cholesterolemie. Bylo to randomizowane, kontrolowane placebo badanie kliniczne
z podwdjnie $lepa proba, ktore trwato 12 tygodni. W badaniu brato udziat 307 osob,
ktére nie stosowaty statyn lub stosowaly statyny jedynie w matych dawkach. Uczest-
nikow badania podzielono na cztery grupy: 103 osoby otrzymywaly ewolokumab
w dawce 140 mg podskomie co 2 tygodnie oraz placebo doustnie codziennie, 102 osoby
otrzymywaty ewolokumab w dawce 420 mg podskorie raz w miesigcu oraz placebo
doustnie codziennie, 51 0séb otrzymywalo ezetymib codziennie oraz placebo poskornie
co 2 tygodnie, za$ kolejne 51 osob otrzymywalo ezetymib codziennie oraz placebo
podskornie raz w miesigcu. Wyjsciowe Srednie stgzenie LDL-C wynosito 193 +£59 mg/dl.
Stwierdzono, ze stosowanie ewolokumabu oraz placebo wiaze si¢ z obnizeniem
stezenia LDL-C odpowiednio 0 56,1% (95% CI: 52,5-59,7%) w grupie przyjmujacej
140 mg ewolokumabu co 2 tygodnie oraz o 55,3% (95% CI: 52,3-58,3%) w grupie
stosujgcej 420 mg ewolokumab co miesigc. Opisana redukcja stezenia LDL-C w grupach
badawczych byla istotnie wyzsza niz w grupach kontrolnych, w ktorych wynosita odpo-
wiednio 36,9% (95% ClI: 31,6-42,3%) oraz 38,7% (95% ClI: 34,3-43,1%) (p < 0,001).
U 8% pacjentdow przyjmujacych ewolokumab wystapity bole migsniowe, za§ wsrod
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0s0g przyjmujacych ezetymib ten odsetek wynosit 18%. Zdarzenia niepozadane dopro-
wadzily do zaprzestania dalszego uczestnictwa w badaniu u 8% 0s6b otrzymujacych
ewolokumab iu 13% o0s6b stosujacych ezetymib [26].

W randomizowanym badaniu klinicznym OLSER-1 (Open-Label Study of Long-
term Evaluation Against LDL-C), rozpoczgtym w 2011 roku i trwajacym 5 lat, oceniano
dlugoterminowe bezpieczenstwo oraz skutecznos¢ ewolokumabu [27, 28]. Osoby wlg-
czone do grupy badawczej (882 0sdb) otrzymywaty 420 mg ewolokumabu co miesigc
wraz z dotychczasowa terapig hipolipemizujaca, zas osoby wiaczone do grupy kontrolnej
(442 os6b) otrzymywaly wylacznie standardowg terapie farmakologiczng (SOC, ang.
standard of care). W momencie randomizacji, a takze przez 12 tygodni, wyniki stezen
lipidow byly zaslepione. Po 12 tygodniach badacze otrzymali wyniki badan laborato-
ryjnych i samodzielnie dostosowywali terapie SOC w obu grupach. Po roku pacjenci
przyjmujacy wytacznie SOC mogli otrzymaé ewolokumab. Po 52 tygodniach terapii
stezenie LDL-C u chorych przyjmujacych przeciwcialo monoklonalne i SOC obnizyto
si¢ 0 61% (95% CI: 60-63%) w stosunku do wartosci poczatkowej, a przy stosowaniu
jedynie SOC 0 2% (95% CI: 0,2-5%). Mediana st¢zenia LDL-C w grupach badawczej
i kontrolnej wynosita odpowiednio 53 mg/dl oraz 133 mg/dl (p < 0,001). Nie wykryto
przeciwcial neutralizujgcych ewolokumab. W grupie badawczej roczna czegstosé
wystepowania nowych przypadkow cukrzycy wyniosta 2,8%, zas w grupie kontrolnej
ten odsetek wynosit 4% [27].

Alirokumab zostal oceniony w badaniu ODYSSEY LONG TERM (Long-term
Safety and Tolerability of Alirocumab Versus Placebo on Top of Lipid-Modifying
Therapy in High Cardiovascular Risk Patients With Hypercholesterolemia) [20]. Wzigto
w nim udziat 2 341 oséb 0 duzym ryzyku sercowo-naczyniowym, u ktorych stezenie
LDL-C przekraczato 70 mg/dl. 1 553 pacjentéw wiaczonych do grupy badawczej
otrzymywato alirokumab w dawce 150 mg co 2 tygodnie, a 788 0sdb z grupy kon-
trolnej przyjmowato placebo. U chorych przyjmujacych przeciwciato monoklonalne po
78 tygodniach stosowane;j terapii uzyskano redukcje stezenia LDL-C o 62% w porow-
naniu z osobami przyjmujacymi placebo. Zdarzenia niepozadane, prowadzace do
przerwania badania wystapity u 7,2% pacjentow, ktorzy otrzymali alirokumab i u 5,8%
pacjentdw, ktorzy otrzymali placebo. Zaobserwowano mniejsza czestos¢ wystgpowania
zdarzen serocowo-naczyniowych tj. choroby wiencowej, zawatu migénia sercowego,
udaru niedokrwiennego moézgu, konczacych si¢ zgonem lub nie, oraz niestabilnej dia-
wicy piersiowej wymagajacej hospitalizacji w grupie badawczej (1,7%) niz w grupie
kontrolnej (3,3%) [29].

W badaniu ODYSSEY OUTCOMES (Evaluation of Cardiovascular Outcomes
After an Acute Coronary Syndrome During Treatment With Alirocumab) wzieto udziat
18 924 pacjentow w wieku >40 lat, ktoérzy doswiadczyli ostrego zespolu wiencowego
od jednego do dwunastu miesiecy przed randomizacja i u ktorych stezenie LDL-C
wynosito co najmniej 70 mg/dl, stezenie nie-HDL-C co najmniej 100 mg/dl lub stezenie
apolipoproteiny B co najmniej 80 mg/dl w trakcie leczenia statyng o duzej intensyw-
nosci [30, 31]. 9 462 pacjentow zostato wiaczonych do grupy badawczej (alirokumab
w dawce 75 mg co dwa tygodnie), za$ kolejne 9 462 0sob zostalo wiaczonych do grupy
kontrolnej (placebo). Mediana czasu obserwacji wynosita 2,8 roku. Pierwszorzedowy
punkt koncowy obejmowat zgon z powodu choroby wiencowej, zawat migsnia serco-
wego, udar niedokrwienny moézgu ze skutkiem $miertelnym lub bez, oraz niestabilng
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dlawice piersiowa wymagajaca hospitalizacji. Pierwszorzgdowy punkt koncowy wystg-
pit u 9,5% pacjentow w grupie badawczej oraz u 11,1% w grupie kontrolnej (HR 0,85;
95% CI: 0,78-0,93; p <0,001) [31].

Inhibitory PCSK9 wptywaja rowniez na st¢zenie lipoproteiny(a), ktorej zwigkszone
stezenie jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy i choréb uktadu
Sercowo-naczyniowego w jej przebiegu [29, 32]. W pracy opublikowanej przez Toth
i wsp. przeanalizowano wyniki pigtnastu badan klinicznych drugiej i trzeciej fazy
dotyczacych ewolokumabu, o czasie trwania od 12 tygodni do 5 lat, w ktorych
uczestniczylto tacznie 7 690 osob. W badaniach trwajacych 12 tygodni mediana zmiany
stezenia lipoproteiny(a) wyrazonej w procentach miescita si¢ w zakresie od -21,2% do
-33,3% z uwzglednieniem korekty wzgledem placebo. W badaniach dtuzej trwajacych
analogiczny parameter miescit si¢ w zakresie od -23,8% do -33,3% (bez korekty wzgledem
grupy kontrolnej) [32].

W pracy opublikowanej przez Gaudet i wsp. zebrano dane z trzech randomizowa-
nych, kontrolowanych placebo badan klinicznych drugiej fazy z probg podwdjnie Slepa
trwajacych 8 lub 12 tygodni, dotyczacych skutecznosci i bezpieczenstwa alirokumabu.
Stwierdzono, ze przyjmowanie alirokumabu wigze si¢ ze zmniejszeniem st¢zenia
lipoproteiny(a) o okoto 30%, a réznica w stosunku do grupy kontrolnej jest istotna
statystycznie (p < 0,0001) [33].

Do dzialan niepozadanych obu przeciwcial zalicza si¢ bdle migsniowe, objawy
grypopodobne, zapalenie jamy nosowo-gardtowej, tagodne reakcje w miejscu wstrzyk-
nigcia [17].

4. Bialka podobne do angiopoetyny (ANGPTL)

Biatka ANGPTL odgrywaja istotng role w kontroli stezenia triglicerydow we krwi
w zalezno$ci m.in. od stanu odzywienia. Po positku aktywnos¢ lipazy lipoproteinowe;j
(LPL, ang. lipoprotein lipase) jest zwickszona w biatej tkance thuszczowej, a zmniej-
szona w migs$niach szkieletowych oraz sercu, za$ w czasie glodzenia odwrotnie. Wyka-
zano, ze ANGPTL3 razem z ANGPTL4 i ANGPTLS obnizajg aktywno$¢ LPL poprzez
zmiang jej konformacji z homodimerycznej, ktora jest aktywna biologicznie, do mono-
merycznej nieaktywnej biologicznie. Opisana zmiana konformacji obniza powinowactwo
czasteczki LPL do zakotwiczonego w glikozylofosfatydyloinozytolu biatka 1 wiaza-
cego lipoproteiny o wysokiej gestosci, ktore jest odpowiedzialne za jej stabilizacje. Do
tej pory nie zidentyfikowano czynnikow pobudzajacych ekspresj¢ powyzszych biatek
w zaleznosci od stanu odzywienia [34].

ANGPTL3 wchodzi w skiad rodziny czynnika wzrostu $rédblonka naczyniowego
(VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) [34], a gtownym Zrodtem tego biatka
jest watroba [34, 35]. Zmniegjszenie aktywnos¢ biatka ANGPTL3 prowadzi do zmiany
profilu lipidowego na korzystniejszy z perspektywy profilaktyki choréb uktadu sercowo-
-naczyniowego [35]. W kilku badaniach wykazano, ze mutacje ANGPTL zwigzanie
Z ich mniejsza aktywnoscig dziatajg ochronnie na uktad sercowo-naczyniowy. Mutacje
typu utraty funkcji (ang. loss-of-function) genéw ANGPTL3 i ANGPTL4 powoduja
zmniejszenie ryzyka wystapienia choroby niedokrwiennej serca i cukrzycy typu 2.
Sugerowano rowniez, ze st¢zenia biatek ANGPTL3, ANGPTL4 i ANGPTL8 moga
stanowi¢ biomarkery przydatne w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego [34].
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5. Ewinakumab

Ewinakumab (Evkeeza®) zostal opracowany do leczenia homozygotycznej hiper-
cholesterolemii rodzinnej (HoFH, ang. homozygous familial hypercholesterolemia),
a takze opornej na dotychczasowe leczenie hipercholesterolemii oraz cigzkiej hipertri-
glicerydemii [36]. Preparat ten uzyskat pierwsze dopuszczenie do obrotu w USA
W dniu 11 lutego 2021 roku do stosowania jako uzupelnienie innych terapii obnizajacych
stezenie LDL-C w leczeniu dorostych i dzieci powyzej dwunastego roku zycia z HoFH
[34, 35].

Ewinakumab jest humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym [34], ktére hamuje
aktywno§¢ ANGPTL3 i przyczynia si¢ do zmniejszania stezenia LDL-C, HDL-C, TG,
apolipoproteiny B i apolipoproteiny A-I [37]. Zalecana dawka preparatu wynosi 15 mg
na kilogram masy ciata podawana dozylnie co 4 tygodnie [38].

Raal i wsp. w badaniu randomizowanym trzeciej fazy ELIPSE-HoHF (Evinacumab
Lipid Studies in Patients with Homozygous Familial Hypercholesterolemia) ocenili
skuteczno$¢ ewinakumabu u 65 chorych z rozpoznang homozygotyczng hipercholeste-
rolemig rodzinng. Kryterium wilaczenia do badania bylo stosowanie leczenia hipolipie-
mizujacego w maksymalnej tolerowanej dawce oraz aktualne stgzenie LDL-C na po-
ziomie co najmniej 70 mg/dl. W grupie otrzymujacej ewinakumab S$rednie stezenie
LDL-C wynosito 260 mg/dl, a w grupie otrzymujacej placebo 247 mg/dl. Pacjentow
zakwalifikowano do przyjmowania ewinakumabu w dawce 15 mg na kilogram masy
ciata dozylnie co 4 tygodnie (43 osoby) lub placebo (22 osoby). Po 24 tygodniach
zaobserwowano redukcje stezenia LDL-C 0 47,1% w grupie oséb otrzymujacych
ewinakumab w pordéwnaniu ze zwigkszeniem o 1,9% w grupie placebo. U zadnego
Z pacjentdw nie byto konieczne odstawienie leku ani placebo z powodu dziatan nie-
pozadanych. U Zadnego z pacjentdw w czasie trwania badania nie stwierdzono obecnosci
we krwi przeciwcial przeciwlekowych [39].

W badaniu na zwierzg¢tach oceniono bezpieczenstwo stosowania ewinakumabu
W cigzy. Powodowat on wady rozwojowe plodu u ciezarnych krolikow, ale nie szczuréw.
Nalezy zatem unika¢ stosowania ewinakumabu u kobiet w cigzy [38].

Potrzebne sa dalsze badania, ktore odpowiedza na pytanie czy stosowanie ewinaku-
mabu wptywa na redukcje ryzyka wystgpienia zdarzen sercowo-naczyniowych.

6. Podsumowanie

Farmakoterapia dyslipidemii odgrywa istotng role we wspotczesnej medycynie.
Zaburzenia gospodarki lipidowej stanowia jeden z najistotniejszych modyfikowalnych
czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego, za$ choroby uktadu sercowo-naczyniowego
stanowig jedng z najwazniejszych przyczyn zgonoéw na $wiecie.

Wprowadzenie do rutynowej praktyki klinicznej przeciwcial monoklonalnych
stanowito istotny przetom w leczeniu dyslipidemii. Do przeciwcial monoklonalnych
dopuszczonych do uzytku w rutynowej praktyce klinicznej nalezg dwie grupy lekow:
inhibitory PCSK9 (alirokumab i ewolokumab) oraz przeciwciato hamujace aktywno$é
ANGPTL3 (ewinakumab).

Dotychczas przeprowadzone badania kliniczne wykazaly, ze wspomniane substan-
cje cechuja si¢ dobrym profilem skutecznosci i1 bezpieczenstwa. Ponadto w przypadku
inhibitorow PCSK9 wykazano korzystny wptyw na ryzyko zdarzen sercowo-naczynio-
wych, za§ w przypadku ewinakumabu konieczne sg dalsze badania w tym zakresie.
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Stosowanie tych lekdw moze zatem przyczyni¢ si¢ do poprawy efektywnosci leczenia
pacjentow z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego, przede wszystkim za$ chorych
z hipercholesterolemia rodzinng, pacjentdw nietolerujacych statyn oraz chorych, dla
ktorych dotychczasowe mozliwosci leczenia hipolipemizujagcego nie pozwalaly na
osiggniecie docelowych wartosci parametrow gospodarki lipidowe;.
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Przeciwciala monoklonalne w leczeniu dyslipidemii — aktualne mozliwosci

Streszczenie

Dyslipidemia, ktora wedlug wynikow badan epidemiologicznych dotyczy ponad 60% osob mieszkajacych
w Polsce, jest modyfikowalnym czynnikiem ryzyka rozwoju chordb uktadu sercowo-naczyniowego. Mimo
dostepnosci w praktyce klinicznej kilku grup lekoéw hipolipemizujacych, u czgsei chorych nie udaje si¢ osiagnac
docelowych wartosci parametrow gospodarki lipidowej. Duzy przetom w farmakoterapii dyslipidemii sta-
nowilo wprowadzenie przeciwcial monoklonalnych, takich jak ewolokumab, alirokumab oraz ewinakumab.
Ewolokumab i alirokumab sg inhibitorami konwertazy biatkowej subtylizyny/keksyny typu 9 (inhibitory
PCSKD9), ktore powoduja redukcje¢ stgzenia LDL-C o okoto 60%. Oba przeciwciata monoklonalne zostaly
zarejestrowane w 2015 roku. Ewinakumab jest inhibitorem biatka 3 podobnego do angiopoetyny (inhibitor
ANGPTL3) i zostal dopuszczony do uzytku w praktyce klinicznej w 2021 roku. Wedtug przeprowadzo-
nych badan obniza on wartosci LDL-C o ponad 45%. Ewolokumab, alirokumab oraz ewinakumab cechuja
si¢ rowniez zadowalajacym profilem bezpieczenstwa. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wynikow
przegladu literatury w zakresie najwazniejszych oraz aktualnych informacji na temat wiasciwosci
farmakologicznych i zastosowania przeciwciat monoklonalnych w leczeniu dyslipidemii.

Stowa kluczowe: dyslipidemia, PCSK9, ANGPTL3, ewolokumab, alirocumab, ewinakumab

Monoclonal antibodies in the treatment of dyslipidemia — current options

Abstract

Dyslipidemia, which according to epidemiological studies, affects more than 60% of people living in Poland,
is a modifiable risk factor for cardiovascular disease. Despite the availability of several hypolipemic drugs
in clinical practice, some patients fail to achieve target values of lipid parameters. A major breakthrough in
pharmacotherapy of dyslipidemia was the introduction of monoclonal antibodies such as evolocumab,
alirocumab and evinacumab. Evolocumab and alirocumab are subtilisin/kexin type 9 protein convertase
inhibitors (PCSK9 inhibitors) that result in a reduction in LDL-C levels of approximately 60%. Both
monoclonal antibodies were registered in 2015. Evinacumab is an angiopoietin-like protein 3 inhibitor
(ANGPTL3 inhibitor) and was approved for use in clinical practice in 2021. According to studies, it lowers
LDL-C values by more than 45%. Evolocumab, alirocumab and evinacumab also have a satisfactory safety
profile. The purpose of this paper is to present the results of a literature review of the most important and
current information on the pharmacological properties and use of monoclonal antibodies in the treatment of
dyslipidemia.

Keywords: dyslipidemia, PCSK9, ANGPTL3, evolocumab, alirocumab, evinacumab
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Techniki stosowane do analizy mikrobiomu
osob z fenyloketonuria

1. Wprowadzenie

Badania nad bakteriami bytujacymi w danej niszy organizmu pozwalaja na uzyskanie
wartosciowych informacji m.in. o trybie zycia danego organizmu, przebytych chorobach,
ktére mogg znaczaco wplywaé na zmiany w mikrobiomie czlowieka. Choroby gene-
tyczne, a szczegodlnie bedace wrodzonymi wadami metabolizmu (IEM, ang. inbornerrors
of metabolismm) maja wptyw na zawarto$¢ mikrobiomu, w zaleznosci od miejsca
wystepowania konkretnego gatunku, rodziny czy rodzaju bakterii. Fenyloketonuria
(ang. phenylketonuria, PKU) jest choroba metaboliczng zwigzang m.in. z defektem
w genie hydroksylazy fenyloalaniny (PAH, ang. phenylalanine hydroxylase), ktory koduje
enzym odpowiedzialny za przemiang¢ fenyloalaniny do tyrozyny. Gen ten znajduje si¢
na ramieniu dtugim chromosomu 12. na prazku 24. Choroba PKU jest dziedziczona
W sposob autosomalny recesywny. Podtoze molekularne nie jest do konca poznane ze
wzgledu na licznie wystepujace mutacje m.in. w genie PAH. Wspolczesna biotechno-
logia oraz bioinzynieria dostarczaja nowych, bardziej zaawansowanych narzedzi do
sekwencjonowania materiatu genetycznego: DNA czy RNA, z probek pochodzacych
np: ze $liny, katu, krwi czy bloczkow parafinowych. Wiele takich metod opiera si¢ na
podstawowych elementach biologii molekularnej, ktore zostaly ostatecznie przeksztat-
cone w bardziej zaawansowane narzg¢dzia pod wzgledem technologicznym, jak i infor-
matycznym. W zaleznosci od pochodzenia probki, np. czy to jest probka $liny, katu lub
wymazu z innej czesci przewodu pokarmowego ludzi, obszary te zasiedlajg rdézne ga-
tunki bakterii. Spowodowane jest to procesami jakie zachodzg w przewodzie pokarmo-
wym czlowieka, a takze dostepnoscig sktadnikéw odzywczych niezbednych do bytowania
dla bakterii srodowiskowych, np. liczng rodzing zasiedlajaca jelito osob z fenyloketo-
nuria sg bakterie Firmicutes, Bacteroides, Actionobateria w poréwnaniu z grupg kontrolng
(bez fenyloketonurii).

2. Fenyloketonuria

Fenyloketonuria jest genetyczng chorobg metaboliczna, ktora zwigzana jest m.in.
Z mutacjami w genie kodujacym enzym hydroksylaz¢ fenyloalaniny lub z niedoborem
tetrahydrobiopteryny, kofaktora PAH. PKU nalez do grupy choréb okreslonych jako
wrodzone wady metabolizmu. Skutkiem tej choroby jest nagromadzenia si¢ podwyz-
szonego poziomu fenyloalaniny we krwi i tkankach, co moze dziala¢ toksycznie na
organizm, powodujac niepelnosprawno$¢ intelektualng oraz opo6znienie mowy u dzieci
we wczesnych etapach rozwoju w przypadku klasycznej fenyloketonurii. Zbyt pdzne
rozpoznanie choroby powoduje liczne zmiany w uktadzie nerwowym prowadzace do

! agnieszka.vogt@wp.pl, Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka, SKN BIOM, Wydziat
Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie.
2 malgorzata.ostrowska@up.lublin.pl, Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Cztowieka, Wydziat
Nauk o Zywnoéci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie.
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zaburzen w rozwoju dziecka. Fenyloketonuria byta pierwszym poznanym zaburzeniem
metabolicznym 1 genetycznym dla ktorego leczenie w oparciu o odpowiednig diete
moze zapobiec jego najbardziej niszczacym skutkom [1]. Ponizej przedstawiono rysunek
chromosomu 12, zawierajacego zidentyfikowane prazki i subprazki, w ktérym doszlo
do mutacji.
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Rysunek 1. Mapowanie chromosomu 12 (http://ghr.nim.nih.gov/)

Fenyloketonuria wystepuje bardzo rzadko, bo 1:7000 [2] urodzen na calym $wiecie
(zgodnie z danymi podanymi na stronie Ministerstwa Zdrowia). Nosicielstwo tej rzadkiej
choroby stanowi niebezpieczenstwo dla zdrowia dziecka, wigc zalecane sg przesie-
wowe badania genetyczne dla wszystkich noworodkéw w ramach ,,Programu badan
przesiewowych noworodkow w Polsce w latach 2019-2022” finansowanego przez
Ministerstwo Zdrowia.
Typowymi objawami fenyloketonurii sa:

opoznienie umystowe bez rozwoju mowy lub zainteresowania otoczeniem;
nieprawidtowy chdd;

spastyczne odruchy;

egzema;

nietypowe zachowania [2].
W literaturze medycznej mozna znalez¢ informacje dotyczace stopnia nasilenia
fenyloalaninemii pod wzgledem stosowanej dietoterapii, czyli terapii opartej na elimi-
nowaniu z pozywienia czynnika wptywajacego na metabolizm w tym przypadku feny-
loalaniny.

Wplyw mutacji na aktywno$¢ enzymu PAH jest bardzo zr6znicowany, dlatego tez
PKU moze wystgpowacé w rdéznych postaciach co przedstawia ponizsza tabela.

Tabela 2 Zalezno$c¢ stezenia fenyloalaniny od kwalifikacji fenyloketonurii [4]

Klasa PKU Aktywno$¢ PAHwbioptatach Stezenie fenyloalaniny
watroby - % zawartosci w surowicy krwi przed leczeniem
prawidlowe;j (umol/mg%)
fagodna 3-6 <600/10
umiarkowana 1-3 600-1200/10-20
klasyczna <1 >1200/20
125


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Agnieszka Vogt, Malgorzata Ostrowska

Wszystkie podziaty dotyczace PKUsa jednak modyfikowane i nowelizowane ze
wzgledu na postgpujace badania genetyczne nad fenyloketonurig i odkrywaniem
nowych wariantéw mutacji genu PAH [3, 5]. Jak wykazuja badania prowadzone przez
wiele zespolow naukowych z calego §wiata, fenyloketonuria nie jest prosta choroba
0 mendlowskim prawie dziedziczenia, lecz bardzo zlozong jednostka dziedziczna,
ktorej badania genetyczne moga pozwoli¢ na uzyskanie bardziej doktadnych danych
Z tego zakresu i pomdc w dostosowywaniu optymalnego sposobu leczenia. Szczegotowa
charakterystyka mutacji w okre§lonych populacjach nie tylko odgrywa kluczowg rolg
w potwierdzeniu choroby, fenotypu i przewidywaniu leczenia, ale takze stanowi uzy-
teczne narzgdzie w planowaniu i zarzadzaniu przysztymi badaniami klinicznymi. Dlatego
tez jest bardzo wazne, aby stale aktualizowaé informacje o genotypach pochodzacych
nawet z matych krajow [3].

Badania nad PKU ujawnity wiele zalezno$ci pomiedzy typem choroby a mutacjami.
Wykorzystujac metody diagnostyki molekularnej wykryto i udowodniono wystgpowanie
szerokiego spektrum mutacji w genie PAH [6].

3. Mikrobiom czlowieka

Mikrobiom czlowieka jest siedliskiem wielu gatunkéw bakterii pochodzacych
z r6znych rodzin, ale takze grzybow i wirusow. W zalezno$ci od badanej powierzchni
ludzkich tkanek mozemy okresli¢ r6znorodnos$¢ wystepujacych na nich bakterii. Bak-
terie w tym przypadku tworza tzw. biofilm, ktéry pomaga im zasiedla¢ dane srodowisko
oraz tworzy¢ nisz¢ ekologiczng dla innych bakterii z odrgbnych gatunkow. Tworzenie
biofilmu w przypadku tkanek ludzkich lub nablonkéw, np. nabtonek wyscielajacy jelita,
postrzegane jest jako koncowy pozadany efekt leczenia.Na rdznorodnos¢ bakterii,
ktore wystepujg w organizmie ludzkim ma wptywwiele czynnikow, takich jak np.
o dieta;
wiek;
prowadzony tryb i styl zycia;
typ porodu;
choroby;
dodatkowe zakazenia bakteriami obligatoryjnymi;
dysbioza majaca wieloczynnikowe pochodzenie;
predyspozycje do zakazen wirusowych lub bakteryjnych [7].

3.1. Réznica pomie¢dzy mikrobiomem i mikrobiota

Od wielu lat pojecia: mikrobiom i1 mikrobiota stosowane sg zamiennie i czgsto te
dwa pojecia mylone ze sobg. Mikrobiota sg to taksony mikroorganizméw zwigzane
np.: z czlowiekiem, natomiast mikrobiom to katalog tych mikrobow wraz z ich caltym
materialem genetycznym, ktory zawierajg te mikroorganizmy/[8].

Lista bakterii jamy ustnej wraz z opisem ich charakterystyki i informacjami geno-
micznymi jest dostgpna na stronie internetowej Human Oral Microbiome Database
(http:/vww.homd.org/, eHOMG). Strona ta jest na biezaco aktualizowana i posiada
bardzo wiele informacji na temat bakterii zasiedlajacych ludzkie géme drogi pokarmowe
i oddechowe, w tym jame ustna, gardlo, przewodow nosowy, zatoki i przetyk. Istnieja
strony internetowe, ktore sa pochodnymi strony eHOMG. Posiadaja one wszystkie
taksony mikroorganizméw z okreslonego fragmentu ludzkich tkanek zasiedlanych przez
bakterie [7].
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4. Techniki stosowane do analizy mikrobiomu oséb z fenyloketonurig

Ogromna r6znorodno$¢ mikroorganizmoéw znajdujacych si¢ na powierzchni oraz
we wnetrzu ludzkiego organizmu sugeruje, ze zbadanie tego obszaru wymaga kom-
pleksowego, zaawansowanego technologicznie zestawu narzgdzi umozliwiajacego nowe
odkrycia. Metody te pozwalaja skorygowac btedy odczytu a takze z duza precyzja
oszacowac wystepowanie poszczegolnych grup taksonomicznych w hodowli bakterii.
Szeroko stosowana strategia dekonwolucji kompleksu interakcji, zapewnienia mozliwosci
poprawy ludzkiego zdrowia, jest ona tworzona przez triade obejmujac:

e wysokorozdzielcza, wysokoprecyzyjna i wysokoprzepustowa analiz¢ biomasy
mikrobiologicznej wraz z analizami poréwnawczymi;

e testowanie hipotez w odpowiednich modelach systemow eksperymentalnych;

e badania interwencyjne u ludzi [9, 10].

Pierwszy typ badan powinien przynies¢ testowalne hipotezy odnoszace si¢ do natury
funkcji nadanych przez specyficzng mikrobiote na ludzka fizjologie, jak i dlaczego te
funkcje r6znia si¢ miedzy jednostkami (szczegdlnie miedzy osobami chorymi i zdro-
wymi), oraz ich wplywu na ludzkie zdrowie. Jednakze, aby sformutowac konkretne
hipotezy dotyczace badan mechanistycznych majacych na celu zrozumienie zaleznos$ci
pomigdzy gospodarzem a mikrobami, badania obserwacyjne powinny wskaza¢ funkcje
mikrobiomu oraz konkretne populacje drobnoustrojow, ktore je pelnia. Ponadto, badania
te powinny zidentyfikowa¢ biologicznie istotne informacje na temat wskaznikoéw
obecnego stanu zdrowia gospodarza [9, 10].

4.1. Metoda oparta o sekwencjonowanie regionu 16S rRNA

Nowa metod¢ sekwencjonowania mikroorganizméw zapoczatkowat Carl Woese.
Opisat on jako pierwszy filogenetyczne powigzania bakterii wykorzystujac ewolucyjnie
konserwowane sekwencje genomu bakteryjnego kodujacego region 16S rRNA [11].
Wsrod dziewieciu odrebnych hiperzmiennych regionéw, odcinki: V1, V2, V3 i V4,
warunkuja duzg zmiennoscig tych regionéw u bakterii. Regiony te zapewniajg rézno-
rodno$¢ mikrobiologiczng w $§wiecie bakteryjnym pozwalajac wyodrebniérozne szczepy
tego samego gatunku.

Innymi regionami wykorzystywanymi do badania 16S rRNA sg np.:

e Region V5 wykazuje najmniejsza zmienno$¢ ze wszystkich wyzej wymienionych
regionow;,

e Region VI moze by¢ wykorzystywany do réznicowania pionierskich kolonizato-
row jamy ustnej — Streptococci;

e Region V2 identyfikuje roézne filotypy Gram-ujemnych bakterii Porphyromonas
i Fusobacterium;

e Regiony V1-V3 wykazuja dominacj¢ amplifikacji: Streptococcus, Fusobacterium,
Prevotella, Porphyromonasi Bacteroides;

e Regiony V4-V6 wykazuja dominacj¢: Prevotella, Porphyromonas, Treponema,
Enterococci i Campylobacter [12].

Region V4-V6 jest uwazany za najbardziej wiarygodny odcinek, ktory reprezentuje
wigksza czes¢ genu 16S rRNA, ktory wykorzystywany jest do badania wigkszosci filoge-
néw bakteryjnych, jednakze Fusobacterium nie udato si¢ wykry¢ w tych odcinkach [12].
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Czestym wyborem byt region V1-V3, ale jego zastosowanie jest jak dotad ogra-
niczone do odczytéw o dlugosci do 750 par zasad (pz). Ponadto, region hiperzmienny
V3-V4 zostat wykorzystany do sekwencjonowania na aparacie MiSeq (Illumina), ktory
daje odczyty o dlugosci 350 pz, co moze pozwoli¢ na doktadniejsza i tansza charak-
terystyke probek mikrobiomu. Region V4-V5 jest rowniez tradycyjnie wykorzysty-
wanym regionem hiperzmiennym w badaniach bior6znorodnosci mikrobiomu opartych
0 16S rRNA. Wczesniejsze badania wykazaly, ze wybdr konkretnego regionu hiper-
zmiennego w sekwencjonowaniu 16S rRNA moze istotnie zmieni¢ postrzegang strukture
spotecznosci mikrobiologicznej. W zwiazku z tym, ocena wyboru regionow hiperzmien-
nych jest istotna, aby zminimalizowa¢ znieksztalcenia oraz niezgodno$ci w analizie
opartej na sekwencji i porownaniach mikrobioty jamy ustnej i jelita [12, 13].

Mancilla i jego wspotpracownicy [14], wykorzystali metode sekwencjonowania
regionu V4 genu 16S rRNA w celu zbadania jak najszerszej gamy drobnoustrojow
zasiedlajacych jelito grube oso6b dorostych, bez zadnych choréb metabolicznych oraz
0s0b chorych na fenyloketonurie. Do tego eksperymentu zostaty wykorzystane gotowe
zestawy odczynnikow Nextera firmy Illumina, sekwencjonowanie oraz analiza uzyska-
nych wynikow zostata przeprowadzona za pomoca sprzetu i oprogramowania firmy
Illumina. Naukowcy za pomocg narzedzi platformy Illumina zdefiniowali 65 rodzaj
mikroorganizmow. W probkach PKU wykryto nastepujace rodzaje bakterii: Bifido-
bacterium, Bacillus, Alistipes, Clostridium, Akkermansia i Bacteroides. Alternatywnie,
rodzaje, ktorych populacja zmniejszyta si¢ w probkach PKU to Lactobacillus, Porphy-
romonas, Frisingicoccus, Blautia, i Faecalibacterium w poréwnaniu z probkami
kontrolnymi [14].

Na ponizszych wykresach przedstawiono wyniki badan jakie uzyskano za pomoca
sekwencjonowania regionu V4 genu 16S rRNA dla probek pochodzacych z katu oséb
chorych na PKU, jak i zdrowych. Jak mozna zauwazy¢ najwigksza grupe bakterii
stanowig bakterie z rodziny Firmicutes w porownaniu z grupa kontrolng. Na wykresach
przedstawiono 3 najwazniejsze i najliczniejsze rodzaje mikroorganizmow zawartych
w kale. Probki badane pochodzity od dzieci natomiast grupa kontrolna pochodzita od
0s6b dorostych, zarowno od kobiet, jak i od m¢zczyzn.

Grupa kontrolna

4% 2%

M Firmicutes
B Bacteroidetes
Actinobacteria

B Proteobacteria

Rysunek 2. Poréwnanie liczebnosci rodzin bakterii u osoby zdrowej wolnej od PKU
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Grupa badana
2% 3%

M Firmicutes
M Bacteroidetes
Actinobacteria

B Proteobacteria

Rysunek 3. Poréwnanie liczebnosci rodzin bakterii u osoby chorej z PKU

Bassanini i wraz z wspolpracownikami [15] wykorzystata metode sekwencjono-
wania regionu V3 i V4 genomu 16S rRNA w podobnym celu jak Mancilla [14]. Do
tego celu uzyto probek katu pochodzacych od dzieci z PKU w przedziale wickowym
od 37 do 42 tygodnia zycia. Grupe kontrolng stanowily dzieci, ktore nie byly chore na
PKU. Probki pobrano od obu pici. Do opracowania wynikow wykorzystano metode
gPCR z wyznakowanymi starterami barwnikiem SYBERGreen komplementarnymi do
matryc bakterii Methanobrevibacter smithii. Wyniki opracowywano za pomoca platformy
METLAB (Nitick, MA, USA). Najwigksza grupa odczytang po uzyskaniu wynikdéw
dla dzieci chorujacych na PKU byt rodzaj Faecalibacterium, Ruminococcaceae, Bacte-
roidetes, Prevotellaw porownaniu z katem pochodzacym z grupy kontrolnej. Dzieci
z grupy kontrolnej charakteryzowaly si¢ inng zawarto$cig bakterii, np. bakterii z rodzaju
Blautia, Clostridium i Lachnospiracea [16].

W wielu pracach opartych na analizie genu 16S rRNA badano réwniez wazne czyn-
niki, ktore moga wplyna¢ znaczaco na odczytywanie sekwencji do ktorych zaliczy¢
mozna:

e przechowywanie probki przed ekstrakcja DNA;

e procedura ekstrakcji DNA (jakie etapy wchodzity w procedure ekstrakcji oraz
jakimi sposobami ekstrahowano probke);
uzyte startery;

e zastosowana platforma do sekwencjonowania;
wybranie regionu hiperzmiennego do odczytania sekwencji na aparacie [16].

4.2. Technika MLPA

Metoda MLPA (ang. multiplexligation-dependent probeamplification — multiplek-
sowa amplifikacja sond zalezna od ligacji) jest szeroko stosowana do identyfikacji
zmian w genach w ludzkich zaburzeniach genetycznych, ktore prowadza do rdéznych
chordob nowotworowych czy metabolicznych. Metoda ta jest wykorzystywana do iden-
tyfikacji tych zmian genetycznych, ktére sa wynikiem mutacji punktowych, insercji,
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delecji, duplikacji lub rekombinacji. Niezaleznie od ztozonosci procesu projektowania
sond, niezawodno$¢ i prostota tej metody sprawia, ze mozna jg zastosowaé do kazdego
rodzaju DNA. Metod¢ ta mozna zastosowaé do analizy bakteryjnego 16S rRNAdla
gatunkow, ktore sg juz znane [14].

Zastosowanie MLPA daje zadowalajace wyniki w jednoczesnej identyfikacji
wybranych bakterii jamy ustnej z czystych kultur, grup znanych gatunkéw, jak rowniez
DNA uzyskanego z biofilmu i probek $liny. Metode ta takze mozna wykorzysta¢ do
monitorowania zmian w §rodowisku jakim jest organizm ludzki i do badania zmian
w diecie czlowieka, ktore moga znaczaco wptyna¢ na biofilm bakteryjny [14].

Terefework 1 wsp. [17], opracowali metode identyfikacji bakterii tworzacych biofilm
bakterii zasiedlajgcych jame ustng. W tym celu probki pobrane od dzieci zostaly
poddane amplifikacji MLPA. Startery pochodzity od 8 gatunkow bakterii i ich szcze-
pow charakterystycznych z kazdej grupy: Actinomyces gerencseriae, Actinomyces
naeslundii, Actinomyces odontolyticus, Candida albicans, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis i Veillonella parvula.

4.3. PCR-DGGE

Elektroforeza w zelu gradientu denaturujacego (DGGE, ang. Denaturing gradient
gelelectrophoresis) wykazata, ze dynamika réznorodnosci wewnatrz spotecznos$ci mikro-
biologicznej moze by¢ oceniana w celu okreslenia mikrobiologicznych réznic struktu-
ralnych pomiedzy srodowiskami i ich zmian w czasie [18].

Do metody tej pozyskiwano katowe DNA i analizowano region V3 z sekwencji 16S
rRNA. Analiz¢ klasteryzacji przeprowadzono poprzez analiz¢ skupien dla wszystkich
punktow czasowych u wszystkich badanych w celu znalezienia korelacji [18].

Poszczegodlne wyniki wykazaty wzrost liczby pasm z uptywem miesigcy, co wskazuje
na wzrost zréznicowania i ztozono$ci mikrobioty, a takze rdéznic migdzyosobniczych
w profilach DGGE, bez zastosowania unikalnego wzorca. Jednakze profil PCR-DGGE
kazdego badanego ujawnit interesujacy wzor podobienstwa migdzy punktami czaso-
wymi [18].

Ponizsza fotografia przedstawia uzyskane wyniki po rozdziale prébek na zeluod
dzieci w wieku od 4 do 18 lat karmionych dieta pozbawiong fenyloalaniny [18].

1]
4
LA

w7

: ' ! ) | |
i | 1 |
Rysunek 4. Zel z PCR-DGGE obrazujacy bakteryjne pochodzace z regionu V2-V3 genu 16S rRNA
po reakcji qPCR [18]
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4.4. Analiza sekwencjonowania nowg technologia sekwencjonowania (NGS)

Sekwencjonowanie wybranych amplikondéw jest szeroko stosowanym podej$ciem
stuzacym do scharakteryzowania spolecznosci mikrobiologicznych. W tym przypadku
DNA jest ekstrahowane z probki (klinicznej) 1 poddawane amplifikacji PCR przy
uzyciu zestawu starterow PCR. Oligonukleotydy te, sa ukierunkowane na taksonomicznie
okres$lony odcinek DNA, ktory jest wspdlny dla prokariotow (bakterii i archaidow),
albo wspdlny dla mikroorganizméw eukariotycznych (grzybéw lub protisty) — nie ma
uniwersalnego genu docelowego obecnego zardéwno w prokariotycznych, jak i euka-
riotycznych krolestwach [19, 20].

Po amplifikacji, powstate amplikony sg sekwencjonowane, a nastgpnie charaktery-
zowane przy uzyciu narzedzi bioinformatycznych, ktore przeszukuja bazy danych
sekwencji referencyjnych w celu okreslenia, ktore mikroorganizmy sg obecne w probee
i w jakiej wzglednej liczebnosci. Obecnie sekwencjonowania nowej generacji (NGS,
ang. next-generation sequencing)z wykorzystaniem najnowszych protokotow NGS
opartychna r6znych amplikonach umozliwia szerokie multipleksowanie probek, po-
zwalajgc badaczom na przetwarzanie setek probek i analizowanie milionéw ampliko-
néw PCR w pojedynczej analizie NGS [19, 20].

Zdecydowanie najpowszechniej stosowanym genem taksonomicznie informujacym
wykorzystywanym w NGS jest gen 16S rRNA, bedacy uznanym markerem genetycz-
nym wykorzystywanym do identyfikacji i klasyfikacji prokariotow od czasow Woese'a
i Foxa. Woese i Fox po raz pierwszy wykorzystali rRNA do zdefiniowania trzech
domen zyciaw 1977 roku [11, 19].

Sekwencjonowanie genu 16S rRNA umozliwia badaczom na wnioskowanie o zwigz-
kach filogenetycznych drobnoustrojow, poniewaz gen 16S rRNA koduje sktadnik RNA
matej podjednostki (ang. small submitribosomal unit, SSU) rybosomoéw prokariotycz-
nych, ktore pehig istotne funkcje w procesie translacji oraz sa odpowiedzialne za two-
rzenie 1 utrzymywanie prawidtlowych korelacji miedzy gatunkami. 16S rRNA wystepuje
u wszystkich bakterii i Archea oraz charakteryzuje si¢ wolnym tempem ewolucji. Sam
gen 16S rRNA ma wielko$¢ ok. 1500 par zasad (bp), a jego struktura genetyczna
sktada si¢ z 9 wysoce konserwatywnych i 9 hiperzmiennych regionéw (V1-V9) [19,
22]. Te konserwatywne regiony moga stuzy¢ jako uniwersalne miejsca wigzania starte-
row do amplifikacji fragmentow genéw metoda PCR, podczas gdy regiony hiperzmienne
zawieraja znacznie zroznicowane sekwencje, przydatne do identyfikacji prokario-
tycznej. Poprzez pordwnanie tych regiondéw hiperzmiennych z sekwencjami genow
16S rRNAwskazanych szczepow prokariotycznych dostepnych w duzych publicznych
bazach danych, takich jak SILVA [23], RDP [24],GreenGenes [25], czy NCBI [26]
mozna sklasyfikowaé gatunki wystgpujace w badanym materiale.

Naukowcy sa w stanie dokona¢ doktadnej identyfikacji taksonéw prokariotycznych
obecnych w probkach klinicznych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze dokladna identyfikacja
taksonomiczna danych z gendéw 16S rRNA zalezy od jakosci i kompletnosci uzytych
baz referencyjnych. Wigkszos¢ referencyjnych baz danych zawiera pewna liczbe
niezidentyfikowanych i/lub stabo opisanych sekwencji, a wszystkie referencyjne bazy
danych sa niekompletne. To czesto utrudnia dokonanie doktadnej klasyfikacji taksono-
micznej sekwencji genu 16S rRNA. Co wiecej, sekwencjonowanie czgsciowych gendw
16S rRNA, ktore jest obecnie najczgsciej stosowang strategia profilowania mikrobioty,
czgsto nie ma wystarczajgcej mocy dyskryminacyjnej, aby rozr6zni¢ sekwencje proka-
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riotow na poziomie taksonomicznym gatunkow i jest zwykle ograniczona do klasyfikacji
na poziomie rodzaju. Z tego powodu stale poszukuje si¢ alternatywnychgenow marke-
rowych, ktére moga poprawi¢ rozdzielczo$¢ filogenetyczng wsrod gatunkow prokario-
tycznych. Na przyklad, analiza sekwencji genu rpoB wykazala wczesniej w porownaniu
z 16SrRNA, poprawia zdolnos¢ dyskryminacyjng do scharakteryzowania gatunkow
prokariotycznych wsérdd kilku rodzin i rodzajow bakterii, m.in. Bacillus, Enterobacte-
riaceae, Staphylococcus, i in. Gen rpoB koduje wysoce konserwatywng podjednostke
beta prokariotycznej polimerazy RNA i najwyrazniej posiada te same kluczowe cechy,
co gen 16s rRNA [19, 27].

Lifi-Holgerson i wsp., za pomoca metody NGS przeanalizowali amplikony z po-
wielenia regionu V3 i V4 genu 16S rRNA. Probki pochodzily od dzieci z przedziatu
wiekowego od 2 dni do 18 lat chorych na fenyloketonuri¢. Probki badane pochodzity
od dzieci obu plci, tak samo jak probki kontrolne. Materiat do badan byl pobierany
W szesciu grupach wiekowych:

2 dni;

3 miesigce;
18 miesigcy;
3 lata;

5 lat;

. 18 at.

Badania te mialy na celu ukazanie zasiedlania jamy ustnej bakterii dzieci chorych
na fenyloketonuri¢ w spektrum czasu[28]. Naukowcy zauwazyli, ze zmiana flory
bakteryjnej dzieci na przestrzeni czasu zmienia si¢. Zawartos¢ procentowa bakterii
W poczgtkowych latach zycia zawierala najwigkszy odsetek bakterii z typu Firmicutes,
Bacteroidetes. W okresie od 18 miesiecy do 18. r.z. zawarto$¢ bakterii z typu Firmi-
cutes spada a wzrastajg w wiekszej liczebnosci typ Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria i Fusobacteria. Analiza zawarto$ci rodzajowej na przestrzeni czasu od
18 miesiecy do 18. r.z. wykazata, Zze najwigkszy odsetek bakterii stanowi: Streptooccus,
Neisseria, Prevotella, Staphylococcus, Rothia, Gemella. Sktad microbioty jamy ustnej
u wczesniej wspomnianego okresu zycia jest bardziej zréznicowany niz w przypadku
dzieci mtodszych. W okresie zycia od 2 dni do 3 miesigcy najwigkszy odsetek rodza-
jowy bakterii stanowily bakterie z rodzaju Staphylococcusw obu grupach czasowych
i Gemella, ktora licznie wystepuje u dzieci w wieku dwdch dni. U dzieci w wieku
3 miesigcy mozna zauwazy¢ wzrost réznorodnosci flory bakteryjnej $liny niz u dzieci,
ktére maja 2 dni [28].

Ponizsze wykresy przedstawiajg badania zespotu naukowcow pod przewodnictwem
de Oliviera. Badania przeprowadzono poprzez sekwencjonowanie uzyskanych ampli-
konow. Zaobserwowano zmiany w mikrobiocie osob chorych na fenyloketonurig
Z osobami z grupy kontrolnej. Materialem badanym byto bakteryjne rDNA pochodzace
z kalu osob z grupy kontrolnej jaki i od 0s6b z PKU.Najwigksza populacj¢ bakterii
zasiedlajacych przewod pokarmowy osoby chorej z PKU zajmujg Bakteroidetes, 85%
catej populacji bakteryjnej i Firmicutes, ktore stanowia tylko 13% calej populacji
bakteryjnej. Natomiast osoby zdrowe zawieraja najwiccej bakterii z rodziny Baktero-
idetes zajmuja zaledwie 56% i Firmicutes, ktore stanowig 42% catej populacji bakte-
ryjnej. W grupie kontrolnej mozna zauwazy¢, ze bakterie z rodziny Verrucomicrobia
nie znajduja si¢ w grupie kontrolnej w przeciwienstwie do grupy z PKU [29].

AR .
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Proteobacteria

1% PKU

Verrucomicrobia

Firmicutes 1%
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Bacteroidetes
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Rysunek 5. Wyniki sekwencjonowania NGS mikrobiomu osoby chorej z PKU [30]

Proteobacteria KontrOIa
2%

Rysunek 6. Wyniki sekwencjonowania NGS mikrobiomu osoby z grupy kontrolnej wolnej od PKU [29]

5. Podsumowanie

Whprowadzenie metod sekwencjonowania do analizy mikrobiomu cziowieka wniosto
wiele dogodnych zmian, ktore zwigkszyly mozliwos¢ odczytu materiatu genetycznego
zawartego w bakteriach. Zastosowanie sekwencjonowania pozwolito na uzyskanie bar-
dziej wiarygodnych Zrodet informacji genetycznej z bakterii. Metody przesiewowe
takie jak MLPA [14, 17] czy PCR-DGGE [18] wspomogty naukowcow w sekwencjo-
nowaniu pozwalajac wyselekcjonowac odpowiednie probki. Pozyskane wyniki z analiz
mozna wykorzysta¢ do rozszerzania wiedzy na temat koegzystencji bakterii w prze-
wodzie pokarmowym ludzi w sposdb ogdlnodostepny.
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Pojawienie si¢ sekwencjonowanianowe] generacji pozwolita na uzyskanie bardziej
wiarygodnych zrodel pozyskania informacji z materiatu genetycznego bakterii przewodu
pokarmowego. Technika NGS znaczgco wplyneta na rozprzestrzenianie sie¢ wiedzy na
temat bakterii 1 nie tylko. Dzigki tej metodzie w polaczeniu z wieloma innymi techni-
kami, ktore moga poshuzy¢ jako techniki przesiewowe przed docelowym uzyciem NGS,
osiaga si¢ dobrej jakosci wyniki. Technika NGS umozliwia analiz¢ wielu amplikonow,
dzigki ktorym naukowcy moga $ledzi¢ na biezaco zmiany w zawartosci mikroflory
jelitowej lub mikroflory zawartej w $linie [19, 20, 22].

Polaczenie techniki NGS z powielaniem fragmentu 16s rRNA utatwia w znaczagcym
stopniu analizy metagenomiczne i w prosty sposob, za pomoca platform bioinforma-
tycznych ich szybka analiz¢ orazuzyskanie zadowalajacych wynikow. W tym przy-
padku wybor regionu znaczaco wptywa na pozyskane wyniki i utatwia takze obrobke
danych metagenomicznych. Metoda 16s TRNA ma wielu zwolennikéw w zastosowaniu
naukowym jak od niedawna medycznym w diagnostyce choréb bakteryjnych [19].

Ponizszy artykul ma charakter przegladowy, ktory wprowadza czytelnika w mozli-
wo$¢ pozyskanie informacji na temat kombinacji technik badania mikrobiomu ludzkiego
w celu pozyskania jak najbardziej wiarygodnych wynikow.
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Streszczenie

Badania nad bakteriami bytujacymi w danej niszyorganzimu pozwalaja na uzyskanie wartosciowych infor-
macji m.in. o trybie zycia danego organizmu, przebytych chorobach,ktéremoga znaczaco wptywac na zmiany
w mikrobiomie czlowieka. Choroby genetyczne, a szczegdlnie bedace wrodzonymi wadami metabolizmu
maja wplyw na zawarto$¢ mikrobiomu w zaleznosci od miejsca wystgpowania konkretnego gatunku, rodziny
czy rodzaju bakterii. Fenyloketonuria (PKU) jest choroba metaboliczngzwiazang m.in. z defektem w genie
hydroksylazy fenyloalaniny (PAH), ktory koduje enzym odpowiedzialny za przemian¢ fenyloalaniny do
tyrozyny. Gen ten znajduje si¢ na ramieniu dfugim chromosomu 12. naprazku 24. Choroba ta jest dzie-
dziczona w sposob autosomalny recesywny. Podloze molekularne nie jest do konca poznane ze wzglgdu na
licznie wystepujace mutacje w genie PAH. Wspodtczesna biotechnologia oraz bioinzynierig dostarczaja
nowych, bardziej zaawansowanych narzedzi do sekwencjonowania materialu genetycznego: DNA czy RNA,
z probek pochodzacych, np: ze §liny, katu, krwi czy bloczkéw parafinowych. Wiele takich metod opiera si¢
na podstawowych elementach biologii molekularnej, ktore zostaty ostatecznie przeksztalcone w bardziej
zaawansowane pod wzglgdem technologicznym, jak i informatycznym. W zaleznosci od pochodzenia probki,
np. czy to jest probka $liny, katu lub wymazu z innej czgéci przewodu pokarmowego ludzi, obszary te zasie-
dlaja rézne gatunki bakterii. Spowodowane jest to procesami jakie zachodza w przewodzie pokarmowym
cztowieka, a takze dostepnoscia sktadnikow odzywczych niezbednych do bytowania dla bakterii sSrodowisko-
wych, np. liczng rodzing zasiedlajaca jelito osob z fenyloketonurig sg bakterie Firmicutes, Bacteroides,
Actionobateriaw poréwnaniu z grupa kontrolng (bez fenyloketonurii).

Niniejsza praca przedstawia wykorzystanie molekularnych metod identyfikacji materialu genetycznego
gatunkéw bakterii znajdujacych si¢ w przewodzie pokarmowym osob, ktore choruja na fenyloketonurie.
Stowa kluczowe: fenyloketonuria, hydroksylaza fenyloalaniny, mikrobiom, techniki analizy

Techniques used to analyse the microbiome of people with phenylketonuria

Abstract

The study of bacteria living in a particular niche of the organism provides valuable information about the
lifestyle of the organism, past illnesses can significantly affect changes in the human microbiome. Genetic
diseases, and especially those that are in born defects of metabolism, affect the content of the microbiome-
depending on the location of a particular species, family, ortype of bacteria. Phenylketonuria (PKU) is
a metabolic disease associated among others with a defect in the phenylalaninehydroxylase (PAH) gene,
which encodes the enzyme responsible for the conversion of phenylalanine to tyrosine. This gene is located
on the longarm of chromosome 12 of strand 24. The disease is inherited in an autosomal recessive manner.
The molecular basis is not fully understood due to numerous mutations in the PAH gene. Modern
biotechnology and bioengineering are providing new, more advanced tools to sequence genetic material:
DNA or RNA, from samples such as saliva, feces, blood, or paraffin blocks. Many such methods are based
on basic elements of molecular biology, which were eventually transformed into more advance dones in
terms of technology and information technology. Depending on the origin of the sample, e.g. whether it is
asaliva, feces sample, or a swab from another part of the human gastrointestinaltract, different bacterial
species inhabitt hese areas. This is due to the processes that occur in the human digestive tract, as well as
the availability of nutrients necessary for the existence of environmental bacteria, e.g. an abundant family
colonising the intestine of people with phenylketonuria are Firmicutes, Bacteroides, Actionobateria
compared to the control group (without phenylketonuria).

This paper presents the use of molecular methods to identify the genetic material of bacterial species found
in the gastrointestinaltract of people who suffer from phenylketonuria.

Keywords: phenylketonuria, phenylalaninehydroxylase, microbiome, analysis techniques
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Cukrzyca MODY: heterogennos¢ genetyczna,
metaboliczna i kliniczna

1. Wprowadzenie — cukrzyca typu MODY - definicja, klasyfikacja, obraz
kliniczny

Cukrzyca MODY (akronim od ang. Maturity Onset Diabetes of the Young) [Online
Mendelian Inheritance in Men database OMIM # 606391] to rzadka, monogenowa
i nicautoimmunologiczna posta¢ cukrzycy. Szacuje sig, ze wystepuje u 2% pacjentow
z cukrzyca. Ta heterogenna grupa zaburzen endokrynologicznych jest dziedziczona
autosomalnie dominujaco. Manifestuje sie zwykle przed 25. rokiem zycia. Wyrdzniono
14 podtypéw MODY. Najczesciej wystepujace podtypy przypisuje sie mutacjom
w genach kodujgcych glukokinaze (GCK) i czynniki jadrowe hepatocytow (ang. hepa-
tocyte nuclear factor, HNF). Obraz kliniczny MODY jest podobny do cukrzycy typu 1
i 2, dlatego pacjenci sg czegsto biednie diagnozowani [1]. Cechami, odrdzniajgcymi
MODY od cukrzycy typu | (ang. diabetes mellitus 1, DM1), sa: brak autoprzeciwciat
przeciw wyspom trzustkowym, endogenna produkcja insuliny 3-5 lat po pojawieniu si¢
cukrzycy, mierzalny peptyd C w obecnosci hiperglikemii, niskie zapotrzebowanie na
insuling w trakcie leczenia, brak kwasicy ketonowej w sytuacji pominigcia insuliny [2].
Natomiast cechy przemawiajace za MODY, anietypowe dla DM2, to: poczatek cu-
krzycy przed 45. rokiem zycia, brak znacznej otytosci, brak rogowacenia ciemnego,
prawidlowy poziom trojglicerydéw i/lub prawidlowy lub podwyzszony poziom lipo-
protein o wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins, HDL). Ponadto MODY
charakteryzuje si¢ tagodna, stabilng hiperglikemig na czczo, ktdra nie postepuje lub nie
reaguje znaczgco na leczenie farmakologiczne i ekstremalng wrazliwoscig na pochodne
sulfonylomocznika. Niektore podtypy MODY mogg wigza¢ si¢ z chorobami nerek,
jelita, a nawet watroby [3].

2. Zréznicowanie genetyczne, metaboliczne i kliniczne

Zidentyfikowano lgcznie 14 podtypéw MODY, z ktoérych 1-6 zaliczane sa do pod-
typow gtownych. Wigkszos¢ genow, ktorych mutacje sa zwigzane z MODY, koduje
czynniki transkrypcyjne ulegajace ekspresji w komorkach B trzustki. Wyjatek stanowi
gen GCK, ktorego mutacje charakterystyczne s dla MODY 6. Okreslenie podtypu MODY
jest wazne ze wzgledu na zwigzek podtypu z wiekiem wystgpienia choroby, przebie-
giem klinicznym, progresja, rodzajem hiperglikemii i odpowiedzia na leczenie [4].
Wigkszos¢ pacjentow z MODY wykazuje kliniczne cechy izolowanej postaci cukrzycy
lub tagodnej hiperglikemii na czczo. Jednak niektoére podtypy MODY sa zwigzane
z dodatkowymi objawami, takimi jak nieprawidtowosci nerek (MODY'5) lub zewnatrz-
wydzielnicza dysfunkcja trzustki (MODYS) [5]. W niniejszym przegladzie opisano

! e.medrek@student.uksw.edu.pl, Studenckie Koo Naukowe ,,Immunis”, Wydziat Medyczny. Collegium
Medicum, Uniwersytet Kardynata Stefana Wyszynskiego w Warszawie, https://wmecm.uksw.edu.pl/.
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gléwnie zroznicowanie kliniczne, metaboliczne, genetyczne szesciu gléwnych podtypow
cukrzycy typu MODY.

MODY 2 [OMIM # 125851] jest postacig zwigzang z mutacjg genu dla glukokinazy
(GCK), ktora katalizuje konwersje glukozy do glukozo-6-fosforanu, a tym samym
kontroluje wydzielanie insuliny w odpowiedzi na obecno$¢ glukozy. W >1000 przypad-
kach zidentyfikowano ponad 600 mutacji w GCK, a zmiany te byly dodatnio skore-
lowane zar6wno z objawami hiperglikemii, jak i hipoglikemii [6]. Zasadniczo mutacje
te podnosza prog glukozy dla wydzielania insuliny, przyczyniajac si¢ do wzrostu po-
ziomu glukozy w osoczu na czczo (5,5-8,0 mmol/l). Tacy pacjenci wykazuja niewielki
wzrost stezenia cukru w osoczu po 2 godzinach podczas doustnego badania tolerancji
glukozy (OGTT; wzrost 0 4,5 mmol/l = 90. percentyl) [7].

MODY 3 [OMIM # 600496] jest postacig zwigzang z mutacja genu HNF1A (ang.
hepatocyte nuclear factor 1 homeobox A), ktory koduje czynnik transkrypcyjny, ule-
gajacy ekspresji w watrobie, nerkach, jelitach i komoérkach B trzustki. Najczestsza
mutacjg jest P291fssC w eksonie 4. Heterozygotyczne mutacje w HNF1A powoduja
postepujacy niedobdr insuliny, ktory objawia sie tagodna hiperglikemia w dziecinstwie
i cukrzyca we wczesnej dorostosci [8]. U pacjentow z MODY 3 ryzyko powiktan
mikronaczyniowych i makronaczyniowych jest podobne do obserwowanego u pacjentow
z cukrzyca typu 1 i 2. Co ciekawe, u nosicieli mutacji HNF1A przed zachorowaniem
na cukrzyce rozwija si¢ glikozuria popositkowa, co prawdopodobnie jest zwigzane
z dysfunkcja kanalikow nerkowych [9].

MODY 1 [OMIM # 125850] jest postacig zwigzang z mutacjg genu HNF4A (ang.
Hepatocyte Nuclear Factor 4 Alpha), ktory koduje czynnik transkrypcyjny, regulujacy
ekspresje genow niezbednych do transportu i metabolizmu glukozy. Mutacje w HNF4A
sa stosunkowo rzadkie i stanowig okoto 5% wszystkich przypadkéw MODY [10].
Fenotypowo MODY'1 objawia si¢ postgpujacym niedoborem insuliny, podobnym do
obserwowanego w MODY3. Ponadto gen HNF4A jest zwigzany z metabolizmem
triglicerydow, a nosiciele mutacji moga wykazywaé obnizony poziom apolipoprotein
(apoAll, apoCIII i apoB) [10]. Heterozygotycznos¢ ptodowego HNF4A prowadzi do
makrosomii z powodu hiperinsulinemii w macicy, a nastgpnie przemijajacej lub trwate;j
hipoglikemii u noworodka. Hiperinsulinizm zwigzany z MODY1 na og6t ustepuje
W okresie niemowlecym, po czym nastepuje stopniowy spadek endogennej produkcji
insuliny i progresja cukrzycy w okresie dojrzewania [10].

MODY 5 jest podtypem, spowodowanym mutacja genu HNF1B (ang. HNF1
Homeobox B), ktory koduje czynnik transkrypcyjny, bioracy udziat w organogenezie
nerek, drog moczowo-ptciowych, watroby, ptuc, jelit i trzustki [11]. W zwigzku z tym
u wiekszosci nosicieli mutacji HNF1B wystepuja wady rozwojowe nerek, takie jak
torbiele nerek, dysplazja nerek, wady drog moczowych i hipoplastyczna ktgbuszkowa
choroba nerek [12]. Czegstym zjawiskiem jest takze cukrzyca, ktora rozwija si¢
w okresie dojrzewania lub wczesnej dorostosci i zwykle prowadzi do insulinoopornosci
z powodu hipoplazji trzustki. Ponadto pacjenci z MODY 5 wykazujg dyslipidemie, w tym
niskie stezenie lipoprotein o duzej gestosci i podwyzszony poziom triglicerydow [5].

MODY 4 [OMIM # 606392] to bardzo rzadki podtyp cukrzycy, zwigzany z mutacja
czynnika transkrypcyjnego PDX1 (ang. pancreatic and duodenal homeobox), koduja-
cego homeodomene, ktéry wplywa na rozwdj zewnatrzwydzielniczych i wewnatrz-
wydzielniczych przewoddéw trzustkowych. Mutacje homozygotyczne w PDXf1 powoduja
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agenezje 1 hipoplazje trzustki oraz trwala cukrzyce noworodkow [13]. Z kolei mutacje
heterozygotyczne prowadza do uposledzenia funkcji komoérek B trzustki i hipergli-
kemii, w tym do trwalej cukrzycy noworodkowej [5].

MODY 6 [OMIM # 606394] jest podtypem, zwigzanym z mutacja genu NEUROD1
(ang. neuronal differentiation 1), zaangazowanego w rozwdj trzustki i neuronéw. Od-
grywa kluczowg rol¢ w dojrzewaniu i funkcjonowaniu komorek beta trzustki. Wysepki
Langerhansa pozbawione NEUROD1 stabo reagujg na glukoze i wykazujg profil meta-
boliczny zblizony do niedojrzalych komorek B. Heterozygotyczne mutacje w NEUROD1
wywoluja cukrzyce o wczesnym poczatku, podczas gdy mutacje homozygotyczne
moga powodowac cukrzyce noworodkow, nieprawidtowosci neurologiczne i trudnosci
W uczeniu si¢ [13, 14].

3. Diagnostyka

Bardzo istotne jest prawidtowe zdiagnozowanic MODY. W diagnostyce tej choroby
wykonywanymi badaniami laboratoryjnymi sg: stezenie glukozy w surowicy na czczo,
ktére w MODY miesci si¢ w przedziale 99-144 mg/dl (5,49-7,99 mmol/l) oraz poziom
hemoglobiny glikowanej Alc w surowicy, ktory typowo ma zakres 5,6-7,3% (38-56
mmol/mol) w wieku <40 lat i 5,9-7,6% (41-60 mmol/mol) w wieku >40 lat. Rowniez
przydatna jest ocena poziomu biatka C-reaktywnego o wysokiej czutosci (ang. high-
sensitive CRP, hsCRP), poniewaz warto$ci te sg nizsze w HNF1A- MODY ( <0,75 mg/L)
niz w innych postaciach cukrzycy. Podstawa diagnozy sa badania genetyczne. Pacjenci
kwalifikowani do badan genetycznych obejmuja nieotyte osoby z hiperglikemia, bra-
kiem dowodow na autoimmunizacj¢ B-komorkowa, z zachowang funkcja komorek 8
i pacjentow z historig rodzinng podobnego typu cukrzycy wsrod krewnych pierwszego
stopnia. Mutacje genow, przypisanych konkretnym podtypom MODY, wykrywa si¢
w testach ukierunkowanych na geny (seryjny pojedynczy gen lub panel wielogenowy)
albo w kompleksowych testach genomowych (analiza mikromacierzy chromosomalnych
lub sekwencjonowanie egzomu), w zaleznosci od fenotypu. Ukierunkowane badania
genetyczne wykonuje si¢ zaleznie od obrazu klinicznego pacjenta. Na jego podstawie
do badan sg wybierane okreslone geny. Zatem technika ta jest wlasciwa, jesli pacjent
prezentuje objawy charakterystyczne dla pewnych podtypow MODY. Testy genetyczne
przeprowadza si¢ seryjnie. Na poczatku dokonuje si¢ analizy sekwencji prawdopo-
dobnych genow. U pacjentéw z klasycznymi objawami MODY w pierwszej kolejnosci
bada si¢ HNF1A i kolejno HNF4A oraz GCK. Jesli jednak glukoza na czczo wynosi od
5,5 do 8,5 mmol/ 1, to nalezy najpierw przetestowa¢ GCK, i dopiero w nast¢pnej
kolejnosci HNF1A oraz HNF4A. W sytuacji, gdy pacjent ma zaburzenia czynnosci
nerek i trzustki oraz wystepuja u niego zaburzenia ze strony uktadu moczowo-ptciowego,
nalezy rozpocza¢ od badania HNF1B. Jesli nie zostanie wykryty polimorfizm pojedyn-
czego nukleotydu, nalezy dokonaé analizy delecji i duplikacji celem wykrycia mutacji
takich genow, jak CEL, GCK, HNF1A, HNF1B i HNF4A. Ta metoda diagnostyczna
jest czasochtonna i kosztowna. Alternatywa sg panele wielogenowe, ktore sktadaja si¢
z 14 znanych gené6w MODY i innych wybranych genow. Ta metoda celuje w kilka
gendw naraz 1 wyklucza testowanie niepotrzebnych wariantéw, dlatego jest bardziej
optacalna. W sytuacji, gdy pacjent nie prezentuje wyraznych cech klinicznych, stosuje
si¢ sekwencjonowanie calego egzomu o wysokiej przepustowosci. Ta metoda nie
wymaga od klinicysty okreslenia, ktory gen jest prawdopodobnie przyczyna wystapienia
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MODY. Sekwencjonowanie catego egzomu daje pelny obraz wystepujacych mutacji,
co niewatpliwe jest zaleta w stosunku do testow ukierunkowanych na geny. Sekwen-
cjonowanie catego egzomu jest stosunkowo nowe i niesie ze sobg duzy potencjat.
Koszt testow genetycznych w kierunku MODY moze by¢ sporym obcigzeniem dla
0sob fizycznych. Jednak wykrycie MODY 1 okreslenie jej podtypu jest bardzo wazne
w aspekcie planowania leczenia 1 poprawy jako$ci zycia. Testowanie genow MODY
w rodzinie obcigzonej chorobg moze pomédc w wykryciu wariantow MODY u predys-
ponowanych czlonkéw i wdrozeniu leczenia odpowiednio szybko, zanim dojdzie do
nieodwracalnych skutkéw i rozwiniecia cukrzycy. Ponadto doktadne badania genetyczne
wskazuja na mozliwos¢ wystepowania konkretnych powiktan i w ten sposéb umozli-
wiajg zmniejszenie wydatkow na leczenie. Na przyktad MODY zwigzana z mutacjami
HNF1A i HNF4A charakteryzuje si¢ powiktaniami mikronaczyniowymi, ktore mozna
leczy¢ za pomoca niskiej dawki pochodnych sulfonylomocznika, zamiast stosowania
rygorystycznej insulinoterapii. Z kolei MODY spowodowana mutacjami mutacji GCK
wykazuje mniej powiktan mikronaczyniowych i moze nie wymaga¢ zadnego leczenia
[3, 15]. Badania genetyczne sg kluczowe w diagnostyce MODY, pozwalaja na ustalenie
jej podtypu oraz zaplanowanie leczenia.

4. Leczenie

W leczeniu cukrzycy MODY nalezy uwzgledni¢ zréznicowang etiologi¢ tej choroby
oraz rozne rodzaje mutacji genetycznych [16]. Istnieje wiele lekow majacych zastoso-
wanie w procesie leczenia, sposrod ktorych najpopularniejsze to pochodne sulfonylo-
mocznika, meglitynidy oraz insulina [2].

Cukrzyce MODY 1 leczy si¢ przewaznie dieta niskoweglowodanowa lub matymi
dawkami sulfonylomocznika. Insulinoterapia jest wykorzystywana w leczeniu zaawan-
sowanej postaci choroby lub w cigzy. Mozliwa jest tez terapia agonistami glukagono-
podobnego peptydu-1 (ang. glucagon-like peptide 1, GLP-1) [3]. Cukrzyca MODY 2
zazwyczaj ma dobre rokowanie i nie wymaga leczenia. Dopuszcza si¢ stosowanie
insuliny w trakcie cigzy. Cukrzycg MODY 3 leczy si¢ pochodnymi sulfonylomocznika
(dodatkowo moga by¢ stosowane meglitynidy, agonisci GLP-1, inhibitory kotransportera
sodowo-glukozowego typu 2 (ang. sodium/glucose cotransporter 2, SGLT-2) oraz
insulina) [17]. W terapii MODY 4 stosuje si¢ leki hipoglikemizujace oraz insuling.
Cukrzyce MODY 5 leczy si¢ glownie pochodnymi sulfonylomocznika lub repaglinidem
oraz insuling. Wazne, aby leczenie insuling rozpocza¢ mozliwie jak najwczesniej [3].
W typie MODY 6 podaje si¢ doustne leki hipoglikemizujace, insuling oraz stosuje si¢
diete. MODY 7 i 8 leczy si¢ glownie doustnymi lekami hipoglikemizujacymi oraz
insuling. W leczeniu MODY 9 stosuje si¢ diete, doustne leki hipoglikemizujace oraz
insuline [3, 18]. MODY 10 leczy si¢ gtéwnie dietg oraz insuling [1]. W leczeniu
MODY 11 stosuje si¢ diete, doustne leki hipoglikemizujace i insuling. Leczeniem
z wyboru cukrzycy MODY 12 i 13 sag pochodne sulfonylomocznika. MODY 14 jest
leczona gtéwnie dieta, doustnymi lekami hipoglikemizujacymi oraz insuling [3,18].

Podsumowujac, szerokie wykorzystanie ma insulina, ktora stosuje si¢ w typie
MODY 1, MODY 3, MODY 4, MODY 5, MODY 6, MODY 7, MODY 8, MODY 9,
MODY 10, MODY 11 oraz MODY 14. Modyfikacje diety sa wykorzystywane glownie
w terapii cukrzycy typu MODY 1, MODY 9, MODY 10, MODY 11, MODY 14.
Doustne leki hipoglikemizujace znajdujg zastosowanie w takich typach cukrzycy MODY
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jak: MODY 1, MODY 3 (w potgczeniu z meglitynidami, agonistami GLP-1 oraz inhi-
bitorami SGLT-2), MODY 4, MODY 5 (preferowana jest pochodna sulfonylomocznika
lub repaglinid), MODY 6, MODY 7, MODY 8, MODY 9, MODY 11 oraz MODY 12,
MODY 13 (w typie 12 i 13 preferowane sa pochodne sulfonylomocznika) oraz MODY
141, 6].

5. Podsumowanie

Cukrzyca MODY to rzadka choroba genetyczna; do tej pory wyrdzniono 14 jej
podtypow. Obraz kliniczny tej choroby jest zblizony do cukrzycy typu 1 i 2. Jednak
istnieje wiele cech odrézniajacych cukrzyce typu MODY od pozostalych jej typow.
Naleza do nich migdzy innymi: brak kwasicy ketonowe;j, brak autoprzeciwcial przeciwko
wyspom trzustkowym, mozliwos¢ wytwarzania endogennego insuliny, brak znacznej
otyloSci oraz wiele innych. Zroznicowanie genetyczne poszczegdlnych podtypdéw
cukrzycy MODY prowadzi do powstania réznych fenotypéw metabolicznych choroby,
co jest istotne w dobraniu odpowiedniego postgpowania klinicznego. Podtypy MODY
1-6 to podtypy glowne. Bardzo istotne jest odpowiednie zdiagnozowanie cukrzycy
MODY. W tym celu mozna postuzy¢ si¢ badaniami takimi jak: ocena stezenia glukozy
W surowicy na czczo, ocena poziomu hemoglobiny glikowanej HbAlc w surowicy,
test hsCRP oraz badaniami genetycznymi, ktore stanowig podstawe diagnostyki poszcze-
g6Inych podtypow choroby. W leczeniu nalezy uwzgledni¢ zréznicowang etiologie
choroby. W terapii szerokie zastosowanie majg: dieta niskoweglowodanowa oraz leki
takie jak pochodne sulfonylomocznika, meglitynidy oraz insulina.
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Cukrzyca MODY: heterogenno$¢ genetyczna, metaboliczna i kliniczna

Streszczenie

Celem pracy jest przedstawienie najnowszych danych dotyczacych etiopatogenezy, diagnostyki i leczenia
cukrzycy typu MODY (ang. maturity-onset diabetes of the young), co moze mie¢ znaczenie w kontekscie
lepszego zrozumienia tej rzadkiej choroby.

Cukrzyca typu MODY nalezy do rzadkich, wrodzonych, monogenowych, najczesciej dziedziczonych auto-
somalnie dominujaco postaci cukrzycy, charakteryzujacych si¢ przebiegiem klinicznym zblizonym do
cukrzycy typu 2. Jest uwarunkowana genetycznie, a fenotyp zalezny jest od lokalizacji mutacji genowych.
Aktualnie wyrdznia si¢ 14 podtypow MODY, warunkowanych mutacjami réznych genéw. Fenotypowo
podtypy MODY r6znig si¢ wiekiem wystapienia, przebiegiem klinicznym, rodzajem hiperglikemii i odpo-
wiedzig na leczenie. Najczesciej wystepuja podtypy 2 i 3. Najtagodniejszym i najlepiej poznanym podtypem
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MODY jest MODY 2, spowodowany mutacja genu GCK dla glukokinazy. MODY ujawnia si¢ zazwyczaj
w 2-3 dekadzie zycia. Badania diagnostyczne obejmujg oznaczanie glikemii na czczo badz test doustnego
obcigzenia glukoza (OGTT). Istotne jest, aby wsrdd pacjentdw z rozpoznang w przesztosci cukrzyca typu 1
Iub 2 o niejednoznacznym przebiegu, wykona¢ badania molekularne. Pozwala to na ustalenie prawidto-
wego rozpoznania i ustalenia podtypu MODY, co ma kluczowe znaczenie dla planowania postepowania
klinicznego.

Stowa kluczowe: cukrzyca typu MODY, zr6znicowanie, leczenie, diagnostyka

MODY diabetes: genetic, metabolic and clinical heterogeneity

Abstract

The aim of this study is to present the latest data on etiopathogenesis, diagnosis and treatment of maturity-
onset diabetes of the young (MODY), which may be important in the context of a better understanding of
this rare disease.

MODY diabetes belongs to rare, congenital, monogenic, mostly autosomal dominantly inherited forms of
diabetes, characterized by clinical course similar to type 2 diabetes. It is genetically determined and the
phenotype depends on the location of gene mutations. Currently, there are 14 subtypes of MODY, condi-
tioned by mutations of different genes. Phenotypically, MODY subtypes differ in age of onset, clinical
course, type of hyperglycaemia and response to treatment. The most common subtypes are 2 and 3. The
mildest and best known subtype of MODY is MODY 2, caused by a mutation in the GCK gene for gluco-
kinase. MODY usually manifests itself in the 2-3 decade of life. Diagnostic tests include fasting blood
glucose or oral glucose tolerance test (OGTT). It is important to perform molecular tests among patients
with a history of ambiguous type 1 or type 2 diabetes. This allows to establish the correct diagnosis and to
determine the subtype of MODY, which is crucial for planning clinical management.

Keywords: MODY diabetes, differentiation, treatment, diagnosis
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Cukrzyca, otylos¢ i przewlekle nadcisnienie tetnicze
jako czynniki ryzyka stanu przedrzucawkowego
W cigzy

1. Cel publikacji

Celem pracy jest omowienie zagadnienia stanu przedrzucawkowego U kobiet
W cigzy, ze szczegdlnym uwzglednieniem czynnikow ryzyka, w szczegdlnosci cukrzycy,
otylosci i przewlektego nadcisnienia tetniczego.

2. Metodyka

Praca ma charakter przegladowy. Przegladu pismiennictwa naukowego dokonano
z wykorzystaniem bazy danych PubMed NCBI (National Centre of Biotechnological
Information), Google Scholar i innych. Wyszukiwania publikacji oparto na hastach
takich jak: ,,preeclampsia”, ,,diabetes AND preeclampsia”, ,,obesity AND preeclampsia”,
,,chronic arterial hypertension AND preeclampsia”.

3. Stan przedrzucawkowy — definicja i epidemiologia

Stan przedrzucawkowy okreslany takze mianem preeklampsji albo zatrucia cigzo-
wego stanowi zespot objawow chorobowych, ktore moga wystapic u kobiet po 20. tygod-
niu cigzy. W rzadkich przypadkach moze rozwina¢ si¢ w trakcie porodu lub potogu.
Stan przedrzucawkowy jest niebezpieczny z tego wzgledu, ze moze zagraza¢ dobrosta-
nowi i zyciu ptodu i/lub kobiety cigzare;j. Zatrucie cigzowe charakteryzuje si¢ podwyzszo-
nym ci$nieniem t¢tniczym krwi (>140/90 mm Hg), ktéoremu zwykle towarzyszy biatko-
mocz, ktory definiuje si¢ jako utrate >300 mg biatka na dobe [1]. W przypadku nie-
obecnosci biatkomoczu stan przedrzucawkowy mozna stwierdzi¢ na podstawie objawow
dodatkowych, takich jak: bole glowy, bdle w nadbrzuszu, zaburzenia widzenia, mato-
plytkowos¢, wzrost aktywnos$ci enzymow watrobowych, ktére mozna oznaczy¢ w bada-
niach laboratoryjnych [2]. Preeklampsje charakteryzuje wspotwystepowanie zwigkszo-
nego systemowego oporu naczyniowego, wzmozonej aktywacji plytek krwi, aktywacji
uktadu krzepniecia oraz zaburzen czynnosci srodblonka. Przyczyng tego stanu sg zabu-
rzenia czynnosci tozyska, co potwierdza szybkie ustepowanie stanu przedrzucawkowego
po porodzie. W nerkach dochodzi do zmian czynno$ciowych i morfologicznych, zmniej-
sza si¢ przesaczanie klebuszkowe, w skrajnych wypadkach mogg wystapi¢ objawy
uszkodzenia nerek [3]. Stan przedrzucawkowy dotyczy 2-15% wszystkich cigz i stanowi
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wiodaca przyczyne zgonu matki w krajach rozwijajacych si¢. Statystycznie powoduje
ok. 50 000-70 000 przypadkow zgonoéw u cigzarnych w ciagu roku, co wynosi okoto
14% [4]. W krajach rozwinigtych dzigki odpowiedniej opiece ryzyko zgonu z powodu
stanu przedrzucawkowego zostato ograniczone. Stan przedrzucawkowy jest tez glowna
przyczyng jatrogennego porodu przedwczesnego i w duzej mierze przyczynia si¢ do
zwigkszenia kosztow opieki zdrowotnej zwigzanej z wczesniactwem [5].

4. Patogeneza stanu przedrzucawkowego

Patogeneza stanu przedrzucawkowego obejmuje czynniki genetyczne, matczyne
oraz immunologiczne. W prawidlowym lozysku zmiany w tetnicach spiralnych rozcig-
gaja si¢ do mie$nidwki macicy, podczas gdy w stanie przedrzucawkowym ograniczaja
sie do doczesnej co skutkuje hipoperfuzja macicy 1 wyzsza predkoscia przeptywu krwi.
W wyniku uposledzenia perfuzji tozyskowej wyksztalca si¢ tozysko o wysokim oporze
naczyniowym. W mechanizmie molekularnym w prawidfowym rozwoju tozyska zachodzi
proces zwany ,,pseudo-waskulogeneza” lub ,,mimikrg naczyniowa” — cytotrofoblasty
r6éznicuja si¢ z fenotypu nabtonkowego w $rddbtonkowy. Jednak w stanie przedrzu-
cawkowym cytotrofoblasty nie naciekaja tetniczek spiralnych i jednoczesnie nie
wykazujg ekspresji markerow adhezji $srodbtonka, takich jak: VE-kadheryna, integryna
alPl i aVP3, co sugeruje, ze mechanizmy przyczyniajace si¢ do niedokrwienia tozyska
rozpoczynajg si¢ na bardzo wczesnym etapie cigzy. U cigzamnych ze stanem przedrzu-
cawkowym stwierdza si¢ wysoki poziom receptora naczyniowego czynnika wzrostu
$rodbtonka typu 1 (sFLT1) oraz wysoki poziom czynnika indukowanego hipoksja 1
(HIF1a), ktory wraz z czynnikiem indukowanym hipoksja 2 (HIF2a) regulujg ekspresje
genow indukowanych hipoksja, w tym: erytropoetyny, czynnika wzrostu $rédblonka
naczyniowego (VEGF) i syntazy tlenku azotu (NO). Stres oksydacyjny odgrywa klu-
czowg role w rozwoju tozyska. W stanie przedrzucawkowym wystepuje zaburzenie stanu
rownowagi mi¢dzy mechanizmami antyoksydacyjnymi i prooksydacyjnymi co wynika
z nieprawidlowej przebudowy tetnic spiralnych tozyska. Na poziomie histologicznym
zmiany patologiczne stanu przedrzucawkowego i rzucawkowego charakteryzujg si¢
rozleglymi zmianami $rodblonka w roznych narzadow. Nadmierny poziom antyangio-
gennego czynnika sFLT1, wytwarzanego w fozysku i uwalnianego do matczynego kra-
zenia, indukuje dysfunkcje §rodbtonka matki. Wysoki stosunek sFLT1:PIGF w osoczu
sa rowniez silnymi predyktorami ciezkosci choroby i niekorzystnych wynikéw klinicz-
nych. Innym waznym mediatorem dysfunkcji srddbtonka w stanie przedrzucawkowym
jest obnizenie produkcji NO, ktory jest silnym $rodkiem rozszerzajagcym naczynia
krwionosne i przeciwutleniaczem, a takze uczestniczy w dziataniu fozyskowego czynnika
wzrostu (PIGF) i VEGF in vitro. U kobiet ze stanem przedrzucawkowym wykazano
obnizony poziom krazacego siarkowodoru (H2S), ktory uczestniczy w szlaku roz-
szerzania naczyn i angiogenezy oraz wysoki poziom endoteliny 1 (ET1). ET1 jest silnym
srodkiem zwezajacym naczynia krwionosne i stanowi czynnik ryzyka w rozwoju
nadci$nienia i uszkodzenia nerek, ktére pojawiaja si¢ w wyniku blokady VEGF [6].

W patogenezie nadci$nienia wystepujacego w stanie przedrzucawkowym nie po-
sredniczy uktad renina-angiotensyna-aldosteron, gdzie w odréznieniu od fizjologicznego
wzrostu ci$nienia w prawidlowej ciazy, warto$ci te pozostaja niskie. W nadci$nieniu
tym posrednicza czynniki antyangiogenne i agonistyczne autoprzeciwciata, ktore wigza
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si¢ z receptorem angiotensyny II typu 1 rozwijajgce sie¢ u kobiet ze stanem przed-
rzucawkowym [6].

Ponadto stan przedrzucawkowy charakteryzuje si¢ brakiem rownowagi w profilu
limfocytow T, z przewagg limfocytow T pomocniczych 1 i zwigzanych z nimi cytokin,
takich jak interferon y (IFNY) i czynnik martwicy nowotworow (TNF). Ta dysregulacja
prawdopodobnie przyczynia si¢ do rozwoju nieprawidlowego tozyska i wynikajacego
z tego stanu zapalnego u matki i dysfunkcji $rodbtonka. Zaburzenie réwnowagi
czynnikow angiogennych aktywuje dopetniacz, ktory doprowadza do rozwoju stanu
przedrzucawkowego, atypowego zespotu hemolityczno-mocznicowego, mikroangiopatii
zakrzepowej (TMA) oraz zespotu HELLP [6].

5. Czynniki ryzyka stanu przedrzucawkowego

Wsrod czynnikéw wysokiego ryzyka stanu przedrzucawkowego wyrdznia si¢ sch-
orzenia matki takie jak przewlekte nadcisnienie i nadci$nienie wystepujace w obecnej
cigzy, przewlekta choroba nerek i choroby autoimmunologiczne oraz cukrzyca typu 1
i 2. Czynnikami $redniego ryzyka sg migdzy innymi pierwsza cigza lub sytuacja gdy od
ostatniej cigzy mingto co najmniej 10 lat, wiek po 40. roku zycia, cigza wieloptodowa,
otylo$¢ oraz wystepowanie przypadkow stanu przedrzucawkowego w rodzinie. Dodat-
kowo takie czynniki jak migrena, bolesne miesigczkowanie, zakazenia, czynniki gene-
tyczne, zaburzenia snu we wczesnej Ciazy, a takze techniki wspomaganego rozrodu
réwniez przyczyniajg si¢ do rozwoju stanu przedrzucawkowego [7].

5.1. Stan przedrzucawkowy u kobiet z cukrzycg typu 1i 2

Cigza o prawidlowym przebiegu charakteryzuje si¢ wzgledng opornoscia na insuling
i hiperinsulinemie, co warunkuje odpowiednie odzywianie rozwijajacego si¢ ptodu.
Zgodnie z ta hipoteza, zaburzenia charakteryzujace si¢ dysfunkcijg fozyska mogg pro-
wadzi¢ do hipotrofi ptodéw oraz niedorozwoju strukturalnego i funkcjonalnego poszcze-
gdlnych narzadow. Wykazano, iz stan przedrzucawkowy jest zwigzany ze zwigkszona
hiperinsulinemia, nieprawidtowa akumulacja glikogenu tozyskowego oraz zaburzeniami
Sciezki sygnalizacyjnej insuliny, co moze prowadzi¢ do rozwoju insulinoopornosci,
ktora wydaje si¢ dziataé synergistycznie z zaburzonymi czynnikami angiogennymi,
powodujgc zwigkszenie ryzyka stanu przedrzucawkowego [8].

Istniejaca wczesniej cukrzyca jest czynnikiem ryzyka stanu przedrzucawkowego.
W poréownaniu ze stosunkowo niska czestoScia wystgpowania stanu przedrzucawko-
wego u kobiet bez cukrzycy (2-7%) stan przedrzucawkowy rozpoznawany jest w 15-20%
cigz u kobiet z cukrzyca typu 1 1 10-14 % cigz u kobiet z cukrzyca typu 2 [8]. Otylos¢
jest wspolnym czynnikiem ryzyka zaréwno stanu przedrzucawkowego, jak i cukrzycy
typu 2, jednak podwyzszone ryzyko wystapienia stanu przedrzucawkowego wsrod
kobiet z cukrzyca typu 2 utrzymuje sie takze przy optymalnej masie ciala i prawidlo-
wym wskazniku BMI. W badaniu populacyjnym w stanie Waszyngton wykazano, ze
istniejaca wczesniej cukrzyca byla czynnikiem ryzyka zard6wno wczesnego poczatku
(rozpoznanie przed 34 tygodniem cigzy; wspotczynnik ryzyka (HR): 1,87, 95% prze-
dziat ufnosci (CI): 1,60-2,81 ), jak i péznego poczatku (HR: 2,46, 95% CI: 2,32-2,61)
stanu przedrzucawkowego u ci¢zarnych [9]. Ponadto wykazano, ze czynnikami pre-
dysponujacymi do wystgpienia stanu przedrzucawkowego u kobiet z cukrzyca typu 1
i typu 2 s3: zaawansowany wiek matki, przebyty stan przedrzucawkowy, nadcisnienie
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tetnicze, dluzszy czas trwania cukrzycy, mikroalbuminuria, nefropatia i retinopatia
oraz staba kontrola glikemii [10].

Istotny jest takze zwigzek miedzy czynnikami antyangiogennymi (sFlt-1, SEng)
I proangiogennymi (PGF) a stanem przedrzucawkowym u ci¢zarnych z wczesniej
stwierdzong cukrzyca. Najwigksze przeprowadzone badanie obejmujace 540 kobiet
z cukrzyca typu 1 dotyczylo czynnikéw angiogennych w osoczu badanych w 26. ty-
godniu cigzy i wykazato wzrost wartosci rozpuszczalnej formy receptora naczyniowego
czynnika wzrostu $rodblonka typu 1 (sFltl) oraz rozpuszczalnej endogliny (SEng)
W osoczu oraz nizsze warto$ci tozyskowego czynnika wzrostu (PGF) u ci¢zamych ze
stanem przedrzucawkowym (n = 94) w poréwnaniu z kobietami, u ktorych nie rozwinat
si¢ stan przedrzucawkowy. Dodanie sFlt-1:PGF nieznacznie poprawito wydajno$¢ modeli
predykcyjnych opartych na tradycyjnych czynnikach ryzyka stanu przedrzucawkowego.
Korzystne bytoby przeprowadzenie dodatkowych badan czynnikow angiogennych
w odniesieniu do ryzyka stanu przedrzucawkowego u kobiet z cukrzyca typu 2, poniewaz
wigkszos$¢ badan koncentruje si¢ na cukrzycy typu 1 [11].

Istotne znaczenie w patogenezie stanu przedrzucawkowego u ciezarnych moze mie¢
takze fenotyp haptoglobiny (Hp) oraz stres oksydacyjny [12]. W randomizowanym
kontrolowanym badaniu (RTC) wykazano, Zze przyjmowane antyoksydacyjne witaminy
C 1 E zmniejszyly czgstos¢ wystepowania stanu przedrzucawkowego o 60% wsrod
ciezarnych z grupy wysokiego ryzyka [13]. Niewielkie badania kliniczno-kontrolne
kobiet bez cukrzycy wykazaly, ze ryzyko stanu przedrzucawkowego byto zwigkszone,
zmniejszone lub bez istotnych réznic u kobiet z silniejszym antyoksydacyjnym feno-
typem Hp 1-1 [14]. W badaniach przeprowadzonych przez Weissgerber i wsp. stwier-
dzono, ze fenotyp Hp 2-2 wigzat si¢ z nizszym ryzykiem stanu przedrzucawkowego.
Autorzy nie znalezli jednak dowodow na to, ze witaminy C i E zapobiegaja stanom
przedrzucawkowym u kobiet z fenotypem Hp 1-1 i 2-1. Ponadto stwierdzono, ze
codzienna suplementacja witaminy E eliminuje zwigkszone ryzyko chorob sercowo-
naczyniowych obserwowane u 0séb z cukrzycg typu 2 Hp 2-2, ale nie ma wpltywu na
osoby z cukrzyca Hp 2-1 lub 1-1 [15].

5.2. Stan przedrzucawkowy u kobiet z cukrzycg ciazowa

Cukrzyce ciazowa (GDM) definiuje si¢ jako hiperglikemig, ktora po raz pierwszy
rozpoznaje si¢ w czasie cigzy. American Diabetes Association (ADA) zaleca stoso-
wanie tradycyjnego dwuetapowego podejscia lub nowszego jednoetapowego podejsécia
do badania przesiewowego w kierunku GDM w 24-28 tygodniu cigzy. Czestosé
wystepowania GDM waha si¢ 0od 2-10% wszystkich ciaz w krajach rozwinigtych;
oczekuje sie jednak, ze wskazniki te drastycznie wzrosng wraz z przyjeciem mniej
restrykcyjnych kryteriow diagnostycznych Miedzynarodowego Stowarzyszenia Grup
Badawczych Diabetologii i Cigzy — IADPSG [16]. GDM moze wigzaé sie z powikla-
niami porodowymi, w tym makrosomig i porodem operacyjnym. Dlugoterminowe
zagrozenia dla zdrowia zwigzane z GDM obejmujg zwickszone ryzyko cukrzycy typu 2
zarowno dla kobiety, jak i dziecka. GDM i stan przedrzucawkowy maja wiele wspol-
nych czynnikéw ryzyka, w tym zaawansowany wiek matki, cigze wieloptodowe,
pochodzenie etniczne i otylo$¢ przed cigza [17]. GDM jest czesto wymieniana jako
czynnik ryzyka rozwoju stanu przedrzucawkowego; jednak wczesniejsze badania nad
wspotwystepowaniem tych dwoch patologii byly niejednoznaczne i/lub nie uwzgled-
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niaty wspolnych czynnikéw ryzyka, takich jak otyto$¢. Retrospektywne badanie 647
392 cigz w Niemieckim Rejestrze Jakosci Perinatalnej zbadato zwigzek miedzy GDM
a stanem przedrzucawkowym, jednocze$nie kontrolujac wspolne czynniki ryzyka.
Autorzy stwierdzili, ze prawdopodobienstwo wystapienia stanu przedrzucawkowego
byto zwigkszone u kobiet z GDM (skorygowany iloraz szans (aOR): 1,29, 95% CI:
1,19-1,41), nawet po uwzglednieniu wieku, narodowos$ci, statusu pracy, palenia
tytoniu, liczby porodow, cigzy wieloptodowej, stan sprzed cigzy i przyrostu masy ciata
podczas ciazy [17]. Wyniki te sa zgodne z innymi badaniami rejestrow urodzen
w Kanadzie i Szwecji, ktore potwierdzaja, ze GDM jest niezaleznym czynnikiem ryzyka
stanu przedrzucawkowego [18].

5.3. Otylo$¢ a stan przedrzucawkowy

Otylos¢ kobiety cigzarnej wigze si¢ ze zwickszonym ryzykiem wystapienia stanu
przedrzucawkowego, co prawdopodobnie jest zwigzane ze stresem oksydacyjnym,
stanem zapalnym i zaburzong strukturg srédblonka naczyn. Ostatnie badania naukowe
donosza o rozlegtym nacieku neutrofilow w naczyniach krwionosnych i stanie zapal-
nym naczyn zard6wno u kobiet ze stanem przedrzucawkowym, jak i u kobiet otytych.
Dlatego tez, jesli uktad naczyniowy otylych kobiet jest objety stanem zapalnym, moga
one mie¢ zwigkszone ryzyko rozwoju stanu przedrzucawkowego oraz dodatkowych
obcigzen zwigzanych z cigza [19].

Otylos¢ matki niekorzystnie wplywa na ptdd i niesie ze sobg wiele niekorzystnych
konsekwencji zdrowotnych. Retrospektywne badania populacyjne ze Szwecji i Londynu
wykazaly, ze ryzyko $mierci ptodu po 28. tygodniu u otylych kobiet jest czterokrotnie
wyzsze niz u kobiet z prawidlowa masa ciata. Dodatkowy problem stanowi takze
utrudniona diagnostyka radiologiczna, co skutkuje spadkiem wykrywalnosci patologii,
zwlaszcza w obrebie twarzoczaszki, serca, pepowiny i1 kregostupa [19].

5.4. Otylo$¢ a cukrzyca cigzowa

W jednym z badan starano si¢ zidentyfikowac najistotniejsze kliniczne czynniki
ryzyka stanu przedrzucawkowego u kobiet z GDM [20]. Otylos¢ w pierwszym try-
mestrze (zdefiniowana jako BMI > 27 kg/m 2; aOR: 10,4, 95% CI: 5,3-20,8), roz-
poznanie GDM przed 20. tygodniem ciazy (aOR: 8,0, 95% CI: 4,3-14,9) i hipoglikemia
(aOR: 8,4; 95% CI: 5,6-15,4) stanowily najistotniejsze czynniki ryzyka stanu przed-
rzucawkowego [20]. Wérdd nich otylos¢ matki moze by¢ najbardziej modyfikowalnym
czynnikiem ryzyka, chociaz nowe wyniki badan wskazuja rowniez na nadmierny
przyrost masy ciata podczas cigzy jako niezalezny modyfikowalny czynnik ryzyka
stanu przedrzucawkowego. W badaniu z udzialem 2037 kobiet z GDM oceniano
wplyw stanu masy ciata przed cigza, przyrostu masy ciata podczas cigzy i kontrole
glikemii w trzecim trymestrze (za pomoca hemoglobiny glikowanej lub HbAlc) na
ryzyko nadci$nienia indukowanego cigza (w tym stan przedrzucawkowy i nadci$nienie
tetnicze rozwijajace si¢ po 20. tygodniu cigzy) [21]. Autorzy stwierdzili, ze staba
kontrola glikemii (aOR: 2,5, 95% CI 1,1-5,7) otyto$¢ przed cigza (aOR: 8,9, 95% CI:
5,0-16,0) oraz nadmierny cigzowy przyrost masy ciata (aOR: 1,9, 95% CI: 1,1-3,4)
wigzaly si¢ ze zwigkszonym ryzykiem nadci$nienia indukowanego ciaza [21].
Czestos¢ nadcisnienia indukowanego cigza byta najwyzsza wsrod kobiet otytych, ktore
przybraly na wadze w czasie cigzy (41%). W innym badaniu specyficznym dla stanu
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przedrzucawkowego nadmierny przyrost masy ciala podczas cigzy wiazat si¢ z 1,8-
krotnym wzrostem prawdopodobienstwa wystgpienia stanu przedrzucawkowego (aOR:
1,4; 95% CI: 0,6-3,1) w poréwnaniu do prawidtowego przyrostu masy ciala w czasie
cigzy [22]. Podsumowujac, wyniki te wskazuja, ze zarbwno nadmiemy przyrost masy
ciala podczas cigzy, jak i istniejaca wczesniej otylo§¢ moga zwigkszaé ryzyko wystg-
pienia stanu przedrzucawkowego u kobiet z GDM.

5.5. Przewlekle nadcis$nienie tetnicze a stan przedrzucawkowy

Przewlekte nadci$nienie te¢tnicze w cigzy definiowane jest jako wartosci ci$nienia
skurczowego réwnego lub powyzej 140 mmHg i/lub rozkurczowe o wartosci rownej
lub powyzej 90 mmHg. Ryzyko wystapienia nadcisnienia t¢tniczego w cigzy wzrasta
wraz z wiekiem. Czynnikiem ryzyka jest rowniez otylo§¢. U wielu kobiet wystepuje
nadcisnienie tetnicze, dlatego wazne jest odpowiednie informowanie pacjentki i omo-
wienie ewentualnych konsekwencji w razie nieplanowanej cigzy. Nalezy zdiagnozowac
takze pochodzenia nadci$nienia przed zajsciem w cigze oraz wykona¢ dobowg zbiorke
moczu w celu oznaczenia biatka, co ma na celu dostarczenie informacji prognostycz-
nych dla przebiegu cigzy. Rozwoj stanu przedrzucawkowego to najczestsze powiklanie
przewlektego nadcisnienia t¢tniczego u cigzarnych. Wystepuje u okoto 3-5% cigzar-
nych populacji ogolnej, zas az u 17-25% kobiet z przewleklym nadcisnieniem tetniczym,
diagnozowany czgsciej u 0sob rasy czarnej. Dodatkowo, wystapienie stanu przedrzu-
cawkowego w poprzedniej cigzy powoduje wzrost ryzyka wystapienia go po raz
kolejny. Rozpoznanie stanu przedrzucawkowego jest problematyczne ze wzglgdu na
wystepujace podwyzszone cisnienie krwi i biatlkomocz, ktory mogl by¢ obecny nawet
przed cigza, dlatego tez istotna jest obserwacja nasilania si¢ tych objawdw. Obecnosé
biatka w moczu przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu plodu. Niektore nieprawi-
dlowosci, takie jak: trombocytopenia, kreatynina w surowicy i proby watrobowe moga
pomdc w odréznieniu stanu przedrzucawkowego od wzrostu cisnienia tetniczego. Stan
ten prowadzi do indukcji wezesnego porodu (czgste cigcie cesarskie), skutkuje odkleje-
niem tozyska i zaburzeniami wzrostu ptodu. Trwaja prace badawcze nad skutecznymi
markerami do uzytku klinicznego. Prawidtowe rozpoznanie jest niezbedne do wdro-
zenia odpowiedniego leczenia. U pacjentek z nadcisnieniem tetniczym planujacych
zajscie w ciagze zaleca si¢ diet¢ DASH (ang. Dietary Approach to Stop Hypertension)
[23, 24].

6. Whnioski

Stan przedrzucawkowy stanowi zespo6t objawow chorobowych, ktore moga wystapi¢
u kobiet po 20. tygodniu ciazy, w trakcie porodu lub potogu. Patologia dotyczy 2-15%
wszystkich cigz i stanowi wiodaca przyczyne zgonu matki i plodu. Patogeneza stanu
przedrzucawkowego obejmuje czynniki genetyczne, matczyne oraz immunologiczne.
W stanie przedrzucawkowym dochodzi do zaburzenia stanu rownowagi miedzy mecha-
nizmami antyoksydacyjnymi i prooksydacyjnymi, co prowadzi do dysfunkc;ji srodbtonka
naczyniowego i niewydolnosci wielonarzadowej. Udowodniono, ze cukrzyca typu 1
i 2, cukrzyca cigzowa, otylo$¢ i przewlekle nadcisnienie tetnicze sg czynnikami pre-
dysponujacymi do wystapienia stanu przedrzucawkowego u cigzarnych.
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Cukrzyca, otylos¢ i przewlekle nadcisnienie tetnicze jako czynniki ryzyka stanu
przedrzucawkowego u kobiet w cigzy

Streszczenie

Stan przedrzucawkowy jest niebezpiecznym powiktaniem cigzy, charakteryzuje si¢ podwyzszonym cisnie-
niem tetniczym krwi >140/90 mm Hg oraz utrata >300 mg biatka na dobg. Moze prowadzi¢ do niewy-
dolnosci wielonarzadowej, krwawienia do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) u cigzarnej oraz do
przedwczesnego oddzielenia si¢ fozyska i porodu. Stan przedrzucawkowy najczesciej rozpoznaje si¢ po 20.
tygodniu cigzy. Celem pracy jest przedstawienie danych dotyczacych czynnikow ryzyka stanu przedrzu-
cawkowego u kobiet w cigzy. Prawidlowo przebiegajaca cigza cechuje si¢ wzglgdna opornoscia na insuling
i hiperinsulinemig, co warunkuje odpowiednie odzywianie i rozwdj ptodu. Stan przedrzucawkowy jest zwia-
zany ze zwigkszong hiperinsulinemia, nieprawidtowa akumulacja glikogenu i zaburzeniami sygnalizacji
insuliny lozyskowej. Udowodniono wiele wspdlnych czynnikow ryzyka dla cukrzycy cigzowej i stanu
przedrzucawkowego, w tym zaawansowany wiek matki, cigze mnogie, pochodzenie etniczne i otylos¢
przed cigza. Otyto$¢ matki niekorzystnie wptywa na ptdd i niesie ze sobg wiele konsekwencji m.in wzrost
$miertelnosci ptodu po 28. tygodniu cigzy, utrudniong diagnostyke obrazowa oraz zmniejszenie wykrywal-
nosci patologii w obrgbie serca, twarzoczaszki, pgpowiny i krggostupa. Ponadto stwierdzono, ze u kobiet
z przewleklym nadcis$nieniem t¢tniczym ryzyko wystepowania stanu przedrzucawkowego wzrasta do 25%.
Stowa kluczowe: stan przedrzucawkowy, cukrzyca, otyto$¢, nadcisnienie t¢tnicze

Diabetes, obesity and chronic hypertension as risk factors for preeclampsia
in pregnant women

Abstract

Preeclampsia is a dangerous complication of pregnancy characterized by elevated blood pressure >140/90 mm
Hg and loss of >300 mg of protein per day. It can lead to multiple organ failure, central nervous system
(CNS) bleeding in the pregnant woman, and premature separation of the placenta and labor. Pre-eclampsia
is most commonly diagnosed after the 20" week of pregnancy. The aim of this study is to present data on
risk factors for pre-eclampsia in pregnant women. Normal pregnancy is characterized by relative insulin
resistance and hyper-insulinemia, which determine adequate nutrition and fetal development. Preeclampsia is
associated with increased hyperinsulinemia, abnormal glycogen accumulation, and impaired placental insulin
signaling. Many common risk factors for gestational diabetes and preeclampsia have been demonstrated,
including advanced maternal age, multiple pregnancies, ethnicity, and pre-pregnancy obesity. Maternal
obesity adversely affects the fetus and has many consequences including increased fetal mortality after 28
weeks of gestation, impaired diagnostic imaging, and decreased detection of craniofacial, cardiac, umbilical,
and spinal pathologies. In addition, pregnant women with chronic hypertension have been found to have an
increased risk of pre-eclampsia of up to 25%.

Keywords: preeclampsia, diabetes, obesity, hypertension
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Znaczenie wybranych aminokwasow
w zaburzeniach metabolicznych

1. Wprowadzenie

Aminokwasy (ang. amino acids, AA) definiowane sg jako substancje organiczne
zawierajgce w swojej budowie zaréwno grupy aminokwasowe, jak i kwasowe. Ze
wzgledu na réznice w tancuchach bocznych, AA maja znaczgco roézne wlasciwosci
i funkcje biochemiczne [1]. Aminokwasy sg podstawowymi elementami syntezy biatek,
biora udziat w biosyntezie czasteczek sygnalowych, takich jak neuroprzekazniki i hor-
mony peptydowe. Odgrywaja réwniez rolg w syntezie wielu innych czasteczek, takich
jak nukleotydy, poliaminy, glukozaminy, kreatyna i pokrewne weglowodany [2].
Poniewaz aminokwasy sg powszechnie zaangazowane w rézne szlaki metaboliczne,
wyczerpanie lub akumulacja ich metabolitow, obserwowane w niektorych chorobach
metabolicznych, prawdopodobnie aktywuje rdzne patomechanizmy [3].

2. Zaburzenia metaboliczne

Zaburzenia metaboliczne stanowia coraz wigksze wyzwanie zdrowotne na calym
swiecie ze wzgledu na ich systematycznie zwickszajaca sie czestos¢ wystepowania.
Stanowig one grupg zaburzen, w ktorych nagromadzily si¢ r6zne wspotzalezne stany
patologiczne, obejmujace otylos¢, niealkoholowa stluszczeniowa chorobg watroby
(ang. non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), dyslipidemig, nietolerancje glukozy,
insulinooporno$¢ (ang. insulin resistance, IR), nadci$nienie i cukrzyce typu 2 (ang.
type 2 diabetes, T2D), ktore wspotistniejac razem, w znacznym stopniu zwigkszaja
czestos¢ wystepowania chordb sercowo-naczyniowych (ang. cardiovascular disease,
CVD) [4, 5]. Czgstos¢ zachorowania na te zaburzenia wzrasta z kazdym rokiem, zarbwno
w krajach rozwinigtych, jak i rozwijajacych si¢. Choroby sercowo-naczyniowe sa
gldwng przyczyna umieralnosci na $wiecie, odpowiadajac za prawie jedng trzecia
wszystkich zgonow [6].

3. Aminokwasy w zaburzeniach metabolicznych

Obecne badania nad patogeneza zaburzen metabolicznych koncentrujg si¢ glownie
na otytosci brzusznej, lipotoksycznosci i insulinoopornosci. Zaburzenia metaboliczne
wiazg si¢ takze ze zmiang w metabolizmie niektorych aminokwaséw. Cukrzyca typu 2
zwigzana jest z ogolnoustrojowych rozregulowanym Srodowiskiem metabolicznym,
ktére, cho¢ koncentruje si¢ gtownie na glukozie, wyraznie obejmuje rdwniez kwasy
thuszczowe 1 aminokwasy. Ostatnie badania metabolomiczne i lipidomiczne wykazaty,
ze poziomy niektorych aminokwasow w osoczu mogg wzrosna¢ podczas insulinoopor-
nosci. W szczegdlnosci aminokwasy rozgalezione i aromatyczne, takie jak leucyna,

! justynkakubacka@wp.pl, Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej, Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum
im. Ludwika Rydgiera w Bydgoszczy Uniwersytet Mkotaja Kopernika w Toruniu.
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izoleucyna, walina i tyrozyna, sg $cisle zwigzane z ryzykiem rozwoju otylosci trzewnej,
insulinoopornosci i cukrzycy typu 2 w przysztosci [7, 8]. Innym z aminokwaséw, na
ktoéry takze zwrocono uwage w tym aspekcie w ostatnich latach jest glicyna nalezaca
do grupy aminokwasow alifatycznych, ktorej znacznie obnizone poziomy w insulino-
opornosci, cukrzycy typu 2 i otylosci, zaobserwowano zardwno w badaniach z udzia-
tem ludzi, jak i zwierzat [9-12]. W obszernym prospektywnym badaniu z 7-letnim
okresem obserwacji, wykazano zwigzek z wystapieniem T2D nie tylko dla wybranych
aminokwasoéw (np. fenyloalanina), ale rowniez dla niektorych cukrow 6-weglowych,
jak i kwasow ttuszczowych [13].

Zmiany w profilu aminokwaséw w osoczu we wczesnym stadium choréb, spowo-
dowane sg glownie otyloscig i stanem zapalnym zwigzanym z insulinoopornoscia,
dlatego w wigkszosci przypadkéw zmiany te moga by¢ odwracalne poprzez zastoso-
wanie odpowiednich interwencji (m.in. zywieniowych, farmakologicznych lub chirur-
gicznych), zwigkszajacych insulinowrazliwosc.

3.1. Glicyna

Glicyna jest endogennym aminokwasem tworzacym biatko o najmniejszej masie
czasteczkowej. Fizjologiczne stgzenie glicyny w osoczu waha si¢ migdzy 200 a 300
umol/L. Poza rola budulcowa uczestniczy ona w ekspresji genéw oraz jest niezbedna
do syntezy glutationu [14]. Niektore doniesienia sugeruja, ze glicyna moze by¢ warun-
kowo niezbedna, poniewaz jej ilo$¢ syntetyzowana in vivo w okreslonych warunkach
bywa niewystarczajaca do zaspokojenia potrzeb metabolicznych organizmu. Glicyna
odgrywa kluczowg role w wielu procesach fizjologicznych zwigzanych z chorobami
metabolicznymi, a jej przewlekly niedobdr moze w dhuzszej perspektywie wptywac na
rozwoj tych zaburzen [15]. Analiza dostgpnej literatury sugeruje, ze kluczowe szlaki
metaboliczne glicyny moga si¢ r6zni¢ w zaleznos$ci od rodzaju zaburzenia metabolicz-
nego [16]. W badaniach obserwacyjnych obnizone st¢zenia glicyny w osoczu powigzano
miedzy innymi z T2D, NAFLD i otyloscig [12, 17-19]. W badaniu grupy dorostych
Japonczykow zaobserwowano, ze stezenie glicyny bylo dodatnio skorelowane z insulino-
wrazliwoscig 1 odwrotnie skorelowane z insulinoopornoscig [20]. Glicyna miata réwniez
najwiekszy zwiazek ze zmiana wrazliwosci na insuling, mierzona za pomoca klamry
hiperinsulinowo-euglikemicznej u 399 o0s6b bez cukrzycy [21]. Obnizone st¢zenie
glicyny w osoczu moze stanowi¢ silny czynnik predykcyjny incydentdw nietolerancji
glukozy i T2D [22]. Stwierdzono takze, Ze poziomy glicyny w osoczu sa 0 9 do 13%
nizsze u pacjentow z NAFLD, niezaleznie od tego, czy u badnych wystepowata otylosé¢
[17]. Co wiecej, w ostatnich latach wskazano na uzyteczno$¢ wskaznika GSG (gluta-
minian-seryna-glicyna), ktory faczy trzy aminokwasy zaangazowane w synteze glutationu
jako potencjalnego biomarkera NAFLD. Zaobserwowano, ze wskaznik ten jest w znacz-
nym stopniu podwyzszony u dorostych 0sob z NAFLD potwierdzonym biopsja w po-
réwnaniu z grupg kontrolng oraz, ze wskaznik ten jest zwigzany z enzymami watrobo-
wymi i insulinoopornos$cig watroby [17]. Wskaznik GSG moze by¢ réwniez uzyteczny
w wykrywaniu NAFLD w populacji pediatrycznej o zwigkszonym ryzyku zachorowania
niezaleznie od tradycyjnych czynnikdéw ryzyka [23]. Sugeruje si¢, ze obnizone st¢zenie
glicyny w osoczu moze by¢ spowodowane kilkoma potencjalnymi mechanizmami:
zmniejszeniem wchtaniaia jelitowego, zmniejszong biosyntezg oraz zwickszonym kata-
bolizmem lub wydalaniem wraz z moczem [16]. Z kolei interwencje majace na celu
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poprawe homeostazy glukozy, takie jak ¢wiczenia fizyczne i chirurgia bariatryczna,
wigzaly si¢ ze wzrostem poziomu glicyny [18, 24]. Rowniez suplementacja glicyna
wplywa na poprawe metabolizmu glukozy [25]. Metabolizm ludzkiej glicyny jest zmie-
niony u osob z otytoscia, cukrzyca i NAFLD, a te zaburzenia moga mie¢ kluczowe
znaczenie dla wyjasnienia podwyzszonego ryzyka sercowo-naczyniowego zwigzanego
z tymi schorzeniami. Glicyna jest obecnie uznawana za istotny marker osocza zaburzen
metabolicznych, jednak nadal nie jest jasne, czy spadek poziomu glicyny jest przy-
czynowo zwigzany z ich patogeneza.

3.2. Aminokwasy rozgalezione (ang. branched chain amino acid, BCAA)

Aminokwasy rozgatgzione, do ktorych zalicza si¢ leucyne (Leu), izoleucyng (Ile)
i waling (Val), s3 aminokwasami niezbednymi, to znaczy, ze muszg by¢ dostarczane
wraz z pozywieniem. Glownymi producentami tych aminokwasow sa bakterie jelitowe,
zwlaszcza Escherichia coli [26]. Oprocz dobrze znanej roli BCAA w metabolizmie
biatek migsniowych, w ciggu ostatnich lat wyraznie wzrosto zainteresowanie rola BCAA
w chorobach kardiometabolicznych, zwlaszcza w kontekscie otytosci, insulinoopor-
nosci i cukrzycy. Zaobserwowano, ze zarowno aminokwasy rozgatezione, jak i aroma-
tyczne sg dodatnio skorelowane ze wskaznikiem masy ciata (body mass index, BMI),
obwodem talii, trzewna tkanka tluszczowa, skurczowym cisnieniem krwi (Systolic
blood pressure, SBP), rozkurczowym ci$nieniem krwi (diastolic blood pressure, DBP),
dysglikemia oraz poziomami insuliny i trojglicerydow [27-29]. Stwierdzono rowniez, ze
podwyzszone poziomy krazacych BCAA koreluja z otyloscia i zwiekszonym ryzykiem
insulinoopornosci oraz cukrzycy typu 2 zarowno w modelach ludzkich, jak i zwie-
rzgcych [30,31].

Dowiedziono, ze u pacjentow z T2D stezenia aminokwasow rozgalezionych moga
by¢ 1,5-krotnie lub nawet 2-krotnie wyzsze niz u 0s6b zdrowych [32,33], a podwyz-
szone stezenie tych aminokwasdéw moze pojawi¢ si¢ nawet na kilka lat przed rozwojem
petoobjawowej cukrzycy [34]. Podwyzszone stezenie aminokwasow aromatycznych
i rozgatezionych zaobserowano zarowno u pacjentdw z cukrzyca typu 1, jak i typu 2
[35, 30]. Zmienione poziomy BCAA odnotowano takze w przypadku otytoéci. Newgard
i wsp. (2009) [7], wykazali zwiekszone st¢zenie tych aminokwasow i ich metabolitow
u 0sob otytych w poréwnaniu z osobami szczuptymi. Autorzy stwierdzili, ze zwigzek
ten prawdopodobnie wynika z nadmiernego poboru BCAA wraz z dietg oraz ze
zwiekszonego przeptywu ich metabolitow przez szlaki kataboliczne. W innym badaniu
zaobserwowano zmniejszong ekspresj¢ i aktywno$¢ enzyméw odpowiadajacych za
rozktad BCAA w tkance tluszczowej u osob otytych, z T2D i IR i wigzalo si¢ to
Z zaburzeniami metabolicznymi, ktore ulegly poprawie po utracie masy ciala [36].
Osoby niezdrowe metabolicznie, w porownaniu z osobami metabolicznie zdrowymi,
mialy istotnie nizszg ekspresje gendw zwigzanych z katabolizmem BCAA [37].

Przez wiele lat nie bylo jasne, czy podwyzszone stezenia BCAA sa przyczyna czy
wtorng konsekwencja insulinoopornosci. Dostgpne dane potwierdzajg jednak hipoteze,
ze wzrost BCAA w osoczu najprawdopodobniej jest konsekwencja insulinoopornosci.
Niedawno opublikowany raport randomizacji Mendla rowniez potwierdza t¢ hipoteze,
wskazujac, ze wskaznik HOMA-IR jest zwiagzany przyczynowo z wyzszymi pozio-
mami BCAA na czczo [38]. Dobrze udokumentowano, ze otyto$¢ i insulinoopornos¢
sg zwigzane ze zmniejszonym katabolizmem BCAA spowodowanym obnizong aktyw-
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noscig kompleksu dehydrogenazy rozgatezionych a-keto-kwasow (BCKDC), co skutkuje
akumulacja BCAA i ketokwasow rozgatezionych [39]. Lacznie, obecne dowody sugeruja,
ze podwyzszone poziomy BCAA we krwi mogg by¢ wczesnymi sygnatami pogor-
szenia kontroli glikemii i wrazliwo$ci na insuling [40].

3.3. Aminokwasy aromatyczne (ang. aromatic amino acid, AAA)

Aminokwasy aromatyzne obejmujg fenyloalaing (Pfe), tyrozyng (Tyr) i tryptofan
(Trp). Aktualnie istnieje zapotrzebowanie na identyfikacje nowych biomarkerow zabu-
rzen metabolicznych, ktore umozliwityby wczesne wyodrebnienie 0sob z najwigkszym
ryzykiem wystapienia chorob kardiometabolicznych, a takze umozliwiajacych monito-
rowanie indywidualnego ryzyka metabolicznego, tak, by mozliwe bylo opracowanie
i wdrozenie odpowiednich strategii interwencyjnych. Aktualne dowody pochodzace
z badan roznych $rodowisk etnicznych przemawiajg za zastosowaniem profilu amino-
kwasow rozgalezionych i aminokwaséw aromatycznych jako biomarkeréw okreslaja-
cych zdrowie metaboliczne. Podobnie jak w przypadku BCAA, wykazano Scisty zwigzek
miedzy zmianami profili AAA a cukrzyca typu 2, chorobami uktadu sercowo- naczy-
niowego, insulinoopornoscia i otytoscia [41, 42]. Podwyzszone poziomy tych amino-
kwasow w osoczu sa zwiazane ze zwigkszeniem mediatorow prozapalnych i po-
gorszeniem ogolnego stanu metabolicznego [43]. Obszerne badanie obserwacyjne
Framingham Offspring Study prowadzone z udziatem ponad dwoch tysiecy osob przez
okres 12 lat wykazalo, ze poziomy BCAA i AAA s3 istotnie zwigzane z przysztym
rozwojem cukrzycy [34], a takze z rozwojem choroby sercowo-naczyniowej [44].
Potencjalnym mechanizmem lezacym u podstaw zwigzku miedzy AAA i insulino-
opornoscig moze by¢ metabolizm AAA do katecholamin, ktdre zmieniajg czynno$¢
watroby prowadzac do hiperinsulinemii i dyslipidemii [45]. Obserwacje te sugeruja, ze
niektore zaburzenia w metabolizmie AAA moga by¢ czescia wezesnych, jeszcze nie
W pelni poznanych zmian metabolicznych poprzedzajacych rozwdj zaburzen kardio-
metabolicznych. To sprawia, ze zarowno AAA, jak i BCAA moga stanowi¢ poten-
cjalne, nowe i weczesne biomarkery tych zaburzen.

Jednym z AAA na ktory w ostatnim czasie zwrocono szczegdlng uwage w kon-
teks$cie zaburzen metabolicznych jest tryptofan, poniewaz badania z ostatniej dekady
ujawnily zlozone i sprzeczne dzialanie tego aminokwasu i jego metabolitow w regu-
lacji funkcji uktadu sercowo-naczyniowego [46]. Szlak kinureninowy (ang. kynurenine
pathway, KP) stanowi gtéwng droge katabolizmu tryptofanu, odpowiadajac za blisko
90% jego degradacji w watrobie [47]. Szlak ten jest inicjowany przez 2,3-dioksyge-
naze¢ indoloaminy (ang. indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO) i 2,3-dioksygenazg trypto-
fanu (ang. tryptophan 2,3-dioxygenase, TDO), enzymy, ktore katalizujg konwersje Trp
do kinureniny (ang. kynurenine, Kyn). Kyn jest dalej przeksztalcana w nastepujace
metabolity KP (kinureniny): kwas kinureninowy (Kyna), 3-hydroksykinurenine (3HKyn),
kwas antranilowy (AA) i kwas chinolinowy (QA). 3Hkyn moze by¢ enzymatycznie
przeksztatcany w kwas ksanturenowy (XA) [47]. Przez wiele lat rozregulowanie szlaku
kinureninowego byto badane gtoéwnie w kontekscie zaburzen depresyjnych i neurode-
generacyjnych, jednak dopiero w ostatnich latach zwrécono uwagg, ze zardowno enzymy,
jak 1 metabolity tego szlaku moga wptywac takze na zwigkszenie czestosci wystepo-
wania chorob sercowo-naczyniowych poprzez regulacje stanu zapalnego i zwigkszenie
aktywacji immunologicznej. Brak roéwnowagi w poziomach krazacych metabolitow
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KP odnotowano réwniez w otylosci, chorobie sercowo-naczyniowej i cukrzycy typu 2
[48, 49]. Jednak dane dotyczace tych metabolitow w odniesieniu do T2D sg skape
i czesto sprzeczne W badaniach na ludziach [50, 51], stad potrzeba dalszych badan wy-
jasniajacych mozliwe mechanizmy zwigzku kinurenin z zaburzeniami metabolicznymi.

3.4. Arginina

Na przestrzeni lat wiele badan potwierdzito znaczenie argininy w promowaniu
zdrowia uktadu krazenia poprzez wytwarzanie gazowego tlenku azotu (NO) przez enzym
syntaze NO (ang. NO synthase, NOS). Uwalnianie NO przez komorki $rodbtonka
reguluje przeptyw krwi i cisnienie krwi poprzez hamowanie napigcia tgtniczego. Ponadto
NO tagodzi rozwdj miazdzycy poprzez blokowanie odpowiedzi zapalnej w obrebie
$ciany naczynia. W przeciwienstwie do leucyny, ktéra hamuje wytwarzanie NO przez
srodbtonek, wysokie stezenia argininy w osoczu zwickszajg dostepnos¢ NO 1 popra-
wiajg wrazliwos¢ naczyn na insuling. Takze homoarginina, pochodna argininy, wykazuje
korzystne dziatanie w uktadzie krazenia. Niski poziom homoargininy moze by¢ nieza-
leznym czynnikiem prognozujacym $miertelnos¢ z powodu choréb uktadu krazenia,
podczas gdy wysoki jej poziom wigze si¢ ze zmnigjszong Smiertelnoscig. Mechanizm
ochronnego oddziatywania homoargininy nie jest znany, ale najprawdopodobnigj
obejmuje jej zdolnos¢ do stymulowania wytwarzania NO poprzez bycie substratem dla
NOS [52-54].

Coraz wigcej dowodow klinicznych wskazuje, ze suplementacja argininy moze
zmniejszy¢ otyto$¢, obnizy¢ ci$nienie tetnicze krwi, przeciwdziata¢ utlenianiu i norma-
lizowa¢ dysfunkcje¢ $rodblonka, aby doprowadzi¢ do remisji cukrzycy typu 2. Suple-
mentacja diety argining powoduje obnizenie stezenia glukozy i homocysteiny w osoczu
jednoczesénie poprawiajac relaksacje zalezng od srodbtonka (wskaznik funkcji sercowo-
-naczyniowej) w obu modelach cukrzycy; typu 1 i typu 2 [55]. Leczenie argining
zmniejszylo poziom biatej tkanki thuszczowej, zwigkszajac jednocze$nie mase brunatne;j
tkanki ttuszczowej u szczurow Zucker z T2D i szczurow z otyloScig wywotanych dietg.
Arginina i/lub jej metabolity (NO i poliaminy) moga nasila¢ proliferacj¢, roznicowanie
i funkcje bragzowych adipocytéw. Ponadto, zarowno masa migséni szkieletowych, jak
i wrazliwo$¢ na insuling zostaly wzmocnione w odpowiedzi na suplementacj¢ argininy
poprzez mechanizmy obejmujace wzrost sygnalizacji mTOR 1 NO w migsniach [52].
Podobne obserwacje poczyniono w badaniu z udziatem ludzi, gdzie dlugotrwate doustne
podawanie argininy spowodowato obnizenie masy tluszczowej u dorostych o0sob
otylych z cukrzyca typu 2 [56]. Zatem suplementacja diety argining moze potencjalnie
stanowic jeden z elementéw wspomagania leczenia zaburzen metabolicznych.

3.5. Glutamina

Glutamina to najobficiej wystepujacy i1 najbardziej wszechstronny aminokwas
wystepujacy w organizmie [57]. Jest ona waznym substratem niezbg¢dnym do syntezy
biatek, lipidéw, puryn, pirymidyn, aminocukréw, fosforanu dinukleotydu nikotynamido-
adeninowego (NADPH), glukozaminy, przeciwutleniaczy i wielu innych szlakéw bio-
syntetycznych zaangazowanych w regulacje funkcji komorek. Jednak pomimo dobrze
znanego wpltywu glutaminy na stan zdrowia, jej oddziatywanie na uktad sercowo-
-naczyniowy zostato udokumentowane stosunkowo niedawno [58]. We wspomnianym
wczesniej, przelomowym badaniu kohortowym autorstwa Cheng S. i wsp. (2012) [28],
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doniesiono, ze stosunek glutaminy do glutaminianu w osoczu jest ujemnie skorelowany
ze wskaznikiem masy ciala (ang. body mass index, BMI), triglicerydami, insuling
i cisnieniem krwi oraz dodatnio skorelowany z lipoproteinami o wysokiej gestosci
(ang. high-density lipoprotein, HDL), co wiaze si¢ z nizszym ryzykiem zachorowania
na cukrzyce typu 2. Tymczasem st¢zenia glutaminianu i BCAA w osoczu zostaly
w tym badaniu powigzane z niekorzystnymi parametrami metabolicznymi [28].
Pozytywne oddzialywanie glutaminy obejmujace m.in. obnizenie skurczowego
cisnienia krwi 1 stezenia glukozy na czczo, odnotowano takze stosujac suplementacje
U oséb z T2D przez okres 6 tygodni [59]. Za potencjalne mechanizmy korzystnego
oddziatywania glutaminy na zdrowie kardiometaboliczne uwaza si¢ przede wszystkim
jej zdolno$¢ do stymulacji uwalniania insuliny przez komoérki B trzustki, transkrypcje
genow insulinozaleznych i zwigkszona dyspozycje insuliny oraz zwigkszone uwalnianie

peptydu glukagonopodobnego 1 [60].
4. Podsumowanie

Coraz wiecej dowoddw sugeruje, ze niektére aminokwasy moga regulowac rozne
procesy metaboliczne, w tym metabolizm glukozy i lipidéw. Dane pochodzace zardwno
z populacji amerykanskich, europejskich, jak i azjatyckich wigza glicyng, BCAA
i AAA z insulinoopornoscia, T2DM i ryzykiem kardiometabolicznym. Jednak pomimo
wielu przeprowadzonych do tej pory badan réznego rodzaju z udzialem zaréwno
zwierzat, jakK 1 ludzi pochodzacych z r6znych populacji, mechanizm zmienionego me-
tabolizmu aminokwasoéw w patologiach zwigzanych z zaburzeniami metabolicznymi
nie jest jeszcze w pelni poznany. Wiele dowodow wskazuje na to, ze aminokwasy
odgrywajg fundamentalng rolg w uktadzie sercowo-naczyniowym, niektére z nich na
poziomie etiopatologii zaburzen metabolicznych, inne za$ (m.in. glutamina i glicyna),
mogg stanowi¢ potencjalne elementy wspomagania leczenia tych zaburzen. Z pewno-
$cig patogeneza zaburzen metabolicznych jest wieloczynnikowa i zlozona, dlatego
potrzeba wigkszej ilosci danych celem poglebienia i uzupehienia obecnej wiedzy na
temat najlepszych interwencji sluzacych do leczenia rozregulowanego $rodowiska
metabolicznego. Dotychczasowe wyniki sugeruja, ze zmiany stezen aminokwasow
rozgatezionych i aromatycznych zidentyfikowane przy uzyciu technik metabolomicz-
nych, jak rowniez kolejne metabolity tych aminokwasow, moga by¢ przydatne
w identyfikacji nowych biomarkeréw kardiometabolicznych.
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Znaczenie wybranych aminokwaséw w zaburzeniach metabolicznych

Streszczenie

Zaburzenia metaboliczne stanowia grupe zaburzen obejmujacych rézne wspoélzalezne stany patologiczne
do ktérych naleza: otyto$¢, niealkoholowa sthuszczeniowa choroba watroby, dyslipidemia, nietolerancja glu-
kozy, insulinoopornos$¢, nadci$nienie i cukrzyca typu 2, ktore wspotwystepujac razem, w znacznym stopniu
zwigkszaja czgstos¢ wystgpowania chordb sercowo-naczyniowych. Dotychczasowe doniesienia wskazuja,
ze aminokwasy odgrywaja fundamentalng role¢ w fizjologii i patologii uktadu sercowo-naczyniowego.
Aminokwasy sa podstawowymi elementami syntezy biatek, biorg tez udziatl migdzy innymi w biosyntezie
czasteczek sygnatowych, takich jak neuroprzekazniki i hormony peptydowe. Liczne doniesienia naukowe
potwierdzity znaczenie argininy w promowaniu zdrowia naczyn poprzez wytwarzanie gazowego tlenku
azotu. Niedawno wykazano rowniez, ze aminokwasy aromatyczne i rozgatgzione moduluja funkcje naczyn
poprzez tworzenie licznych metabolitow, w tym gazow (amoniak, tlenek wegla, siarkowodor i dwutlenek
siarki). Te aminokwasy i ich metabolity zachowuja homeostaz¢ naczyn poprzez regulacj¢ krytycznych
procesow komorkowych, w tym proliferacj¢, migracj¢, réznicowanie, apoptoze, kurczliwo$¢ i starzenie.
Ponadto niektore z nich wywieraja silne dziatanie przeciwzapalne i przeciwutleniajace w uktadzie krazenia
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oraz blokuja akumulacj¢ lipidow w $cianach tetnic. Jednak w niektorych przypadkach metabolizm tych
aminokwasow poprzez dyskretne szlaki skutkuje wytwarzaniem zwiagzkow, ktore sprzyjaja chorobom naczyn.
Stowa kluczowe: zaburzenia metaboliczne, cukrzyca typu 2, kardiometaboliczne czynniki ryzyka, amino-
kwasy rozgalezione, aminokwasy aromatyczne

The importance of selected amino acids in metabolic disorders

Abstract

Metabolic disorders are a group of disorders including various interdependent pathological conditions,
including obesity, non-alcoholic fatty liver disease, dyslipidemia, glucose intolerance, insulin resistance,
hypertension and type 2 diabetes, which together significantly increase the incidence of cardiovascular
diseases. Previous reports indicate that amino acids play a fundamental role in the physiology and patho-
logy of the cardiovascular system. Amino acids are the basic elements of protein synthesis, they also take
part in the biosynthesis of signaling molecules such as neurotransmitters and peptide hormones. Numerous
scientific reports have confirmed the importance of arginine in promoting vascular health through the
production of nitric oxide gas. Aromatic and branched amino acid have also recently been shown to
modulate vessel function by forming numerous metabolites, including gases (ammonia, carbon monoxide,
hydrogen sulfide, and sulfur dioxide). These amino acids and their metabolites maintain vascular homeo-
stasis by regulating critical cellular processes including proliferation, migration, differentiation, apoptosis,
contractility, and aging. In addition, some of them exert a strong anti-inflammatory and antioxidant effect
in the circulatory system and block the accumulation of lipids in the artery walls. In some cases, however,
the metabolism of these amino acids via discrete pathways results in the production of compounds that
promote vascular disease.

Keywords: metabolic disorders, type 2 diabetes, cardiometabolic risk factors, branched chain amino acid,
aromatic amino acid
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Epidemia odry (ang. rubeola) jako realne zagrozenie —
analiza problemu spadku liczby szczepien
przeciwko chorobom zakaznym

1. Rys historyczny szczepien ochronnych

Albert Einstein, wybitny fizyk i tworca teorii wzglednosci podejmujacej zagadnienia
zwigzane z czasem i przestrzenia powiedziat kiedys, iz Wyobraznia jest wazniejsza niz
wiedza. Wiedza jest ograniczona — jest tym, co wiemy i rozumiemy teraz, a wyobraznia
otacza swiat — takze to, co kiedykolwiek poznamy i zrozumiemy [1]. Caly rozwdj Swiata
nie tylko technologiczny, ale takze medyczny opiera si¢ o te teze wielkiego naukowca,
bowiem bez poszukiwania tego co nieodkryte nie byloby tego czym dzisiaj $wiat
dysponuje, aby utatwi¢ ludziom zycie. Najwiecej odkry¢é medycznych przypada na
wiek XIX i XX, cho¢ te pierwsze, przelomowe, przypadaja na wiek XVIII. Kazde
Z nich wiazato si¢ z pewnymi kontrowersjami i niepewnoscia, czy nauka przyjmie dany
wynalazek, czy tez go odrzuci na podstawie rdéznych uprzedzen, badz trwatego przy-
wigzania do 6wczesnej wiedzy [2]. Wiejski lekarz Edward Jenner na podstawie swoich
obserwacji wyciagnat wnioski, iz osoby pracujace przy krowach z objawami ,,0spy
krowianki”, rzadziej choruja na ospe prawdziwa, ktéora w XVIII w. zbierala $miertelne
zniwo wsrod ludnoéci. Na tej podstawie postanowil dokona¢ eksperymentu. Z Krost
i babli na dloni kobiety zakazonej bydlecym wirusem pobrat plyn i 14 maja 1796r.
zaaplikowat go do nacie¢ ktore wykonat na ramieniu 8-letniego chtopca [2]. Datg te
uznaje si¢ za pierwsza na swiecie, Swiadoma procedurg szczepienia. Zdrowy dotychczas
chtopiec rozwinat jedynie niegrozng dla zycia tagodna postac tej odzwierzecej choroby
[3]. W pdzniejszym czasie lekarz ponownie zaszczepit dziecko, tym razem wykarzy-
stujagc materiat z krost ospy prawdziwej. To drugie szczepienie nie wywotato zadnych
symptomow chorobowych, co pozwolito Jennerowi na wyciaggniecie wnioskow o tym,
ze chlopiec po wykonanym eksperymencie jest odpormy na zachorowanie na ospg
prawdziwa [4]. Ten eksperyment otworzyl droge do lepszego zrozumienia dziatania
uktadu immunologicznego oraz rozpoczat nowa er¢ wakcynacji. Kolejnym krokiem
byly coraz to nowsze szczepienia ochronne (blonica, tgzec, waglik, gruzlica itd.) bazujace
na najnowszych dostgpnych technologiach, konczac wspotczesnie na technologii
mRNA, ktora w czasie pandemii COVID-19 okazata si¢ by¢ bardzo pomocng w walce
z infekcjg tym wirusem, istotnie zmniejszajac Smiertelnosc [5].

2. Kalendarz szczepien

Polityka prozdrowotna wielu krajow opiera si¢ nie tylko na badaniach screeningo-
wych czy promowaniu zdrowego trybu zycia, ale takze na stosowaniu szczepien
ochormnych majacych na celu ogranicznie do minimum zachorowan na okreslone

! dawid.pajor@student.uj.edu.pl, Studenckie Koto Naukowe Humanistyki Medycznej, Wydzial lekarski
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choroby [6]. W mysl tego wiele krajow wprowadzilo regulacje prawne dotyczace tych
procedur medycznych, a wynikiem ich jest kalendarz szczepien, czyli dokument
rekomendujacy rodzaj szczepienia i czas w jakim powinno si¢ je wykonac. Program
szczepien ochronnych w Polsce zmienia si¢ w odpowiedzi na nowe odkrycia naukowe
i stanowiska organizacji zajmujacych sie szczepieniami ochronnymi. Wprowadzenie
obowigzkowe] immunizacji przeciw wybranym chorobom zakaznym w znaczny
sposob ograniczylo, lub w niektorych przypadkach wyelimonowato je z populacji [7].
Liczne badania epidemiologiczne wskazuja, iz wysoki odsetek osob zaszczepionych
pozwala uzyska¢ odpornos$¢ zbiorowiskowa i1 ograniczy¢ do minimum ilos¢ nowych
przypadkow choroby. WHO (ang. World Health Organization) uznato w 1980 r. ospe
prawdziwg za eradykowana, czyli zwalczong na catym §wiecie. Niektore z chorob jak
np. drankuloza, choroba Heinego-Medina czy odra sa, badz byty bliskie dotgcznia do
grupy choréb wyeliminowanych [8]. Ze wzgledu na coraz intensywniej dzialajace ruchy
antyszczepionkowe i niewystarczajace egzekwowanie dopetnienia obowigzku szcze-
pienia dzieci przez organy panstwowe, liczba szczepien spada, a skutki tego sa dotrze-
galne coraz bardziej [9].

3. ,Dawno zapomniany” wirus odry

Odra jest chorobg zakazng wywotang przez patogen z rodziny paramyksowiréw,
charakteryzujaca si¢ goraczka, gruboplamista wysypka oraz zapaleniem drog odde-
chowych [10]. Najgrozniejszymi z powiktan tej choroby sg zapalenie ptuc, migsnia
sercowego, mozgu, czy mogace wystapi¢ nawet kilka lat po zakazeniu podostre stward-
niajgce zapalenie mozgu [11].W latach 2010-2016 zaobserwowano najnizsza w historii
liczbg przypadkéw osob chorujacych na odre. Jednak od roku 2016 obserwuje si¢
gwaltownie wzrastajgcg liczbe¢ nowych zachorowan [12]. Wedtlug danych WHO liczba
chorych w regionie europejskim wyniosta odpowiednio: w 2016 r. — 5 273 przypadki,
w 2017 r. — 25 863 przypadki, w 2018r. — 82 596 przypadkow, a w roku 2019 az 104
248 przypadkow [13]. Dane te prezentuja ogromny wzrost liczby zakazen z roku na
rok. Liczne artykuly naukowe donosza, iz gldowna przyczyna tego zjawiska jest spadek
liczby szczepien oraz wzrost migracji (rozwdj transportu) oséb z krajéw o wysokim
odsetku wystepowania wirusa odry do krajow o niskim odsetku jego wystgpowania
[14]. Gtéwnym problemem zwigzanym z choroba jest jej ogromna zakaznos¢, ktora
skutkuje 90-95% prawdopodobienstwem rozwiniecia si¢ choroby po kontakcie u osoby
niezaszczepionej [15]. Wynika z tego, ze wirus odry ma ogromny potencjal epide-
miczny. Niestety leczenie przyczynowe nie istnieje, dlatego jedyna forma zapobiegania
temu zjawisku w chwili obecnej s szczepienia ochronne.

Najnowsze badania z 2015r., ktore ukazaty si¢ w czasopismie Science wykazaty, iz
przechorowanie odry ma dlugofalowy wptyw na ostabienie uktadu immunologicznego,
co wigze si¢ ze zwigkszong umieralnoscig na inne choroby zakazne [16]. W 2018 r.
zidentyfikowano elementy, ktore zostajg uszkodzone przez wirusa. Caty proces prowadzi
do zmniejszenia ilo$ci limfocytow B, ktore s odpowiedzialne m.in. za produkcje prze-
ciwcial w odpowiedzi na kontakt z patogenem [17].

4. Ruchy antyszczepionkowe

Pierwsze zorganizowane ruchy antyszczepionkowe pojawily si¢ w odpowiedzi na
odkrycie wspomnianej pierwszej na $wiecie szczepionki przeciwko ospie prawdziwe;j.
Ruchy ,,przeciwko” to element integralny wielu aspektow zycia. To zupehie naturalne,
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ze wsrod calego spoleczenstwa znajdzie si¢ zawsze pewien odsetek osob, ktdre nie
popra lub beda przeciwne okreslonym dziataniom, na przyktad szczepieniom ochronnym
[18]. Jednym z najjaskrawszych przejawdw tego procesu byla panika przed szczepie-
niami uodparniajacymi przeciw chorobom wieku dziecigecego, ktora wybuchta w 1998 .,
za sprawg artykutu opublikowanego wtedy w Lancecie. Przedstawione tam wyniki badan
naukowych zszokowaly §wiat naukowy. Mianowicie autor doktor Andrew Wakefield
opisal zwigzek szczepien (doktadnie szczepionka skojarzong MMR — odra, $winka,
r6zyczka) z wystgpieniem autyzmu [19]. Szybko zainteresowano si¢ odkryciem naukowca
i obalono wyniki jego badan. W toku prowadzonego dochodzenia okazato sig, iz lekarz
ten dzigki publikacji nieprawdziwych danych dotyczacych powiklan poszczepiennych
mial otrzyma¢ korzy$¢ majatkowa. Zostat w zwigzku z tym ukarany utratg prawa do
wykonywania zawodu lekarza [20], a czasopismo wycofalo si¢ oficjalnie z firmowania
swoim tytutem fatszywych badan i artykut zostat oficjalnie anulowany. Pomimo tego
zaktamane wyniki badan, za sprawg mediow, utkwity w pamigci wielu ludzi. Po dzi$
dzien mozna ustysze¢, iz niektorzy rodzice nie szczepia dzieci, gdyz moze to wyotaé
autyzm [21].

Z badan przeprowadzonych przez CBOS (Centrum Badania Opinii Spotecznej)
w2013 1 2017 roku wynika, iz najczestsza przyczyng odraczania szczepien u dzieci
jest obawa o nieporzadane odczyny poszczepienne (40% ankietowanych). Okazalo si¢
takze, iz taki sam odstetek ankietowanych nie uwaza szczepien za dobro ludzkosci,
lecz konieczno$¢ zwiazang z zyskiem dla koncernow farmaceutycznych [22, 23]. Wyniki
wskazujg na to, ze znaczna liczba 0s6b traktuje szczepienia jako nie do konca potrzebne
i skuteczne, a w myslach wielu powstaja wcigz nowe teorie spiskowe.

5. Jak powstrzymacé rozwoj epidemii odry?

Kluczowa odpowiedzig na to pytanie jest wprowadzenie obowigzkowych szczepien
szczepienie przeciwko wirusowi odry [24]. W przypadku zakazenia nie dysponujemy
zadnymi lekami celowanymi, mozemy zwalcza¢ jedynie objawy choroby poprzez
podawanie ptynow oraz lekow przeciwgoraczkowych.

Stusznym krokiem wydaje si¢ by¢ edukacja, czyli poszerzenie wiedzy obywateli
0 rzetelne doniesienia naukowe na temat profilaktyki choroéb zakaznych. Takie dzialania
niewatpliwie mialyby wptyw na podejmowane przez rodzicow decyzje, a wszelkie
watpliwosci powinny by¢ rozwiewane w gabinecie lekarskim, badz w innym kompe-
tentnym zrodle informacji [7].

Jak wiadomo, wspotczesnie media spolecznosciowe odgrywaja ogromng role
W szczerzeniu informacji na wiele tematow, w tym szczepien ochronnych. Narzedzia te
wykorzystywane s3g oczywiscie przez rdzne grupy spoteczne do upowszechniania
informacji zarowno prawdziwych, jak i falszywych. Dzigki internetowi docierajg one
do duzej grupy odbiorcow [25]. Pozadanym byloby szerzenie prawdziwej, rzetelnej
wiedzy na temat szczepien rowniez tg droga. Sami lekarze coraz czg$ciej uzywaja
mediow spotecznosciowych, celem dotarcia do jeszcze wigkszego grona pacjentéw. Na
swoich profilach dodaja najnowsze nowinki ze $wiata medycyny czy tez prezentuja
wiedze medyczng w sposob przystepny dla kazdego [26].

Ciekawym zagadnieniem poruszanym przez prawnikow jest zjawisko karalno$ci za
szerzenie fake-newsow (nieprawdziwych informacji). Z jednej strony rozpowszechnianie
takich informacji jest szkodliwe dla spoteczenstwa i powinno si¢ zakaza¢ takich praktyk,
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z drugiej strony ograniczatoby to wolnos¢ stowa. Prawo polskie nie odnosi si¢ stricte
do karalnos$ci fake-newsow (karane jest jedynie ,.ktamstwo oswiecimskie™). Uszczel-
nienie tych przepisbw mogloby pomoc W ograniczeniu szerzenia nieprawdziwych
informacji, a co zatym idzie zacheci¢ do szczepien i zmniejszeniu ryzyka wystapienia
epidemii odry [27].

W stanie Kalifornia (Stany Zjednoczone Ameryki) dzieci, ktore nie posiadajg
odpowiednich szczepien nie sg przyjmowane do szkol, przedszkoli czy ztobkow [28].
Takie rozwigzanie chociaz bardzo radykalne, rowniez mogloby poprawi¢ sytuacjie
szczepien w wielu krajach. Godzi to jednak tak jak karalno$¢ fake-newsow w prawa
obywatelskie.

6. Pandemia COVID-19 a szczepienia przeciwko odrze i innym chorobom
zakaznym

Z obecng sytuacjg pandemiczng takze wigze si¢ wiele kwestii spornych i niedo-
moéwien zwigzanych z wprowadzeniem na rynek szczepionek réznych firm. Wraz
z rozwojem pandemii COVID-19 i pojawieniem si¢ pierwszych z nich rozkwitly ruchy
antyszczepionkowe. Gloszone przez nie poglady dotyczyly m.in. tego, iz szczepimy
si¢ niesprawdzonymi preparatami (szczepionka, zbyt szybko powstala i zostata
wprowadzona na rynek), w zwigzku z tym jest eksperymentem medycznym na lu-
dziach zwigzanym ze spiskiem koncernow farmaceutycznych [29]. Ten proces ostabia
zaufanie nie tylko do szczepien przeciwko COVID-19, ale réwniez ogdlnie do
szczepien ochronnych eskalujac teorie mowiace o zmowie firm farmaceutycznych
W ogole.

Innym problemem zwigzanym z pandemig jest ograniczenie dostepu do ochorny
zdrowia, a w szczegolnosci do szczepien przeciwko innym chorobom [30].

To wszystko stanowi dlugofalowe zagrozenie dla ochrony przed innymi od SARS-
CoV-2 chorobami zakaznymi jak np. odra, $winka czy gruzlica. Niesie to ryzyko utraty
odpornosci zbiorowej, a tym samym powr6t groznych dla zycia i zdrowia infekcji [31].

7. Whnioski

Na podstawie powyzszej analizy wielopoziomowej mozliwosci wystapienia epidemii
odry, to zdarzenie wydaje si¢ by¢ coraz bardziej realne. Z roku na rok rosnacy odsetek
0s0b niezaszczepionych oraz lawinowy wzrost liczby przypadkéw zakazenia wirusem
odry w potaczeniu w ruchami antyszczepionkowymi moze doprowadzi¢ do utraty
odpornosci zbiorowiskowej w Polsce. Zakazenie wirusem niesie powazne wyzwanie
terapeutyczne dla szpitali, a komplikacje przechorowania moga wystapi¢ nawet po
wielu latach.

Konieczne jest potozenie nacisku na zwickszenie zaufania obywateli do szczepien
ochronnych poprzez reklame i pozytywna edukacje, jak rozpowszechnianie rzetelnych
informacji zgodnych z obecng wiedzag medyczng, walka z inetrnetowymi ,,fake-
newsami”, oraz uszczelnienie systemu obowiazkowych szczepien ochronnych dla dzieci.

Jesli nie podejmie si¢ zadnych dziatan, moze okazac sig, iz wieloletni wysitek
wlozony w probe eradykacji chordb zakaznych okazat si¢ porazka, a straty z tym zwig-
zane mogg okazac si¢ katastrofalne.

166


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Epidemia odry (ang. rubeola) jako realne zagrozenie —
analiza problemu spadku liczby szczepien przeciwko chorobom zakaznym

Literatura

1. Adamas M., 8 cytatow Albera Einsteina, ktore majq ponadczasowe znaczenie,
https://cytaty.pl/nauka/70357,8-cytatow-alberta-einsteina-ktore-maja-ponadczasowe-
znaczenie.html [data dostepu: 24.02.2022].

2. Biala A, Kotaczkowska E., Przepis na pierwszq w historii szczepionke: chore bydio,
mleczarki i wiejski lekarz. Diaczego i jak stworzono pierwszq szczepionke?, Kosmos
problemy nauk biologicznych, tom 68, nr 3, 2019, s. 339-353.

3. Morgan A., Parker J., Translational mini-review series on vaccines: The Edward Jenner
Museum and the history of vaccination, Clinical and Experimental Immunology, 147,
2007, s. 389-394.

4.  https://www.gov.pl/web/szczepimysie/krotka-historia-szczepionek-jak-na-przestrzeni-
dziejow-ratowano-ludzkosc [data dostepu: 24.02.2022].

5. Pardi N., Hogan M.J., Porter F. W., Weissman mRNA vaccines — a new era in vaccinology,
Nature Reviews Drug Discovery, 17, 2018, s. 261-279.

6. Pajak A., Krolak-Olejnik B., Polski Kalendarz Szczepiern Ochronnych — wezoraj, dzis
i jutro, Pielegniarstwo i Zdrowie Publiczne, 5, nr 1, 2015, s. 93-98.

7. Czajka H., Dlaczego szczepienia ochronne sq nadal potrzebne?, Developmental Period
Medicine, 22, 2018, nr 2, s. 171-178.

8. Nitsch-Osuch A., Choroby zakazne — wezoraj, dzis, jutro, Stosunek do szczepien
ochronnych: sceptycyzm wobec nauki, Instytut Probleméw Wspolczesnej Cywilizacji im.
Marka Dietricha, 2021.

9. Fita M., Kr6l B., Obowigzek szczepien ochronnych — analiza prawnomedyczna, Acta
Universitatis Lodziensisfolia luridica, 86, 2019.

10. Szczeklik A., Gajewski P., Interna Szczeklika, 11, 2021, Medycyna Praktyczna.

11. Sobczyk W., Podostre stwardniajgce zapalenie mozgu, Polski Przeglad Neurologiczny, 1,
2006, tom 2, s. 1-6.

12.  https://unicef.pl/co-robimy/aktualnosci/dla-mediow/w-2019-liczba-zgonow-na-skutek-
odry-wzrosla-o-polowe [data dostepu: 24.02.2022].

13.  https://www.who.int/health-topics/measles [data dostgpu: 24.02.2022].

14. Dziedzic B., Kobos E., Sienkiewicz E., Lenczuk-Gruba A., Kryczka T., Increase in cases
of measles in Europe, Medycyna Ogolna i Nauki o Zdrowiu, 2019, tom 25, nr 4, s. 195-199.

15. https://szczepienia.pzh.gov.pl/fag/jak-bardzo-zarazliwa-jest-odra/ [data dostepu:
24.02.2022].

16. Mina M.J., Metcalf J., de Swart R., Osterhaus A.D.M.E., Grenfell B., Long-term measles-
induced immunomodulation increases overall childhood infectious disease mortality,
Science, 8, 2015, nr 348.

17. Laksono B.M., de Vries R.D., Verburgh R.J., Visser E.G., de Jong A., Fraaij P.L.A., Ruijs
W.L.M., Nieuwenhuijse D.F., van den Ham H.J., Koopmans M.P.G., van Zelm M.C.,
Osterhaus A.D.M.E., de Swart R.L., Studies into the mechanism of measles-associated
immune suppression during a measles outbreak in the Netherlands, Nature
Communications, 9, 2018, nr 4944,

18. https://psrp.org.pl/wiesz-wiecej-historia-ruchu-antyszczepionkowego/[data dostepu:
24.02.2022].

19. Lusawa A., Pinkas J., Zgliczynski W.S., Mazurek M., Wierzba W., Nieprawdziwe
informacje w zakresie szczepien ochronnych jako wyzwanie dla zdrowia publicznego,
Zdrowie Publiczne i Zarzadzanie, 17, 2019, s. 40-45.

20. Sathyanarayana Rao T.S., Andrade C., The MMR vaccine and autism: Sensation,

refutation, retraction, and fraud, Indian Journal of Psychiatry, 53, 2011, s. 95-96.

167


https://cytaty.pl/nauka/70357,8-cytatow-alberta-einsteina-ktore-maja-ponadczasowe-znaczenie.html
https://cytaty.pl/nauka/70357,8-cytatow-alberta-einsteina-ktore-maja-ponadczasowe-znaczenie.html
https://www.gov.pl/web/szczepimysie/krotka-historia-szczepionek-jak-na-przestrzeni-dziejow-ratowano-ludzkosc
https://www.gov.pl/web/szczepimysie/krotka-historia-szczepionek-jak-na-przestrzeni-dziejow-ratowano-ludzkosc
https://unicef.pl/co-robimy/aktualnosci/dla-mediow/w-2019-liczba-zgonow-na-skutek-odry-wzrosla-o-polowe
https://unicef.pl/co-robimy/aktualnosci/dla-mediow/w-2019-liczba-zgonow-na-skutek-odry-wzrosla-o-polowe
https://www.who.int/health-topics/measles
https://szczepienia.pzh.gov.pl/faq/jak-bardzo-zarazliwa-jest-odra/
https://psrp.org.pl/wiesz-wiecej-historia-ruchu-antyszczepionkowego/
http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Dawid Pajor, Mateusz W. Wylaz

21. Mrozek-Budzyn D., Majewska R., Kieltyka A., Augustyniak M., Brak zwigzku miedzy
ekspozycjg na szczepionki zawierajqce tiomersal i rozwojem autyzmu u dzieci, Przeglad
epidemiologiczny, 65, 2011, s. 491-495.

22.  Centrum Badania Opinii Spotecznej CBOS, Opinie na temat szczepien ochronnych dzieci,
Komunikat z badan nr BS/172/2013, Warszawa 2013.

23.  Augustynowicz A., Wrzesniowska-Wal 1., Aspekty prawne obowigzkowych szczepien
ochronnych u dzieci, Pediatria Polska, 88, 2013, s. 120-126.

24. Wawrzyniak A., Graczyk J., Szost P., Kosiniska A., Kalicki B., Zakazenie wirusem odry
Jako element diagnostyki i roznicowania z innymi chorobami wirusowymi na podstawie
opisu przypadkow klinicznych, Pediatria i Medycyna Rodzinna, 16, 2020, s. 93-99.

25. Szalonka A., Antagonistyczne postawy wobec szczepien zagrozeniem dla cywilizacyi,
E-Wydawnictwo. Prawnicza i Ekonomiczna Biblioteka Cyfrowa. Wydziat Prawa,
Administracji i Ekonomii Uniwersytetu Wroctawskiego, 2019, s. 311-320.

26. Kocemba P., Lasota M., Sroka N. H.., Feleszko W., Facebook-based medicine, czyli
profesjonalny wizerunek lekarza w internecie, Pediatria i Medycyna Rodzinna, 11, nr 3,
2015, s. 328-338.

27. Mamak K., Karalnos¢ medycznych fake newséw, Filozofia w Praktyce, 2020, tom 6.

28. Mello M.M., Studdert D.M., Parmet W.E., Shifting Vaccination Politics — The End of
Personal-Belief Exemptions in California, England Journal of Medicine, 373, 2015,

S. 785-787.

29. Kozik E., Jak troszczy¢ sig 0 zycie? Antyszczepionkowe narracje spiskowe w czasie
pandemii COVID-19, Studia Etnologiczne i Antropologiczne, tom 21, 2021.

30. Barczewski M., Sykuna S., Pandemia COVID-19: wieloptaszczyznowosé problemu
dostepu do szczepionek i innych produktow leczniczych na tle filozofii prawa wlasnosci
intelektualnej, Ruch Prawniczy, Ekonomiczny i Socjologiczny, tom 82, nr 3, 2020.

31. Stopiecka A., Kwiecien E., Przyczyny negatywnych postaw ludnosci wobec szczepien,
Hygeia Public Health, 49, nr 4, 2014, s. 685-689.

Epidemia odry (ang. rubeola) jako realne zagrozenie — analiza problemu spadku
liczby szczepien przeciwko chorobom zakaznym

Streszczenie

Kalendarz szczepien, czyli wykaz zalecanych i obowigzkowych szczepien dla dzieci jest niebywalym
osiggnigciem cywilizacyjnym. Liczne badania potwierdzaja ten fakt. Na ten przyktad ospa prawdziwa (fac.
variola vera), zostata uznana przez WHO za eradykowang, czyli wyeliminowang z populacji ludzkiej
w 1980 roku dzigki szczepionce przeciwko tej chorobie. Wysoka wyszczepialno§¢ przeciwko takim choro-
bom jak: $winka, r6zyczka czy odra niejako ostabito czujnos¢ lekarzy oraz os6b czuwajacych nad bezpie-
czenstwem epidemiologicznym w kraju, gdyz choroby te przestaly praktycznie wystgpowac wsrod ludzi.
Obserwowany od wielu lat spadek liczby szczepien przeciwko chorobom zakaznym powoduje, iz coraz
czedciej zdarzaja sie przypadki np. odry. Jest to ogromne zagrozenie, jak i regres cywilizacyjny, ktory
udalo si¢ osiagnaé dzigki odpornosci zbiorowej i wysokim odsetku osob zaszczepionych. Istnieje wiele
niebezpiecznych skutkoéw powrotu choréb, ktorych niewielu lekarzy mialo szans¢ zobaczy¢é w praktyce
klinicznej. Takze studenci medycyny praktycznie nigdy nie mieli okazji zobaczy¢ chordb takich jak odra
czy blonica, a ich wiedza o tej chorobie pochodzi tylko z podrecznika. Z jednej strony powrdt zapomnia-
nych juz choréb zakaznych moze spowodowaé wystapienie nowych epidemii, gdyz zakazno$¢ np. odry
jest kilkukrotnie wyzsza niz wirusa SARS-CoV-2, natomiast z drugiej strony moze zabrakna¢ osob, ktore
beda stawiaé diagnoze tej choroby, jak i lekow, ktorymi bedzie mozna je leczy¢é. W wystgpieniu podjgto
probe przyjrzenia si¢ szczepieniom przeciwko odrze i obserwowanym wzroscie przypadkow tej choroby
na $wiecie. Wzrost ruchow antyszczepionkowych, szczegdlnie w czasach pandemii COVID-19 miat
niebywaty wpltyw na postrzeganie wszystkich szczepionek, nie tylko tych przeciwko wirusowi SARS-
CoV-2. Uwzglednienie tego czynnika w pracy jest prawdopodobnie jednym z glownych przyczyn wzrostu
liczby zachorowan na odre. Poruszony problem wydaje si¢ by¢ istotny nie tylko ze wzgledow medycznych,
ale takze ekonomicznych, wszak lepiej zapobiegaé niz leczy¢.

Stowa kluczowe: odra, epidemia, antyszczepionkowcy, szczepienia, choroby zakazne
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The measles epidemic (Rubeola) as a real threat — analysis of the problem
of the decline in vaccinations against infectious diseases

Abstract

The vaccination calendar, the list of recommended and compulsory vaccinations for children, is an
extraordinary achievement of civilization. Numerous studies confirm this. Smallpox (variola vera) was
classified by the WHO in 1980 as eradicated, i.e. eliminated from the human population, thanks to
a vaccine against the disease. The high level of immunity against diseases such as mumps, rubella or measles
has weakened the vigilance of doctors and those responsible for epidemiological security in the country, as
these diseases are practically eliminated among humans. The decline in vaccination against infectious
diseases, which has been observed for many years, is leading to an increasing incidence of cases such as
measles. This is a major threat and a regression in civilisation achieved by collective immunity and the
high proportion of people vaccinated. There are many dangerous effects of the return of diseases that few
doctors in clinical practice have been able to see. Medical students have almost never had the opportunity
to see diseases such as measles or diphtheria, and their knowledge about this disease comes only from
textbooks. On the one hand, the re-emergence of forgotten infectious diseases may lead to new epidemics,
e.g. as measles is many times higher than the SARS-CoV-2 virus, on the other hand, there may be a lack of
people to diagnose the disease and of medicines to treat it. This speech attempted to investigate measles
vaccination and the worldwide increase in measles. The increase in anti-vaccine movements, particularly
during the COVID-19 pandemic, had a huge impact on the perception of all vaccines, not just those against
SARS-CoV-2 virus. Taking this factor into account at work is probably one of the main reasons for the
increase in measles. The problem seems to be important not only for medical reasons but also for economic
ones, but prevention is better than cure.

Keywords: measles, epidemic, anti-vaccines, vaccinations, infectious diseases
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E-papierosy — wplyw na uklad odpornosciowy,
ryzyko infekcji i odpowiedz poszczepienng

1. Wstep

W ostatnim czasie opublikowane zostaly wyniki badan, wskazujace na to, ze
elektroniczne papierosy (tzw. e-papierosy) — powszechnie uznane za bezpieczniejsza
forme¢ palenia tytoniu — mogg mie¢ niekorzystny wptyw na zdrowie. Rozpatrzenie
tematu wplywu e-papieroséw na organizm poprzez podjecie go w szerszej perspektywie
moze pomoc w lepszym zrozumieniu mechanizméw, w tym tych niepozadanych, ktorych
lepsze poznanie moze by¢ istotne z punktu widzenia zdrowia publicznego.

2. Cel publikacji

Celem pracy jest omowienie tematu dotyczacego wpltywu e-papierosow na uktad
odpornosciowy, ryzyko infekcji i odpowiedz poszczepienna, z uwzglednieniem naj-
nowszych doniesien naukowych.

3. Metodologia

Praca na charakter przegladowy. Przeglad piSmiennictwa naukowego zostat doko-
nany z zastosowaniem bazy PubMed NCBI (National Centre of Biotechnological
Information) oraz innych Zrodet i materiatdéw, zwigzanych z tematem pracy w sposob
posredni lub bezposredni. W celu wyodrebnienia wszystkich publikacji, dotyczacych
tematu pracy, wybrane zrodta zostaly wytonione w oparciu o zastosowanie stow i haset
kluczowych takich jak: e-cigarette oraz kombinacje e-cigarette AND history, e-cigarette
AND intestine, e-cigarette AND elastase, e-cigarette AND MMP-9, e-cigarette AND
respiratory tract AMD protein, e-cigarette AND neutrophil, e-cigarette AND vaccine
response, e-cigarette AND antioxidant. W oparciu o t¢ metodologie, wyodrgbniono
badania do$wiadczalne i kliniczne, ktoérych wyniki byly publikowane w latach 2018-
2022 celem dokonania przegladu i syntezy wnioskow.

4. E-papierosy — definicja

Papierosy elektroniczne sg to urzadzenia odparowujace roztwor nikotyny potaczony
Z plynnymi aromatami. W tradycyjnych papierosach spalane sg liScie tytoniu. Od
chwili pojawienia si¢ na rynku e-papierosow w 2004 r. ich sprzedaz i uzycie gwat-
townie wzrosto. E-papierosy sg propagowane jako zdrowsza, tansza i bardziej akcepto-
walna w spoleczenstwie alternatywa dla tradycyjnych papieroséw. Pierwotnie e-papierosy
mialy ksztalt wyrobow tytoniowych np. papieroséw czy cygar. Aktualnie za$ e-papie-
rosy produkowane sg w rozmaitych formach przedmiotoéw uzywanych na co dzien, np.
w formie dlugopisow czy no$nikow pamieci USB [1].

! Wydziat Medyczny. Collegium Medicum, Uniwersytet Kardynala Stefana Wyszyfiskiego w Warszawie
2 Wydziat Prawa i Administracji, Uniwersytet Kardynata Stefana Wyszynskiego w Warszawie.
3 Wydziat Medyczny. Collegium Medicum, Uniwersytet Kardynata Stefana Wyszyniskiego w Warszawie.
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Technologia, ktoéra wykorzystuje si¢ do produkc;ji elektronicznych papierosow, gwat-
townie si¢ rozwineta w ciggu ostatnich 10 lat jako metoda dostarczania nikotyny do
organizmu. Z punktu widzenia zdrowia publicznego i klinicznego wplyw e-papierosow
jest wcigz kwestig dyskusyjng, poruszang ze wzgledu na koniecznos¢ zrownowazenia
mozliwych negatywnych skutkéw zdrowotnych produktu z potencjalng redukcja szkod,
jesli okazatoby sig, ze e-papierosy przynosza pozytywne skutki, w tym np. zaprzestanie
palenia papierosow tradycyjnych [2].

Papierosy elektroniczne w Polsce podlegaja wielu regulacjom prawnym zgodnie
Z ustawg z dnia 22 lipca 2016 r. o zmianie ustawy o ochronie zdrowia przed nastgp-
stwami uzywania tytoniu i wyroboéw tytoniowych (Dz.U. 2016 poz. 1331). E-papierosy
moga naby¢ wylgcznie osoby peloletnie — tj. te, ktore ukonczyly 18. rok zycia.
Ustawodawca okresla rowniez wymagania jakie powinien spetniac¢ e-papieros, m. in.
maksymalng mozliwg zawarto$¢ nikotyny oraz podkresla iz oprocz nikotyny w e-pa-
pierosach moga znajdowac si¢ tylko takie sktadniki, ktore w postaci podgrzanej lub nie
podgrzanej nie zagrazajg zdrowiu ludzkiemu. Przepisy wskazuja rowniez na niemoznos¢
palenia e-papieroséw w miejscach do tego niewyznaczonych [3].

5. E-papierosy — historia, rodzaje, mechanizm dzialania

5.1. E-papierosy — historia
Pierwsza idea stworzenia e-papierosa powstata w 1963 r. podczas gdy Herbert A.

Gilbert zarejestrowat patent na ,,bezdymnego papierosa bez tytoniu”. Celem tego przed-

miotu mialo by¢ zagwarantowanie bezpiecznego sposobu palenia tytoniu poprzez

zamian¢ palacego si¢ tytoniu na podgrzane, wilgotne, aromatyzowane powietrze. Czter-
dziesci lat po tym odkryciu, w 2003 r. chinski farmaceuta Hon Lik, zostal wynalazca
e-papieroséw w aktualnej ich formie. Od tamtego momentu elektroniczne papierosy

ulegly duzej popularyzacji na catym $wiecie i ich uzycie znacznie wzrosto [1].

5.2. E-papierosy — rodzaje

Na swiecie istnieje ponad 460 marek produkujacych elektroniczne papierosy, tysiace
réznych e-liguidow. Produkowane e-papierosy roznig si¢ m.in. stezeniem nikotyny,
ilos’ciq odparowywanej nikotyny czy topografia palenia e-papieros()w tj. gk;bokos'ciq

I szybkoscia zaciagania, czasem przerw migdzy za01qgn1@c1am1 i iloscia zacu}gnu;c [5].

Firmy, produkujgce papierosy elektroniczne, rozrézniaja sze$¢ rodzajow e-papierosow,

mianowicie:

e akumulatorowy zestaw startowy e-papierosy cigalike — przeznaczony dla nowych
uzytkownikow papierosow elektronicznych, jest tatwy w uzyciu oraz przezna-
czony dla dorostych chcacych rzuci¢ palenie tradycyjnych papierosow;

e zestawy vape w stylu piora — jest przeznaczony dla bardziej doswiadczonych
vaperow;

e zestawy pod — zestaw Pod Kit ma taki sam sposob dziatania jak papieros, lecz nie
ma jego ksztattu;

o zestawy podomoréw — zestawy sub-omowe sg przeznaczone do bardziej zaawan-
sowanych oparéw, gdyz przy tej metodzie wapowania tworzone sa duze chmury
opadow;

e e-papierosy jednorazowe — wystarcza on od 1 do 3 dni, zaleznie od czestotliwosci
i dlugosci wapowania;

e e-papierosy z mozliwoscig tadowania — jest to produkt do wapowania z tadowarka
USB, ktory trzeba odtgczy¢, gdy zaswieci si¢ odpowiednia kontrolka [6].
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5.3. E-papierosy — mechanizm dzialania

E-papierosy ztozone sg z trzech gléwnych elementow, mieszczacych si¢ w obudowie
ze stali nierdzewnej: kartidza, atomizera i baterii. Wktad shuzy do przechowywania
ptynnej mieszanki, ktora sktada si¢ zazwyczaj z glikolu propylenowego /lub gliceryny
roslinnej, wody i1 aromatow. Ta mieszanina moze zawiera¢ nikotyne¢ o réznych steze-
niach lub by¢ jej pozbawiona. Kiedy osoba, ktora pali e-papierosa, wykonuje wdech
przez ustnik, obwod wrazliwy na nacisk uruchamia atomizer, ten za$ podgrzewa ptyn
umieszczony w kartridzu, tworzac opary przypominajgce dym [1].

Nikotyna, zawarta w e-papierosach, najprawdopodobniej jest wchlaniana przez
nabtonek gomych drog oddechowych lub migzsz ptuc, gdyz sg one w bezposredniej
stycznosci z aerozolem. Istnieja e-papierosy nieposiadajace nikotyny w swoim skladzie,
lub zawierajace ja w malych ilosciach. W zaleznosci od typow grzatek poziom nikotyny
moze by¢ rézny we wkiadzie i w aerozolu [5].

5.4. E-papierosy — dane dotyczace rozpowszechnienia

W 2020 r. Rzecznik Praw Dziecka zlecit Instytutowi Badan Pollster przeprowadzenie
badan wsréd mtodych ludzi dotyczacych uzywania papierosoéw elektronicznych. Wyniki
badan wskazuja, iz az 23% o0sob w wieku 16-19 lat pali e-papierosy. Okazuje si¢, ze
wsrdd nastolatkéw dostep do e-papierosow nie stanowi zadnego problemu, a wrecz
przeciwnie — sa one wszechobecne. Z badan wynika, ze polska mlodziez zaczyna
obcowanie z e-papierosami gtdéwnie w ramach rozrywki — dotyczy to 58% badanych,
lub traktuje wapowanie jako przerweg w nauce — 43%; jednym z glownych powodow
siggania po e-papierosy jest rowniez stres — dotyczy to 47% uzytkownikoéw. Badania
wsrod mlodziezy zostaly takze przeprowadzone w kontekscie wiedzy miodych osob
0 papierosach elektronicznych. 51 % badanych przyznaje, ze posiada niewielka wiedze
nt. e-papierosoéw, lecz uwaza, ze ta wiedza jest dostateczna, 20% za$ twierdzi, ze ich
wiedza jest zadowalajaca, a tylko 18% chcialoby poszerzy¢ swoja wiedze¢ na ten temat.
Rzecznik Praw Dziecka — Mikotaj Pawlak wysnut z tych badan wnioski, iz nalezy
spowolni¢ rozpowszechnianie si¢ tego rodzaju zgubnej przyjemnosci. Zapewnit on
rowniez, ze podejmie odpowiednie dziatania profilaktyczne w tym celu, za posred-
nictwem szkot, aby polska mlodziez zaczgta zdawac sobie sprawe z tego, jak wielkie
niebezpieczenstwo niesie za sobg uzywanie papieroséw elektronicznych [7].

6. E-papierosy — wplyw na zdrowie
6.1. Wplyw e-papieroséw na flore¢ bakteryjna jelit

Mikrobiota jelitowa jest niezwykle istotna dla wielu procesow np. trawienia, wchia-
niania, metabolizmu, ale tez odgrywa role¢ w budowaniu odpornosci. Sktad ilo§ciowy
I jako$ciowy jest zroznicowany i zalezy od odcinka uktadu pokarmowego. Sugerowana
liczebnos$¢ w gramie tresci jelita grubego wynosi okoto 102 komorek, taczna liczba
gatunkow siega 800-900 bakterii i archeonéw [8].

Coraz czg$ciej prowadzone sg badania nad mikrobiomem jelit; wykazaly one m.in.,
ze a palenie tytoniu ma na ten mikrobiom wplyw. Okazuje sig, ze u palaczy papie-
rosoéw tradycyjnych wykazano wigksza obfitos¢ Prevotella, zas nizsza — Bacteroides
oraz mniejsza roznorodno$¢ Shannona, w porownaniu z grupa kontrolng sktadajacg si¢
z 0s0Ob niepalacych. Zaprzestanie palenia papierosow spowodowato wzrost roznorod-
nos$ci drobnoustrojow i glebokie zmiany w mikrobiomie jelitowym, dotyczace migdzy
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innymi bakterii z rodzaju Bacteroidetes i Proteobacteria. Wyniki badan wskazujg na
to, ze u palaczy papierosow tradycyjnych dochodzi do zmiany w liczebnosci alfapro-
teobakterii i betaproteobakterii oraz do wzrostu liczebnosci Firmicutes i Actinobacteria.
Dodatkowo przeprowadzono badanie porownujace zmiany profilu bakteryjnego u palaczy
papierosoéw tradycyjnych oraz e-papierosow. Wyniki wskazuja, ze palenie papieroséw
tradycyjnych wywotywato bardziej znaczace zmiany w mimkrobiomie jelit, niz palenie
e-papieroséw; zmiany te dotycza w szczegélnosci wzglednego wzrostu obfitosci
Prevotella czy zmniejszeniem liczebnosci Bacteroides. Nie stwierdzono istotnych réznic
w réznorodnosci alfaproteobakterii i betaproteobakterii lub wzglednej liczebnosci
taksonomicznej pomigdzy palaczami e-papierosow a grupa kontrolng, ztozona z osob
niepalacych [9].

Woplyw aerozolu e-papieroséw na stan okreznicy oceniany byt w badaniach ekspe-
rymentalnych. W badaniu uzyto tacznie 30 dorostych samcow myszy. Zwierzeta byty
podzielone na trzy grupy. Pierwsza grupa byta kontrolng, druga byla badana bez-
posrednio po 4-tygodniowym narazeniu na opary, a trzecia byta obserwowana 4 tygodnie
po tym jak zaprzestano narazac ja na opary przez 4 tygodnie. U myszy narazonych na
opary elektronicznych papieroséw stezenie aldehydu malonowego i ilos¢ catkowitego
tlenku azotu wzrosta w sposob znaczacy w tkance okr¢znicy, a stezenie dysmutazy
ponadtlenkowej — enzymu waznego w ochronie antyoksydacyjnej komorek — ulegto
zmniejszeniu. W badaniach histologicznych okreznicy zwierzat poddanych ekspozycji
na opary e-papierosow (zawierajace w swoim sktadzie rowniez nikotyng) zaobserwo-
wano, ze jej blona §luzowa byla znieksztatcona, wysciotka nablonkowa zostata utracona,
pojawit si¢ naciek komorek zapalnych. Znaczaco wzrosta ekspresja czynnika martwicy
nowotwordw (ang. tumor necrosis factor a, TNF-a). Po 4 tygodnia od zakonczenia
ekspozycji na opary zaobserwowano spadek immunosupresji, spadek produkcji TNF-o,
rownowaga utleniajgco-antyoksydacyjnej zostala przywrocona, a btona $luzowa
powrdcita do stanu prawidtowego. Okazuje si¢ zatem, ze stosowanie elektronicznych
papieroséw powoduje wyrazne patologiczne zmiany w obrebie btony §luzowej okrgznicy.
Zaprzestanie ekspozycji prowadzi do poprawy stanu okreznicy i czgsciowo do przy-
wrdcenia integralnosci jej blony §luzowe;.

Potrzebne sg dalsze badania, aby pozna¢ krotko- i dlugotrwate skutki uzywania
e-papieroséw [10]. Warto zaznaczy¢, ze niektore badania wskazuja, ze palenie moze
zmienia¢ nie tylko mikrobom jelitowy, ale doprowadza¢ do zmian przykladowo
w gornym odcinku przewodu pokarmowego, $linie czy gardle [9].

6.2. Wplyw na procesy zapalne

W wielu badaniach zidentyfikowano znaczaca ilo$¢ rozmaitych substancji chemicz-
nych wystepujacych w oparach e-papierosow, ktore moga by¢ toksyczne i wptywac na
procesy zapalne. Istotny moze by¢ fakt, iz poziomy kilku z tych substancji toksycznych
wzrosly po odparowaniu z powodu ciepta i/lub napigcia wytwarzanego przez bateri¢
W e-papierosach. Wykazano, ze nikotyna, zawarta w oparach e-papieroséw, zwigksza
produkcje reaktywnych form tlenu w komoérkach nabtonka oddechowego, jak rowniez
w makrofagach pecherzykowych; wolnorodnikowe uszkodzenie komorek posrednio
moze si¢ przyczynia¢ do rozwoju stanu zapalnego. Zwigkszona produkcja reaktyw-
nych form tlenu, zapalnych cytokin i chemokin, wywotywana narazeniem na opary
e-papieroséw, moze wywotac stan zapalny w makrofagach pecherzykowych w phucach,
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ktory jest czesciowo zalezny od nikotyny. W warunkach in vivo stwierdzono tez wpltyw
narazenia na opary e-papierosow na uposledzenie zdolnosci fagocytarnej makrofagow,
ktora jest istotna dla prawidtowego funkcjonowania wrodzonej odpowiedzi immunolo-
gicznej. Uposledzenie tego mechanizmu bylo prawdopodobnie uwarunkowane przez
opary e-papierosa [11]. Badania pokazuja takze, Zze waporyzacja nasila cytotoksyczne
dziatanie e-papierosoéw indukujac zardwno apoptoze, jak i martwice komodrek nabtonka
oddechowego. E-papieros z kondensatem pary z e-papieroséw jest bardziej toksyczny
dla makrofagéw pecherzykowych niz e-papierosy bez wapowania (waping — wdychanie
aerozolu powstajacego wskutek podgrzania liquidu, zawierajgcego nikotyng, roz-
puszczalniki, np. glikol propylenowy i gliceryna roslinna oraz aromaty).

6.3. Wplyw e-papierosow na profil bialek uczestniczacych w mechanizmach
odpornosciowych w wydzielinie drog oddechowych, w tym elastazy i MMP-9

Proteoliza jest kluczowa dla wrodzonej odpornosci cztowieka. Proteazy takie jak
elastaza neutrofilowa czy metaloproteazy macierzy pozakomorkowej (ang. matrix me-
talloproteinases, MMPs) modulujg sygnalizacj¢ komorkowsa, wptywaja na stan zapalny,
przebudowe tkanek. Wptywajg tez na rekrutacje leukocytow np. przez rozszczepienie
nieaktywnych form czynnikow transkrypcyjnych i indukcje syntezy docelowych biatek
w tym cytokin czy chemokin. W przypadku przewleklego uzywania tytoniu dochodzi
do nadmiernej proteolizy, a w konsekwencji do rozstrzenia oskrzeli i rozedmy ptuc.
Jedno z badan obejmowato palaczy tradycyjnych papierosow, e-papierosoOw oraz osoby
niepalace. Rownolegle przeprowadzano badanie na izolowanych neutrofilach krwi
obwodowej i makrofagach poptuczyn oskrzelowo-ptucnych. Analizie poddano tez
stezenie nikotyny w plwocinie indukowanej i w poptuczynach oskrzelowo-pecherzy-
kowych (ang. bronchoalveolar lavage, BAL). Wyniki tych badan doprowadzity do
wniosku, ze z punktu widzenia wptywu na produkcje MMPs wapowanie moze nie by¢
bardziej bezpieczne niz palenie tytoniu [12].

Przeprowadzono rowniez badania dotyczace sktadu indukowanej plwociny palaczy
tradycyjnych papieroséw, e-papierosdéw i 0sob niepalacych. Zastosowano proteomike
ilosciows, technik¢ rozpraszania $wiatla/refraktometri¢ oraz znakowang spektrometrie
mas. W poréwnaniu z osobami niepalagcymi — w plwocinie oséb palacych papierosy
tradycyjne odnotowano wzrost detoksykacji aldehydowej i biatkowej, co miato zwigzek
ze stresem oksydacyjnym. PodwyzZszona byta tez ilo$¢ biatek trawigcych sktadowe ma-
cierzy pozakomorkowej jak MMP-9 czy elastazy. Warte uwagi jest to, Ze sg to biatka
zwigzane z przewlekla obturacyjna choroba ptuc. W poréwnaniu do sktadu induko-
wanej plwociny o0sob niepalacych — w plwocinie indukowanej u palaczy e-papieroséw
stwierdzono zmiany stezenia 81 bialek. Dla poréwnania w indukowanej plwocinie
palaczy tradycyjnych papierosow odnotowano zmiany st¢zenia 44 biatek. Zmiany
dotyczyly m.in. biatek wchodzacych w sktad §luzu drég oddechowych. W poréwnaniu
z palaczami papierosow tradycyjnych — w indukowanej plwocinie palaczy elektro-
nicznych papieros6w nie wykazano wyzszonego stezenia biatek peigcych role
W mechanizmach obronnych btony sluzowej. Przyktadem takich biafek sa: laktoferyna,
czynnik tréjlistny 3, lizozym C. Natomiast stezenie kilku biatek odpornosci wrodzone;j
np. DMBTL1 (ang. deleted in malignant brain tumors 1, DMBTL1) i lizozym C (ang.
lysozyme C, LYSC) byt znaczgco obnizony u uzytkownikéw e-papieroséw w porow-
naniu z osobami niepalagcymi [13].
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Pophluczyny oskrzelowo-pgcherzykowe palaczy papieroséw tradycyjnych i waperow
wykazuja zwigkszone stgzenia elastazy neutrofilowej (ang. neutrophilic elastase, NE)
i MMP (MMP-2 i MMP-9) — w pordéwnaniu z popluczynami pochodzacymi od osob
niepalacych. Nie zmienia si¢ natomiast stezenie inhibitorow proteaz. Interpretujac te
obserwacje trzeba wzig¢ pod uwage fakt, ze palacze e-papierosow mogli wezesniej by¢
palaczami tradycyjnych wyrobow tytoniowych, a wykazane zmiany moglyby wtedy
nie by¢ zwigzane zoparami e-papierosow, ale by¢ konsekwencja wczesniejszego
dzialania tytoniu. We wspomnianym badaniu pigciu na czternastu waperéw zglosito,
ze zanim zaczeli korzysta¢ z e-papierosow, nie palili wczesniej tytoniu. W tej grupie
stezenie wszystkich trzech proteaz: NE, MMP-2, MMP-9 byto znaczaco podwyzszone
w poréwnaniu ze stezeniem tych biatek u osob niepalacych. Zatem wyniki te wskazuja,
ze wzrost poziomu proteaz w poptuczynach oskrzelowo-pgcherzykowych ma zwigzek
z wapowaniem, a nie z wczesniejszg ekspozycja na tyton. Dodatkowo na podstawie
badan st¢zenia nikotyny w indukowanej plwocinie i BAL oraz oceny liczby neutrofili
i makrofagdw mozna wnioskowaé, ze podwyzszony poziom proteaz nie ma zwigzku ani
z podwyzszona liczbg neutrofili, ani makrofagéw. Wyizolowane neutrofile poddano
dziataniu e-liquidu. Na podstawie uzyskanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze
nikotyna indukuje wydzielanie proteazy w ludzkich neutrofilach i makrofagach in vitro
(szerszy opis tych procesow zawarto w nastgpnym podrozdziale) [12].

Sayed i wsp. oceniali fenotyp zapalny u palaczy e-papieroséw oraz zmiany, jakie
nastgpujg, gdy dochodzi do zaprzestania palenia. Badano rowniez funkcjonowanie mono-
cytow. W probkach palaczy e-papierosow obserwowana byla tendencja do zmniej-
szenia poziomu biatek immunomodulujacych — w pordéwnaniu z grupg kontrolna,
ztozona z osob niepalacych. Poziomy cytokin, chemokin i czynnikow wzrostu w krwi
obwodowej byly zwykle podwyzszone. Zaobserwowano zmiany w fenotypie zapalnym
monocytéw w odpowiedzi na ograniczenie stosowania e-papierosdOw — wytwarzaly one
mniej IL-8 i IL-6 po prowokacji lipopolisacharydem bakteryjnym — moze to sugerowac
ich zmniejszong zdolno$¢ do prawidlowej reakcji na infekcje bakteryjng [14].

Reidel i wsp. zaobserwowali, ze palenie papierosow tradycyjnych i progresja prze-
wleklej obturacyjnej choroby phluc koreluje ze zwigkszonym catkowitym stgzeniem
mucyny oraz zmienionym stosunkiem gtownych zelotworczych mucyn (mucyna 5B,
ang. mucin 5B, MUC5B i mucyna 5AC, ang. mucin 5AC, MUC5AC) w plwocinie.
Palenie papierosow tradycyjnych bylo zwigzane z podwyzszonym st¢zeniem mucyny
w plwocinie — w poréwnaniu ze stezeniem u osob niepalagcych — obserwacja ta nie
dotyczyta palaczy e-papieroséw. W badaniach, dotyczacych stezen poszczegdlnych
mucyn w plwocinie, odnotowano istotny wzrost stezenia MUCSAC — zar6wno
U palaczy papieroséw tradycyjnych, jak tez elektronicznych — w obu tych grupach miato
to wptyw na istotny wzrost stosunku MUC5SAC/MUCSB, w porownaniu z warto$ciami
odnotowanymi u 0s6b niepalacych [13].

Okazuje si¢ zatem, ze e-papierosy wplywaja na profil biatek uczestniczacych
W mechanizmach odporno$ciowych drog oddechowych, takich jak np. elastazy czy
MMP-9.
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6.4. Wplyw na profil bialek bioracych udzial w ochronie antyoksydacyjnej

Aerozole e-papieroséw zawierajg kilka potencjalnie toksycznych substancji, ktore
moga wywolywac stres oksydacyjny. Moga tez wplywacé na zmiany ekspresji genéw
komorek nabtonka oskrzeli podobne do tych, ktore wywotuje dym tytoniowy. Przepro-
wadzono badanie, ktorego celem bylo okreslenie genotoksycznosci i mechanizméw
indukowanych przez ekstrakty aerozolowe e-papieroséw w ludzkich komodrkach
nabtonka jamy ustnej i ptuc. Narazano komorki na dziatanie ekstraktu aerozolowego
e-papieroséw lub gtownych ekstraktow dymu papieroséw tradycyjnych. Okazalo sig,
ze ekstrakty aerozolowe e-papierosow indukowaly uszkodzenia DNA zaleznie od dawki,
ale niezaleznie od stezenia nikotyny. Indukowaty one znacznie mniej uszkodzen DNA
niz ekstrakty z dymu papieroséw tradycyjnych.

Natomiast poziomy oksydacyjnego uszkodzenia DNA byly podobne lub nieco
wyzsze w komorkach poddanych dziataniu ekstraktow aerozolowych elektronicznych
papieroséOw i w komorkach, na ktére oddziatywano ekstraktami z dymu tradycyjnych
papierosow. Ekspozycja na aerozol z e-papieroséw znacznie zwigkszata ilo$¢ reaktyw-
nych form tlenu (czego nie obserwowano po ekspozycji na dym z papierosow trady-
cyjnych). Wskazywata na to obecnos¢ 8-0xo-dG — markera oksydacyjnego uszkodzenia
DNA. W przypadku ekspozycji na aerozol e-papierosow dochodzito tez do zmniej-
szenia catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (ang. total antioxidant capacity, TAC)
i ekspresji glikozydazy DNA 8-oksoguaniny (ang. 8-oxoguanine-DNA glycosylase,
OGG1), ktéra jest enzymem niezbednym do usuwania oksydacyjnych uszkodzeh DNA.
Wyniki badan wskazuja, Zze e-papierosy sprzyjaja thumieniu komorkowych mecha-
nizmow obronnych przeciwutleniajacych i prowadza do uszkodzenia DNA. To odkrycie
wydaje si¢ istotnym punktem wyjscia do dalszych badan. Istnieje pilna potrzeba
zbadania dlugoterminowego ryzyka jakie moze nie$¢ ze sobg narazania organizmu na
dziatanie aerozolu e-papierosow [15].

Poulianiti i wsp. oceniali reakcje przeciwutleniajace po aktywnym i biernym paleniu
tytoniu lub ekspozycji (czynnej lub biernej) na opary papierosoéw elektronicznych
zuwzglednieniem wplywu na wybrane markery stanu redoks. Oceniano TAC, aktyw-
nos¢ katalazy (ang. catalase, CAT) i st¢zenie zredukowanego glutationu (ang. reduced
glutatione, GSH) w krwi obwodowej uczestnikow badania przed i po jednogodzinnej
ekspozycji. Nie odnotowano zmian w zakresie wartosci badanych parametréw po
ekspozycji zarbwno na palenie tytoniu, jak i e-papierosow. Zatem narazenie na palenie
tytoniu i e-papieroséw nie zmienia w ostry sposob reakcji uktadu antyoksydacyjnego
(ani w warunkach aktywnego, ani w warunkach biernego palenia) [16].

W badaniu na szczurach doswiadczalnych (przytaczanym w poprzednim podrozdziale)
wyniki badan biochemicznych wskazywaly m.in. na stres oksydacyjny indukowany
narazeniem na dym e-papieroséw. W grupie narazonej na opary e-papierosoOw nastapit
znaczny spadek stezenia dysmutazy nadtlenkowej (ang. superoxide dismutase, SOD)
oraz wzrost poziomow dialdehydu malonowego (ang. malondialdehyde, MDA\) i tlenku
azotu (ang. nitric oxide, NO) w tkance okreznicy, w porownaniu grupg kontrolng . To
moze by¢ wyjasnieniem indukowanej przez narazenie na opary e-papierosow patologii
przewodu pokarmowego zwigzanej z narazeniem na opary e-papierosow. Stres oksy-
dacyjny moze pogarsza¢ stan bariery przewodu pokarmowego i powodowac wzrost
przepuszczalno$ci jelit. Prowadzi¢ to moze rowniez do stanu zapalnego. Jednak
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W badaniu po 4 tygodniach od zaprzestania uzywania e-papierosdéw rownowaga utle-
niajaco-antyoksydacyjna zostala przywrdcona.
Zatem stosowanie elektronicznych papieros6w moze wptywac na stres oksydacyjny
1 zapalenie, co moze powodowac zmiany w btonie Sluzowe]j okreznicy o charakterze
patologicznym [10].

6.5. Wplyw na funkcje neutrofili

Neutrofile s3 najliczniejszymi granulocytami. Cze$¢ moze by¢ obecna w krwi
obwodowej, a cze$¢ moze pozostawa¢ w kontakcie ze $rodblonkiem stanowigc pule
marginalng. Ich czas przezycia po opuszczeniu krwi i migracji do tkanek wynosi ok.
5 dni [17].

W jednym z badan na skutek narazenia na oddziatywanie ekstraktu oparéw z e-papie-
rosa odnotowano zmiany ksztattu neutrofili izolowanych z krwi obwodowej utrzymy-
wanych w hodowli komorkowej oraz wzrost ekspresji na tych komoérkach czasteczek
CD11b i CD66b, a takze wzrost wydzielania MMP-9 i CXCL8. Wykazano dodatni
zwigzek miedzy stezeniem MMP-9, liczba neutrofili w indukowanej plwocinie a nasile-
niem przewlektej obturacyjnej choroby phuc, ktora czasem jest nazywana ,,neutrofilowa
chorobg ptuc”. Dym e-papierosa indukowat aktywacje szlaku sygnalizacji komdrkowej
i szybka aktywacje neutrofilii. W niektorych markach elektronicznych papierosow
obecna jest w znacznych ilosciach akroleina (zaobserwowano ja w dymie, a nie
w e-luquidzie). Wykazano, ze wptywa ona na odpowiedz zapalng neutrofili i wzrost
uwalniania MMP-9 przez te komorki [18].

Reidel i wsp. wykazali znaczny wzrost st¢zenia bialek zwigzanych z granulocytami
oraz z pozakomorkowymi putapkami neutrofilii (ang. neutrophil extracellular traps,
NET) takimi jak mieloperoksydaza, azurocydyna czy deiminaza bialkowo-argininowa
w indukowanej plwocinie waperé6w, w porownaniu z osobami niepalagcymi lub palacymi
papierosy tradycyjne. Poziom tych biatek byt znaczaco podwyzszony pomimo tego, ze
nie odnotowano w tej grupie znaczacego wzrostu liczby neutrofilii. NET zwigzane sg
ze specyficznym rodzajem $mierci komorki jakg jest NEToza i sktadaja si¢ z widkien
chromatyny, elastazy neutrofilowej (NE) i mieloperoksydazy (MPO), ktore z kolei
majg zwigzek ze stanem zapalnym oskrzeli czy uszkodzeniami strukturalnymi w muko-
wiscydozie i przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc [13]. Podczas NETozy (NETosis)
neutrofile uwalniaja pozakomorkowe putapki neutrofilii (NET). Takie rozwigzania
pozwala wychwytywaé bakterie czy inne patogeny, aby zapobiec ich rozprzestrze-
nianiu [19].

Dodatkowo wykazano, ze ekspozycja na opary e-papierosow doprowadza do zmie-
nionej zdolno$ci reagowania neutrofili i polaryzacji w kierunku chemoatraktantow,
aktywacji szlaku sygnatowego p38 MAPK oraz niezdolnosci do zlozenia oksydazy
NADPH. W wyniku tego neutrofile wykazujg zaburzong chemotaksje, a takze ostabiong
zdolno$¢ fagocytarng [20].

6.6. Wplyw na podatnos$¢ na ryzyko i przebieg infekcji wirusowych
I bakteryjnych oraz na odpowiedz poszczepienna

Jak wynika z przytoczonych wynikéw badan sktadniki ptynu, zawartego w e-papie-
rosach, wptywaja na nasilenie stanu zapalnego, a jednocze$nie uposledzaja funkcjono-
wanie mechanizméw odpomosci wrodzonej i nabytej, w tym migdzy innymi ostabiaja
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aktywno$¢ fagocytarng, chemotaksje neutrofilow oraz obnizaja produkcje reaktywnych
form tlenu waznych dla mechanizmow obronnych. To moze przektadaé si¢ na zwigk-
szong podatnos¢ na infekcje bakteryjne i wirusowe w pierwotnych komoérkach drog
oddechowych. Sprzyjaja temu zmiany w ekspresji cytokin ze spadkiem stezenia cytokin
waznych w odpornosci przeciwwirusowej.

Na odpowiedz immunologiczng poprzez thumienie jej mozliwosci obronnych wptywa
wedlug badan in vitro diacetyl (DA), bedacy nie tylko aromatem dodawanym do
popcornu, ale tez stosowanym w e-papierosach. Jest to alfa-diketon, ktorego dziatanie
doprowadza do utraty rzgsek w drogach oddechowych, zwigkszonej produkcji hialu-
ronianu. Wykazano, ze po zakazeniu wirusem SARS-CoV-2 w oparach DA w porow-
naniu z nabtonkiem oskrzeli nienarazonym na opary byt obecny zar6wno genomowy,
jak i subgenomiczny RNA SARS-CoV-2. Mozna zatem przypuszczaé, ze zmiany
transkryptomiczne i fizjologiczne wywotane ekspozycja na opary diacetylu uszkadzaja
rzeski w drogach oddechowych i zwickszaja podatnos¢ gospodarza na infekcje wirusowa
SARS-CoV-2 [22].

6.7. Wplyw na odpowiedZ poszczepienng

Biorac pod uwagg fakt, ze e-papierosy wywotuja zmiany prowadzace do obnizenia
odpornosci izwickszenia podatnosci na infekcje wirusowa mozna postawié¢ sobie
pytanie jaki wptyw wywiera wapowanie na odpowiedz poszczepienng. Taki temat zostat
podjety przez badaczy w odniesieniu do szczepienia na grype. W badaniu osoby niepa-
lace, palace tyton tradycyjny oraz palace e-papierosy zostaly zaszczepione zywym
atentowanym wirusem grypy (ang. live attenuated influenza vaccine, LAIV). Przed
i po inokulacji zebrano od uczestnikéw badania ptyn nabtonkowy nosa, ptyn z ptukania
nosa, probki biopsji z nosa, mocz oraz krew. Odnotowano wzrost poziomu immuno-
globuliny A (ang. immunoglobulin-A, IgA) w ptynie z plukania nosa u 0sob niepalg-
cych — podobnego wzrostu nie zaobserwowano u palaczy (zarowno papierosow trady-
cyjnych, jak i elektronicznych). W préobkach biopsyjnych z nosa stezenie chemokin:
biatko chemoatraktantu monocytow 1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1,
biatko zapalne 13 (ang. macrophage inflammatory protein, MIP-13) bylo wyzsze
U waperé6w w pordwnaniu z osobami niepalagcymi. Z kolei poziom cytokin regulujacych
obronng odpowiedZ przeciwwirusows: interferon gamma (ang. interferon gamma, IFNy),
IL-6, interleukina-12p40 (ang. interleukin-12p40, IL-12p40) byt nizszy u waperow
W poréwnaniu z osobami niepalgcymi (podobnego efektu nie odnotowano u palaczy
tradycyjnych papierosow). Cieckawe jest, ze poziomy interleukiny-2 (ang. interleukin-2,
IL-2), interleukiny-la (ang. interleukin-/a, IL-la) i czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) po szczepieniu LAIV
byly podwyzszone u palaczy elektronicznych papieroséw w poréwnaniu z osobami
niepalacymi.

Przedstawione dane sugeruja, ze stosowanie e-papierosOw moze wigzac si¢ z wigk-
szym ryzykiem wirusowych infekcji drég oddechowych oraz ze zmieniong odpowiedzig
poszczepienng — jesliby zostaloby to potwierdzone w dalszych badaniach — mogloby to
mie¢ istotne znaczenie z punktu widzenia zdrowia publicznego (zwtaszcza w kon-
tekscie okresu grypowego czy pandemii wirusow atakujacych uktad oddechowy) [23].
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7. Podsumowanie

Elektroniczne papierosy wptywaja m.in. na sktad flory bakteryjnej jelit: obserwo-
wano zmiany profilu bakterii w mikrobiomie jelitowym pod wplywem dziatania ich
opardéw. Ilos¢ niektorych bakterii (np. Prevotella) jest podwyzszona, a innych (np.
Bacteroides) zmniejszona — w pordéwnaniu z ich zawarto$cig u oséb niepalacych.
W badaniu doswiadczalnym wykazano wptyw oparow elektronicznych papierosow na
produkcje mucyny, MMP, ostabienie ochrony antyoksydacyjnej i na indukcje procesu
zapalnego w okreznicy. W réznych modelach doswiadczalnych wykazano réwniez
toksyczne oddziatywanie ekstraktu aerozolowego e-papierosdw na makrofagi peche-
rzykowe, a takze na komorki nablonka jamy ustnej i ptuc; pod wpltywem aerozolu
nastgpowat wzrost produkcji rodnikow tlenowych, spadek produkcji antyoksydantow
enzymatycznych oraz wzrost produkcji zapalnych cytokin i chemokin. Sktadniki ptynu
zawartego w e-papierosach uposledzaja funkcjonowanie mechanizméw odpornosci
wrodzonej i nabytej, w tym mig¢dzy innymi oslabiaja aktywno$¢ fagocytarng, chemo-
taksje neutrofildow oraz obnizaja produkcje reaktywnych form tlenu waznych dla mecha-
nizméw obronnych. To moze przeklada¢ si¢ na zwickszong podatno$¢ na infekcje
bakteryjne i wirusowe w pierwotnych komoérkach drog oddechowych. Sprzyjaja temu
zmiany w ekspresji cytokin ze spadkiem stezenia cytokin waznych w odpornosci
przeciwwirusowej. Uzywanie papierosoOw oslabia rowniez immunologiczng odpowiedz
poszczepienng. Zaréwno u palaczy papieroséw tradycyjnych, jak tez palaczy e-papie-
rosOw nie obserwuje si¢ oczekiwanego wzrostu przeciwcial przeciwko zywym
atenuowanym wirusom grypy w klasie IgA (ang. antibody-LAIV IgA, anty-LAIV IgA)
w plynie nablonkowym nosa w odpowiedzi na zywa atenuowang szczepionke prze-
ciwko wirusowi LAIV (wirus grypy). Wsrod osob ze wspomnianych dwoch grup
(szczegblnie u palaczy e-papieroséw) dochodzi do niekorzystnej ekspresji genow
kodujacych bialka uczestniczace w odpowiedzi przeciwwirusowej. Okazuje si¢ zatem,
Ze e-papierosy wywierajg wptyw na uktad odpornosciowy, ryzyko infekcji i odpowiedz
poszczepienna.

8. Whnioski

Biorgc pod uwage populamos¢ uzywania elektronicznych papieroséw oraz po-
wszechnie pojawiajace si¢ stwierdzenie jakoby bylo one bezpieczniejsze od palenia
tytoniu zawartego w papierosach tradycyjnych i majac na uwage przytaczane wyzej
badania wskazujace na mozliwy wplyw produktow do wapowania, nalezy rozwazy¢
szersze badania nad bezpieczenstwem, nad mechanizmami immunologicznymi, na
ktore wptywaja i wreszcie nad samym ich sktadem. Takie badania ukierunkowane na
krotko- 1 dlugotrwate skutki zwigzane z uzywaniem e-papieroséw moglyby poszerzy¢
dotychczasowa wiedzg w tym zakresie, a to mogloby mie¢ znaczacy wpltyw na poprawe
bezpieczenstwa uzytkownikow, a przynajmniej na zwigkszenie $wiadomosci dotycza-
cej mozliwych skutkow niepozadanych.
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E — papierosy — wplyw na uklad odpornosciowy, ryzyko infekcji i odpowiedz
poszczepienna

Streszczenie

Elektroniczne papierosy (czyli tzw. e-papierosy) zostaly opracowane w 2003 roku. W ostatnich latach
wzrasta zainteresowanie tymi urzadzeniami — szacuje si¢, ze uzywa ich od 7 do 12% oséb dorostych i do
37% nastolatkow.

Wiele 0so6b uzywajacych e-papierosy jest przeswiadczonych o ich niewielkiej szkodliwosci. Wyniki badan
wskazuja jednak, Ze substancje chemiczne, uzywane jako baza dla wszystkich ptynéw, stosowanych
w e-papie-rosach beznikotynowych, w tym glikol propylenowy i gliceryna roslinna, wywieraja szereg nega-
tywnych konsekwencji dla zdrowia. Wykazano m.in., Ze substancje te naruszaja bariere jelitowa i przyczy-
niajg si¢ do rozwoju stanu zapalnego w organizmie.

Najnowsze badania wskazuja, ze e-papierosy negatywnie wplywaja na funkcje uktadu odpornosciowego.
W badaniach do$wiadczalnych i klinicznych udowodniono, Ze substancje zawarte w e-papierosach zmieniaja
profil biatek, uczestniczacych w mechanizmach obronnych w wydzielinie drog oddechowych. Dotyczy to
m.in. bialek zwigzanych z przewlekla obturacyjng chorobg phuc (elastaza, metaloproteinaza macierzy
pozakomorkowej-9), biatek bioragcych udzial w ochronie antyoksydacyjnej, a takze zwigzanych z funkcja
neutrofili: mieloperoksydazy, azurocidyny i deiminazy biatkowo-argininowej 4. Wykazano zmiany w cyto-
szkielecie neutrofiléw niekorzystnie wplywajace na ich zdolno$¢ do migracji oraz spadek wytwarzania
tzw. zewnatrzkomorkowych putapek neutrofilowych (NETs) stanowiacych jedng z pierwszych linii obrony
organizmu przed czynnikami infekcyjnymi. Odnotowano takze spadek aktywnosci fagocytarnej neutrofili
oraz spadek produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), waznych w obronie przeciw patogenom.

W badaniach do$wiadczalnych i klinicznych wykazano, ze ekspozycja na substancje uwalniane z e-papie-
rosow, zwigksza podatnos¢ na infekcje wirusowe i bakteryjne, w szczegélnosci na zakazenia bakteriami Gram-
ujemnymi, oraz nasila rozwdj bakterii, negatywnie wplywa na przebieg infekcji oraz na wytworzenie
odpornosci poszczepiennej. U uzytkownikow e-papierosow zaobserwowano brak wzrostu poziomu IgA
W wysciotce nabtonka nosa po podaniu atenuowanej szczepionki przeciw grypie do stosowania donosowego;
odnotowano réwniez niekorzystne zmiany w ekspresji wielu genow kodujacych biatka uczestniczace w pro-
cesach odpornos$ciowych waznych w obronie przeciwwirusowej i powstawaniu pami¢ci immunologiczne;.
Stowa kluczowe: e-papierosy, immunologia, NEToza

E-cigarettes — effects on the immune system, risk of infection and vaccine response

Abstract

Electronic cigarettes (i.e. e-cigarettes) were developed in 2003. In recent years, interest in these devices has
increased — it is estimated that they are used by 7-12% of adults and up to 37% of teenagers.

Many people who use e-cigarettes are convinced that they are not harmful. However, research results
indicate that the chemicals used as a base for all liquids used in nicotine-free e-cigarettes, including
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propylene glycol and plant glycerin, have a number of negative health consequences. It has been shown,
for example, that these substances disrupt the intestinal barrier and contribute to the development of
inflammation in the body.

Recent research shows that e-cigarettes negatively affect the functions of the immune system. It has been
proved in experimental and clinical studies that the substances contained in e-cigarettes change the profile
of proteins involved in defense mechanisms in the secretions of the respiratory tract. This applies, inter alia,
to Proteins associated with chronic obstructive pulmonary disease (elastase, matrix metalloproteinase-9),
proteins involved in antioxidant protection, and also related to the function of neutrophils: myeloper-
oxidase, azurocidin and protein-arginine deiminase 4. Changes in the cytoskeleton of neutrophils have been
shown to adversely affect their neutrophils the ability to migrate and a decrease in the production of the so-
called extracellular neutrophil traps (NETS), which are one of the body's first lines of defense against
infectious agents. There was also a decrease in the phagocytic activity of neutrophils and a decrease in the
production of reactive oxygen species (ROS), important in defense against pathogens.

It has been shown in experimental and clinical studies that exposure to substances released from
e-cigarettes increases susceptibility to viral and bacterial infections, in particular to gram-negative bacterial
infections, and increases the growth of bacteria, negatively affects the course of infection and the
development of immunity to vaccination. Among the users of e-cigarettes, no increase in IgA levels in the
lining of the nasal epithelium following administration of an attenuated influenza vaccine for intranasal
use; Adverse changes in the expression of many genes encoding proteins involved in immune processes
important in antiviral defense and the formation of immune memory have also been reported.

Keywords: e-cigarette, immunology, NETosis
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