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PRZEDMOWA

“Terapie XXI w.” to zbidr rozdziatéw poswigconych nowatorskim tech-
nikom leczenia choréb cywilizacyjnych, ktére odmieniaja nieréwne szanse
pacjentéw na pokonanie choroby.

Monografia zawiera 17 rozdzialéw naukowych poswicconych szerokiej
tematyce nowoczesnych metod teraputycznych. W pierwszej cze$ci maja
Panstwo mozliwo$¢ zapoznania si¢ z nowymi technikami w zakresie metod
majacych stanowi¢ alternatywe lub uzupelnienie dotychczasowych terapii —
fizjoterapig, laseroterapie, przeszczepy mikrobioty czy zastapienie chirurgii
leczeniem farmakologicznym. W dalszej czgéci ksiazki poswigcamy chwile
uwagi tematyce postgpu w naukach zabiegowych, by nast¢pnie przejs¢ do
najwazniejszego tematu jakim sa nowatorskie terapie farmakologiczne — im-
munoterapia, leki biologiczne i terapie komérkowe. Monografia koriczy si¢
rozdzialami o réwnie waznym znaczeniu dla wspélczesnej medycyny, czyli
nowymi zastosowaniami znanych wezesniej lekéw.

Ksiazka przeznaczona jest dla menadzeréw, nauczycieli akademickich,
praktykdéw, medykow oraz wszystkich zainteresowanych omawiang tematyka.

Dzi¢ckujemy wszystkim ktérzy przyczynili si¢ do jej powstania. Mamy
gleboka nadzieje, ze przyczyni si¢ ona do dalszego rozwoju wiedzy medycznej

i checi tworzenia pasjonujacych projektéw naukowych.

Jakub Kufel

Piotr Lewandowski

Redaktorzy naukowi






POROWNANIE WPEYWU ROLOWANIA
I ROZCIAGANIA STATYCZNEGO
NA SZTYWNOSC MIESNIOWA,
ZAKRES RUCHU ORAZ WYBRANE
ZDOLNOSCI MOTORYCZNE —
PRZEGLAD PISMIENNICTWA

Maciej Kus', Maciej Bochenek?, Regina Wysocka®

1. Studenckie Koto Naukowe przy Zaktadzie Adaprowanej Aktywnosci Fizycznej i Sportu.
Wydzial Nauk o Zdrowiu w Katowicach. Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Polska

2. Studenckie Kolo Naukowe Fizjoterapii. Wydzial Nauk Stosowanych,
Akademia WSB Dabrowa Gérnicza

3. Zaklad Fizjoterapii. Wydzial Nauk o Zdrowiu,
Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt

Rolowanie jest szeroko uzywanym sposobem uzyskania rozluznienia mig$niowo-powigzio-
wego, stosowanego w celu zmniejszenia napigcia mig$ni, poprawy zakres ruchu w stawach,
zwickszenia zdolnosci aktywacji mig$ni, ukrwienia tkanek oraz poprawy nicktdrych zdolnosci
motorycznych. Rozciaganie statyczne stosowane jest w celu poprawy parametréw sztywnosci
tkanek oraz pasywnych zakreséw ruchéw w stawach. Prezentowana praca przedstawia —

w oparciu o przeglad akeualnej literatury, zwiazki tych technik z wybranymi parametrami
funkcjonalnymi.

Abstract

Foam rolling is common method of myofascial release, used for muscle relaxation, increase of
range of motion, improvement of muscle activation, blood flow and some of the motor skills.
Static stretching is used for tissue stiffness reduction and passive range of motion improvement.
This study presents relation of this techniques and chosen functional parameters.
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1. Wstep

Rolowanie polega na ucisku tkanki cylindrem, wykonanym z pianki
badz styropianu, nazywanym rolerem. Uzywane rolery maja rézne rozmiary,
$rednice, réwniez rézne faktury oraz stopnie twardosci 2. Whasciwym spo-
sobem aplikacji rozluznienia mig$niowo powi¢ziowego za pomoca rolera jest
jego przetoczenie od przyczepu poczatkowego do przyczepu koncowego mie-
$nia, wywierajac nacisk zwiazany z grawitacjq masy ciala °. Podczas rolowania
miesnia tréjglowego tydki sita oddziatujaca na struktury bedace w kontakcie
z rolerem moze wynosi¢ nawet 32% masy ciala, a podczas rolowania uda 34%
masy ciala *. Stretching statyczny polega na doprowadzeniu mig$nia badz gru-
py mig$niowej do rozciggnigcia oraz przytrzymania osiagnigtej pozycji przez
pewien czas — bez zadnego dodatkowego ruchu °.

Jednym z kluczowych przejawéw mozliwosci ruchowych cztowieka, leza-
cym na pograniczu cech strukturalnych i funkcjonalnych, jest gibkos¢. Gib-
ko$¢ definiowana jest jako zakres ruchu w stawie lub caltym faficuchu kinema-
tycznym. Oprécz innych czynnikéw (np. wiek, ple¢, aktywno$é), na zakres
ruchu wplywa budowa oraz stan elementéw struktury ukladu ruchu, takich
jak mig$nie, Sciggna, wigzadla, powigz oraz kosci ¢. Optymalny (mozliwie wy-
soki) zakres ruchu warunkowany jest osiagnieciem efektywnego rozluznienia
mig$niowo-powieziowego 7 oraz tolerancja na rozciaganie ®.

Powi¢z zbudowana jest z tkanki tacznej. Ortacza, spaja i faczy ona ze
soba wszystkie narzady wewnetrzne oraz elementy ukladu ruchu - miesnie,
nerwy i naczynia krwiono$ne. Charakteryzuje si¢ ona swoista sztywnoscia
wplywajaca na ogélna gibko$¢ oraz zakresy ruchéw w stawach ?. Sztywnos¢
powiezi, jako integralnego elementu ukladu ruchu, przeklada si¢ bezposred-
nio na sztywno$¢ pasywna migéni, czyli ich opér na rozciaganie i skracanie®.
Rozluznienie mig§niowo-powi¢ziowe prowadzi¢ moze do wielu korzystnych
efektéw mozliwych do zaobserwowania w organizmie, takich jak: poprawa
wspomnianych wyzej parametréw funkcjonalnych, przyspieszenie regeneracji
miesni, jak réwniez poprawa pracy i zdolnosci motorycznych migsni '°. Re-
dukeja sztywnosci pasywnej migsni, a tym samym poprawa ROM (range of
motion — zakres ruchu w stawie), moze réwniez by¢ jednym ze sposobéw zapo-
biegania kontuzjom w sporcie ''%. Z wiekiem wplyw sztywnosci pasywnej na
zakres ruch slabnie. Wicksza role przejmuje sztywno$¢ tkanki nerwowej, czyli
stopier, jakim moze ulec ona rozciagnigciu wzdtuznie, przy zachowanym pra-
widlowym §lizgu wzgledem otaczajacych ja tkanek. Bez wzgledu na wiek naj-

wicksza role w pasywnym zakresie ruchu odgrywa tolerancja na rozciaganie.
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Jest subiektywnym, ulegajacym adaptacji odczuciem, odnoszacym si¢ do
maksymalnego mozliwego do zaakceptowania stopnia rozciagniecia tkanki .
Jednakze, niekt6rzy badacze twierdza, ze wyisza sztywnos$¢ pasywna wplywa
pozytywnie na zdolno$ci generowania mocy i sity migsniowej . Ta znacz-
na ilo$¢ czynnikéw wplywajacych na parametry poddane analizie oraz wiele
sprzecznych informacji podawanych przez autoréw utrudnia wyciagnigcie
prawidlowych wnioskéw na temat tych popularnych wéréd sportowcéw me-
tod. W ponizszym opracowaniu dokonano przegladu aktualnej literatury na
temat wplywu réznych metod rolowania (rozluznienia mig¢$niowo-powiezio-
wego) oraz rozciagania (stretchingu) statycznego na wybrane aspekty spraw-

nosci fizycznej czlowieka.
2. Kryteria doboru literatury

W ponizszej pracy wykorzystano badania z lat 2014-2021. Wzi¢to pod
uwagg tylko prace, w ktérych uczestniczyli tylko zdrowi kandydaci, bez kon-
tuzji, bez choréb przewleklych oraz neurologicznych. Literaturg zebrano po-
przez wyszukiwanie na stronach pubmed.ncbi.nlm.nih.gov oraz scholar.go-
ogle.com. Wykorzystano wyszukiwanie logiczne z uzyciem fraz: foam rolling,
self myofascial release, myofascial release, static stretching, static stretch, power,
strength, jump, range of motion, ROM, stiffness oraz tacznikéw ,AND” i ,,OR”.
Kryteria te spelnialo 480 pozycji w PUBMED oraz 221 pozycji w Google
Scholar. Uwzgledniajac ustalone kryteria doboru do analizy wybrane zostaly
53 prace.

3. Sztywno$¢ pasywna miesni

Sztywno$¢ pasywna, szczegélnie u mlodych oséb w znacznym stopniu

przeklada si¢ na wiele parametréw sprawnosciowych, takich jak gibko$¢, za-

kres ruchu w stawach, czy tez zdolno$¢ generowania mocy migsniowe;j'*'%.

5,13
bl

Jej poziom okreslany jest posrednio za pomoca specyficznych testow™ ', me-

tod opartych o zmiany obrazu ultrasonografii i ich analiz¢ za posrednictwem

specjalistycznego oprogramowania'**

, analiz¢ wprowadzonego z zewnatrz
impulsu mechanicznego (oscylacji)** % lub innych metod, takich jak analiza

zmian pasywnego oporu podczas ruchu katowego w stawie .

11
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3.1. Wplyw rolowania na sztywnos¢ pasywna miesni

Wedtug Nakamura i wsp. nawet pojedyncza sesja rozluznienia migsnio-
wo powigziowego za pomocy rolera moze wplywaé na sztywno$¢ pasywna
tkanki mig$niowej poddanej interwencji '. Nie wplywa jednak na zmniejsze-
nie sztywnosci pasywnej tkanki $ciegnistej 2%, Efekt ten utrzymuje si¢ stosun-
kowo krétko. Jak zauwaza Baumgart i wsp. —po jednej sesji rolowania migsni
uda oraz podudzia przez mlodych sportowcéw-amatordw, efekt zmniejszo-
nej sztywnosci migsni utrzymywal si¢ przez 15 minut po zastosowaniu danej
techniki, a nastepnie powrdcil do wezesniejszej wartoéci . D. Junker i wsp.
natomiast wykazali réwniez dlugotrwale efekty stosowania rozluznienia mig-
$niowo-powieziowego. Stosujac 8 tygodniowy program rolowania wszystkich
grup migsniowych koriczyn dolnych uzyskano istotne statystycznie zmniejsze-
nie sztywnosci pasywnej migsni w obrebie tych grup .

3.2. Wplyw rozciagania statycznego na sztywnos$¢ pasywna miesni

Wedlug wynikéw E. Caliskan’a i wsp. dwie minuty rozciagania statycz-
nego migénia prostego uda nie wplynely znaczaco na sztywno$¢ migsni. Jed-
nakze u grupy rozciagajacej si¢ przez 5 minut sztywno$¢ zmalata znaczaco '°.
Zauwaza to réwniez M. Nakamura podczas badania wplywu rozciagania sta-
tycznego na sztywno$¢ miegsnia brzuchatego tydki. Okreslajac w trakcie bada-
nia poziom sztywnosci pasywnej co 1 minutg podkresla, ze rozciaganie przez
minimum 2 minuty skutecznie zwigksza elastyczno$¢ mig$nia. Autor ten su-
geruje réwniez, ze rozciaganie statyczne przez minimum 3 minuty umozliwia
zmniejszenie sztywnosci pasywnej migsni grupy kulszowo-goleniowej przy
jednoczesnej poprawie zakresu ruchu . Dodatkowo, badania wskazuja, ze
zaréwno aktywne, jak i pasywne rozcigganie statyczne zmniejsza sztywno$é
pasywna bez istotnych réznic migdzy jedna, a druga metoda rozciagania .

7

3.2.1. Intensywnos$¢ rozciagania statycznego, a jego skutecznosé

Na efektywnos¢ stretchingu statycznego wplywaja przede wszystkim
czas jego trwania oraz intensywno$¢ rozciagniecia tkanki '°. Okreslana jest su-
biektywnie przez osob¢ badang na podstawie odpowiedniej skali. Najczesciej
wykorzystywane s skale Numeric Rate Scale (NRS 0-10, gdzie 0 to brak dys-
komfortu, a 10 maksymalny dyskomfort) '* oraz POD - Points of Discomfort

12
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okreslang procentowo, gdzie 100% POD —to maksymalny ROM bez odczu-
walnych dolegliwosci bélowych .

K. Takeuchi i wsp. zwraca uwagg, ze podczas aktywnego rozciagania sta-
tycznego migsni grupy kulszowo-goleniowej (3x20s z 30s przerwy) sztywno$é
mie$ni zmniejszyla si¢ tylko przy zastosowaniu rozciagania z maksymalna,
akceptowalna przez uczestnikéw badania intensywnoscia réwna NRS=6-7.
W grupie wykonujacej rozciaganie z niska intensywnoscia (NRS=0) nie za-
obserwowano poprawy. Bél zwiazany z wykonywaniem rozciagania zniknat
bezposrednio po jego zakornczeniu '®. Réwniez podczas ciaglego rozciagania
statycznego przez 60s z intensywnoscia 100% POD i 120% POD Takeu-
chi zauwaza, ze sztywno$¢ jednostki mig$niowo-$ciegnistej w obrebie grupy
kulszowo goleniowej zmniejszyta si¢ tylko w grupie poddanej rozciaganiu
o wyzszej intensywnosci. Efekt ten utrzymywat si¢ do 20 minut po zakoncze-
niu badania . Autor ten w innym badaniu, wykonujac pasywne rozciaganie
statyczne z wysoka i Srednia intensywnosci (120% i 110% POD) przez 113
min zauwaza, ze w celu zmniejszenia sztywno$ci mig$nia, intensywnos¢ roz-
ciagania jest bardziej istotna niz czas jego trwania *. Natomiast wykonujac
krétkie (10s, 20s i 30s) rozcigganie statyczne o maksymalnej intensywnosci
(max POD) sztywnos¢ jednostki migsniowo-Sciggnistej zmniejszyla si¢ nieza-
leznie od czasu trwania rozciggania. Wedlug autoréw, krétkie 10s rozciaganie
wysokiej intensywnosci moze umozliwi¢ zapobieganie wystgpowania urazéw
dzicki poprawie elastycznosci i zmniejszeniu sztywnosci migsni *'. Réw-
niez T. Fukaya i wsp. twierdza, ze rozciaganie z wicksza intensywnoscia, ale
w krétszym wymiarze czasowym powinno by¢ stosowane w celu zmniejszenia
sztywnosci mig$niowej — ze wzgledu na najwickszy wzrost elastycznosci tkanki
mig$niowej, u 0s6b rozciagajacych si¢ takim protokotem 2.

Dlugotrwale, regularne stosowanie rozciggania statycznego moze zmniej-
szy¢ sztywno$¢ kompleksu mig$niowo-$ciggnistego. Po 6 tygodniach spadia
0 11%, a po 12 tygodniach o 16%. Zmniejszenie sztywnosci kompleksu mie-
$niowo-$ciggnistego koreluje ze zwigkszeniem si¢ zakresu ruchu w stawie. Jed-
noczesnie nie jest zauwazalna zmiana sztywnosci w obrebie glowy przysrod-
kowej migsnia brzuchatego lydki, co $wiadczy¢ moze wedlug autoréw, ze na
popraw¢ ROM nie ma wplywu bezposrednio sam migsient i zmiany w jego
obrebie, tylko inne tkanki sasiadujace. Jednakze sztywnos¢ glowy przysrod-
kowej brzuchatego tydki tylko w niewielkim stopniu wplywa na zmiany ada-
ptacyjne w zakresie ruchu w stawie skokowym . Powyzsza teze potwierdzil
w swoim badaniu A. Yoshimura i wsp. zauwazajac, ze rolowanie nie wplynelo

na morfologi¢ mig$nia poddanego dzialaniu bodzca *°.

13
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3.3. Poréwnanie wplywu rolowania i rozciagania statycznego

na sztywno$¢ pasywna miesni

W badaniu posrednim sztywnosci pasywnej migsni za pomocy testu se-
at&reach A. Penichet-Tomas i wsp. wykazali, ze cho¢ efekt rolowania po 15
minutach od zakonczenia protokotu interwencyjnego byt mniejszy niz rozcia-
gania, to nadal si¢ utrzymywat na tym samym poziomie jak podczas pomiaru
wykonanego bezposrednio po zakoriczeniu interwencji, a efekt rozciggania
zmniejszyl si¢ po uplywie 15 minut °. W poréwnaniu jazdy na rowerze, jako
wstepnego rozgrzania organizmu oraz rolowania zaobserwowano u grupy ak-
tywnych fizycznie amatoréw zmniejszenie sztywnosci pasywnej grupy kulszo-
wo- goleniowej po zastosowaniu rolowania. Autorzy badania wskazuja row-
niez na kluczowa rolg¢ aktywnej rozgrzewki w celu zmniejszenia sztywnosci
pasywnej mies$ni oraz na wzigcie pod uwage odstepu czasowego miedzy roz-

grzewka i zawodami zeby zoptymalizowa¢ sztywno$¢ miesniowa .
4. Zakres ruchu w stawach

Zakres ruchu w stawach jest wypadkowa wielu czynnikéw. Wplywaja
na niego sztywno$¢ powiezi, wigzadel, torebek stawowych oraz migsni, jak
réwniez strukturalna budowa stawu. Niektdry autorzy uwazaja, ze na ROM
stawéw najistotniejszy wplyw ma przede wszystkim sztywnos¢ czedci Sciggni-
stej miesnia *. Z kolei inni sugeruja wiodacy wplyw tkanek sasiadujacych na
ROM % 26, Bez wzgledu na nadrzedny czynnik odpowiadajacy za ten para-
metr, rolowanie oraz stretching statyczny sa metodami wplywajacymi global-

17,24

nie zaréwno na kompleks mig$niowo-$ciegnisty 7*, jak i wszystkie tkanki

okalajace .
4.1. Wplyw rolowania na zakres ruchu w stawach

Efekty rozluznienia migsniowo-powigziowego sa badane na przykladzie
wielu réznych grup migsniowych. Osiagany efekt jest podobny. Szereg badan
donosi, ze juz jedna sesja rolowania mig$nia brzuchatego tydki moze wplynaé¢
na poprawe zakresu ruchu zgiecia grzbietowego w stawie skokowym 242725,
Efekt pojedynczej interwencji rozluznienia mig$niowo- powigziowego jest
jednak krétkotrwaly. J. C Smith i wsp. zauwazaja, ze poprawa ROM w zgie-
ciu stawu biodrowego zostata odnotowana bezposrednio po rozluznieniu mig-

$niowo- powieziowym, efekt ten zaniknat juz po 5 minutach . MacDonald

14
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i wsp. udowadniaja, ze wynik moze utrzyma¢ si¢ duzej. Stosujac 120s ro-
lowania mig$nia czworoglowego uda prowadzi do poprawy ROM w stawie

kolanowym po 2 minutach od zakoriczenia o 12,7%, a po 10 minutach od za-
koriczenia o 10,3%, wzgledem zakresu sprzed rolowania *°. Najdluzszy efeke
krétkotrwaly uzyskal w swoim badaniu M. Nakamura, stosujac przerywane

rolowanie o facznym czasie 90s (3x30s) — poprawe zgiccia w stawie skokowym,
utrzymujaca si¢ do 30 minut po interwencji. Autor ten zauwaza, ze poprawa

ROM nie byta powiazana z jakimikolwiek zmianami dotyczacymi sztywnosci

mig$niowej w obrebie migsnia brzuchatego tydki, a ze zwigkszeniem tolerancji

na rozcigganie . Dodatkowo bardziej znaczace zmiany zauwazalne sa przy
badaniu ROM za pomoca globalnych testéw, takich jak na przykfad test palce-
podloga. Specyficzne testy, wyodrebniajace pojedyncza grupe mig$niowa lub

cze$¢ faricucha kinematycznego, jak na przyklad test SLR (Straight Leg Rise)

wypadaja gorzej. Swiadczy¢ to moze o globalnych adaptacjach obejmujacych

cale tasmy mig$niowo-powieziowe *'.

Wykorzystanie rolera recznego przynosi nieznaczne zmiany krétkoter-
minowe. Sullivan i wsp. uzywajac w swoim badaniu rolera r¢cznego przez
5s oraz 10s zaobserwowal poprawe zakresu ruchomosci w tescie sear and re-
ach $rednio o zaledwie 4,3% °. Jednakze poréwnujac powyzsze wyniki badan
z zastosowaniem rolera recznego i klasycznego cylindrycznego rolera mozna
domniema¢ braku skutecznosci tego pierwszego. Potwierdzenie tej tezy wy-
maga jednak dokladniejszego sprawdzenia i bezposredniego poréwnania obu
metod wykorzystujac ujednolicony protokét.

W potaczeniu z innymi metodami, uzycie rolowania jako elementu roz-
grzewki moze by¢ bardzo efektywnym sposobem poprawy ROM. Zastoso-
wanie rolowania tylnej tasmy mig$niowo-powieziowej z 15 minutows roz-
grzewka dynamiczng pozwala osiagna¢ poprawe (o 11 + 7%) w tescie SLR
bezposrednio po zakoriczeniu. Dodatkowo przenies¢ si¢ to moze na poprawe
wyniku w tescie palce-podloga (0 50% + 40%) *. Z kolei polaczenie rolo-
wania ze stretchingiem dynamicznym nie wplywa na bezposrednia poprawe
ROM stawu skokowego bardziej niz zastosowanie samego stretchingu. Réw-
niez poréwnujac rolowanie z protokolem standardowej rozgrzewki nie ma

zauwazalnych réznic *%.
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Tabela 1. Poréwnanie czasu trwania rolowania na uzyskany efekt

Lp. | Czas bodzca Grupa migsniowa Efekt
1. | 3x30s z 30s przerwy | m. brzuchaty tydki Poprawa
2. | 2x60s z 30s przerwy | mm. gr. kulszowo- goleniowej | Poprawa przez 5 minut
120s m. czworoglowy uda Po 2 min +12,7% ROM
Po 10 min +10,3% ROM
4. | 3x30s m. brzuchaty tydki Poprawa przez 30 minut
5. | 10s (roler reczny) mm. gr. kulszowo- goleniowej | +4,3% ROM zgigcia stawu
biodrowego
6. | 3x60s z 30s przerwy | Tylna ta$ma +11% ROM w tescie SLR
+15 min rozgrzewki | mig$niowo- powigziowa +50% w tescie palce- podloga

4.1.1. Efekty dlugoterminowe rolowania

Regularne rolowanie moze powodowaé trwala poprawg ROM. Stoso-
wanie rozluznienia mig¢$niowo-powieziowego migsni kulszowo-goleniowych
przez 8 tygodni (3 razy w tygodniu) wplywa na poprawe zakresu aktywnego
wyprostu stawu kolanowego *. Réwniez po 12 sesjach o czasie trwania 10-15
minut kazda, zauwazalna byla znaczna poprawa ROM w tescie palce-podto-
ga. Wyniki byly poréwnywalne z uzyskanymi metoda CRPNF (contract-relax
proprioceptive neuromuscular facilitation), uznawana za jedng z najskuteczniej-
szych w kwestii poprawy zakresu ruchu *%. Podobny efekt rozluznienia mie-
$niowo- powigziowego zauwazyl réwniez D. Junker. Po zastosowaniu 8 tygo-
dniowego planu rolowania wszystkich grup migsniowych koriczyn dolnych
wykazal istotna poprawe w tescie palce-podloga u 0séb poddanych interwen-
qji 1. Czterotygodniowa interwencja obejmujaca migénie grupy kulszowo- go-
leniowej i migsieri czworoglowy, nie przyniosto zadnego dlugoterminowego

efektu, bez wzgledu na ilos¢ sesji w tygodniu 3.
4.2. Wplyw rozciagania statycznego na zakres ruchu w stawach

Zaréwno w aktywnym, jak i w pasywnym rozciaganiu statycznym mak-
symalny ROM ulega poprawie ». Poziom intensywnosci rozciagania nie mial
wplywu na osiagnicta poprawe zakresu ruchu w stawach. K. Takeuchi po-
réwnujac pasywne rozciaganie statyczne ze Srednig (100POD) oraz wysoka
(120POD) intensywnoscia przez 60 sekund wykazuje, popraw¢ ROM w obu
grupach. Efekt utrzymywal si¢ do 20 minut po zakoriczeniu préby . Stosujac
pasywny stretching statyczny z intensywnosciag 110POD oraz 120POD przez
1 oraz 3 minuty, autor ten we wszystkich przypadkach zauwaza poprawe .

16



POROWNANIE WPLYWU ROLOWANIA I ROZCIAGANIA STATYCZNEGO...

W innym badaniu tego samego autora poréwnujacym aktywne statyczne roz-
ciaganie (rozciaganie scyzorykowe — Jack knife stretch) z niska (NRS 0) oraz
wysoka intensywnoscia (NRS 6-7), zakres wyprostu kolana réwniez poprawit
si¢ bez wzgledu na intensywnos$¢ V. Po jednorazowym rozciaganiu zginaczy
podeszwowych stawu skokowego, zaréwno przy dlugim rozciaganiu z malg
intensywnoscig (240s, 50% aktywnego ROM), jak i krétkim rozciaganiu
z duza intensywnoscia (100s, 120% aktywnego ROM) wystapita poprawa
zakresu ruchu. Jednakze przy rozciaganiu z wigksza intensywnoscia poprawa
ta byta wigksza. Autorzy sugeruja, ze krétsze rozciaganie z wigksza intensyw-
noscia powinno by¢ wykorzystywane w celu poprawy ROM .

Wedtug niektérych badaczy stosowanie przerywanego stretchingu
statycznego nie wplywa na osiggany efeke. O. Donti i wsp., w poréwna-
niu dwéch powyzszych metod (gr. I: 3 min, gr. II: 6x30s z przerwami 30s)
dla mig$ni grupy kulszowo- goleniowej z intensywnoscia 80-90/100 VAS
(Visual Analogue Scale- skala umozliwiajaca wizualne okreslenie poziomu
bélu), nie zauwazyli znaczacych réznic migdzy zastosowanymi protokotami.
Autorzy ci twierdza, ze na skutecznos¢ rozciagania statycznego wplyw réwniez
ma do$wiadczenie w stosowaniu tej metody. W grupie badanych gimnasty-
czek (ktdre stosujg rozcigganie statyczne w codziennym treningu) poprawa dla
ruchu zgigcia w st. biodrowym wyniosta 6%. Natomiast u grupy zawodnikéw
sportéw zespotowych plci meskiej, tylko protokdt z wykorzystaniem przerw
przynidst poprawe (o ok. 13%) w zgieciu stawu biodrowego, natomiast pro-
tokét ciagly nie dat istotnej statystycznie poprawy (mniej niz 1% poprawy).
Swiadczy to o tym, ze istotnym aspektem dla poprawy ROM jest réwniez

czynnik neurofizjologiczny, taki jak tolerancja na rozciaganie *°.

Tabela 2. Poréwnanie wplywu intensywnosci i czasu trwania rozciagania na uzyskany efekt

Lp. | Intensywnos¢ Czas bodzca Uzyskany efeke

1. 100 POD 60s Poprawa przez 20 minut
2. 120 POD 60s Poprawa przez 20 minut
3. 110 POD 60s i 180s Poprawa

4. 120 POD 60s i 180s Poprawa

5. 0 NRS (niska) 3x20s z 30s przerwy Poprawa

6. 6-7 NRS 3x20s z 30s przerwy Poprawa

7. 50% aktywnego ROM | 240s Poprawa

8. 120% aktywnego ROM | 100s Poprawa wyzsza niz w 7.
9. 80-90/100 VAS 6x30s z 30s przerwy Brak poprawy
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4.2.1. Efekty dlugoterminowe rozciagania statycznego

Skutecznosci wplywu dlugoterminowego rozciagania statycznego wyso-
kiej intensywnosci na ROM dowiédl w swoim badaniu Stefano Longo i wsp.
Po 6 tygodniach stosowania (5 razy w tygodniu, 2250s rozciagania/tyg.) po-
prawa wyniosta 8.8%, a po 12 tygodniach az 23,4% *°. 1. Panidi i wsp. udo-
wadniaja, ze efekty jednostronnego rozciagania sa w réwnym stopniu zauwa-
zalne po stronie przeciwnej. Badajac siatkarzy poddanych 12 tygodniowemu
stretchingowi migsnia tréjglowego tydki nogi dominujacej, zauwazyli istotna
poprawe zgigcia grzbietowego w stawie skokowym zaréwno w korczynie roz-
ciaganej jak i kontrolnej. Badacze ci sugeruja, ze moze to $wiadczy¢ o kontrla-
teralnych adaptacjach organizmu *. Dlugoterminowe rozciagganie statyczne
u sportowcéw pozwala réwniez na zapobieganie ograniczeniom elastycznosci
miegsni. T. Raj i wsp. udowodnili ten fakt przeprowadzajac w druzynie rugby
8 tygodniowy program stretchingu statycznego na bazie jogi (2 razy w tygo-
dniu po 1h). Zawodnicy poddani rozciaganiu zachowali elastycznos¢ migéni
grupy kulszowo-goleniowej (sr. -1,2% ROM), zawodnicy z grupy kontrolnej
uczestniczacy w tych samych treningach druzynowych, ale nie poddani roz-
ciaganiu na bazie jogi, zanotowali spadek zakresu ROM §r. o 14,8% ¥/.

4.3. Poréwnanie wplywu rozciagania statycznego i rolowania na zakres
ruchu w stawach

W poréwnaniu wplywu rozciggania statycznego i rolowania zauwazono,
ze stretching mial wplyw na pasywny zakres ruchu. Rolowanie miato wplyw
zaréwno na pasywny, jak i aktywny zakres ruchu w stawie. Autorzy sugeruja,
ze przyczyna poprawy zakresu ruchu bezposrednio po interwencji moze by¢
zaréwno czynnik neurofizjologiczny, taki jak odczucie rozciagnigcia, jak i me-
chanizm morfologiczny czyli mobilno$¢ powigzi ''. W poréwnaniu wplywu
rolowania (I) , rozciggania statycznego (II) i protokotu aczacego obie te me-
tody (III) na bierny zakres zgiccia grzbietowego stawu skokowego, przy zasto-
sowaniu kazdej z metod zauwazalna byla poprawa w uzyskiwanych wynikach.
Zmiana ta niezaleznie od metody utrzymywata si¢ przez minimum 10 minut
od zakoriczenia proby. Poréwnujac protokét I i 111 zdecydowanie lepszy efeke
mozna bylo zauwazy¢ przy polaczeniu rolowania i rozciagania. Rozciaganie
statyczne w badaniu wykonywano do pierwszych odczu¢ dyskomfortu, nie
pozwalajac na pojawienie si¢ odczué bélowych . Neurofizjologiczne adapta-

cje po zastosowaniu rolowania obejmuja réwniez propriocepcje. Juz nawet
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jednokrotne zastosowanie rozluznienia mig$niowo-powicziowego pozwolito
na uzyskanie poprawy w parametrach stabilnosci o $rednio 8% (sr. z 3 bada-

nych osi) 7.
5. Tolerancja na rozciaganie

Tolerancja na rozciaganie ma znaczny wplyw na zakres ruchu w stawach
121439 Tnterpretowana jest zazwyczaj na podstawie zmniejszajacych sie dolegli-
wosci bélowych podczas rozciagnigcia danej grupy mig$niowej. Juz 90 sekund
rolowania pozwala na osiagniecie tego efektu *°. Réwniez stosowanie pasyw-
nego stretchingu statycznego $redniej i wysokiej intensywnosci w czasie od
1 do 3 minut powoduje wzrost progu tolerancji na rozcigganie, mierzonej
w tym przypadku za pomoca skali VAS *. We wszystkich powyzszych przy-
padkach zauwazalne bylo zwigkszenie ROM.

Kay i wsp. w swoich badaniach potwierdzaja, ze zaréwno rolowanie, jak
i stretching statyczny wplywaja na wzrost tolerancji na rozciaganie. Badacze
ci zaznaczaja réwniez, ze mechanizm powstawania tej tolerancji jest niejed-
noznaczny i wymaga dokladniejszego zbadania . Informacja ta moze by¢
istotna dla sportowcéw oraz treneréw podczas planowania jednostki trenin-
gowej. Jednakze efekty bezposrednie utrzymuja si¢ maksymalnie do 30 minut,
dlatego moze by¢ to niewystarczajace jako srodek zapobiegania urazom mie-
$niowo- szkieletowym “.

W poprawie zakresu ruchomosci i budowaniu tolerancji na rozciaganie
znaczenie ma réwniez do$wiadczenie w stosowaniu stretchingu statycznego.
Osoby rozciagajace si¢ regularnie, majace lepszy ROM i wysoka tolerancj¢ na
rozcigganie nie osiagna az takiej poprawy, jak osoby poddane stretchingowi
statycznemu, ktére wezesniej nie stosowaly tej metody na co dzied. Zbudo-
wanie tolerancji na rozcigganie u tych oséb pozwoli na osiagnigcie znaczne;j
poprawy ROM “'. Niektérzy autorzy zauwazaja wazng role zmiennej czasu
w dlugotrwalym wzroscie tolerancji na rozciaganie pasywne .

6. Sita i zdolnos¢ generowania mocy mig¢$niowej
6.1. Wplyw rolowania na site i zdolno$¢ generowania mocy mig$niowej
Rozluznienie mig§niowo- powigziowe u 0s6b amatorsko wykonujacych

rézne formy aktywnosci fizycznej nie ma wplywu na zdolnos¢ generowania

mocy mig$niowej przez te osoby. Nie udowodniono bezposredniego wplywu
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rolowania tylnej tasmy mig$niowo- powigziowej na wynik wyskoku wzwyz
z miejsca — Countermovement Jump (CMJ) *¥, Squat Jump(SQJ) 2!, skok
w dal z miejsca jednonéz #!, skok w dal z miejsca obunéz i tréjskok jednonéz
13, Réwniez laczac rolowanie z innymi metodami M. Godwin i wsp. nie za-
uwazyli wplywu na zdolnos§¢ generowania mocy mig$niowej przez badanych
podczas testu drop jump 2. We wszystkich powyzszych badaniach brakowi
wplywu na generowana moc towarzyszyla poprawa ROM przy jednoczesnej
redukgji sztywnosci mig$niowej. Dodatkowo MacDonald i wsp. zauwazyli ze
poza wyzej wymienionymi zmianami, po rolowaniu migéni czworogtowych
nie wystepuje zauwazalna wezesniej negatywna korelacja pomiedzy zakresami
ruchomosci w stawach i produkowana moca. Efekty te utrzymuja si¢ do 10
minut po zakoriczeniu protokotu *. J. C. Smith i wsp. natomiast nie wykazali
poprawy w skoku dosi¢znym bezposrednio po samym rolowaniu, jednakze
faczac je z rozcigganiem dynamicznym, wyniki byly lepsze niz biorac pod
uwagg kazda z form z osobna. Efekt ten utrzymywat si¢ przez okoto 5 minut .

Biorac pod uwagg zmiany dlugoterminowe, 4 tygodniowe, jednostronne
rolowanie rolerem recznym miegséni kulszowo-goleniowych oraz czworoglo-
wych nogi dominujacej (3 oraz 6 razy w tygodniu) nie wplyneto na wyniki
CM]J jednonéz “2. Poprawa parametréw gibkosci moze zosta¢ osiagnigta bez
wplywu na zdolno$¢ generowania sily i mocy migsniowej. Hughes i Ramer
udowodnili, ze rolowanie przez co najmniej 90 sekund pozwala na poprawe
zakresu ruchu w stawie, bez wplywu na mozliwa do wygenerowania maksy-
malna sife 7. Stosowanie rozluznienia mig$niowo-powigziowego z uzyciem
rolera, bez wzgledu na czas aplikacji, nie wplywa réwniez na maksymalng
mozliwg do wygenerowania sil¢ izometryczna przy jednoczesnej poprawie
ROM ™. Natomiast w badaniu D. Junker’a i wsp. rolowanie wszystkich grup
mig$niowych kofczyn dolnych przez 8 tygodni nie wplynelo na wytrzymatosé
miesni core badang w prébach izometrycznych .

Poprawa ROM wynikajaca z zastosowania rozluznienia mi¢$niowo-
powigziowego nie wplywa réwniez na aktywno$¢ EMG migsni, ani na mak-
symalng moc generowang podczas pracy ekscentrycznej . Podobne wyniki
uzyskat L. J. MacGregor i wsp. badajac dtugoterminowe efekty rozluznienia
mig$niowo-powigziowego za pomocs rolera zastosowat ten bodziec przez 3
kolejne dni. Maksymalna sita napigcia izometrycznego wzrosta, jednak prze-
ciwnie do stretchingu, nie przelozylo si¢ to na poprawe ROM . Powyisze
wyniki $wiadczy¢ mogg o pozytywnym wplywie dlugotrwalego rolowania na
poprawe sily i performance w sporcie. Jednakze wymaga to dokladniejszego

sprawdzenia.
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6.1.1. Powysitkowe zastosowanie rolowania

Juz jednorazowe rolowanie moze zosta¢ wykorzystane w celu ograniczenia
spadku wynikéw maksymalnej mocy wynikajacych ze zmeczenia migsni oraz
samego odczucia zmeczenia i powysitkowych béléw mig$niowych- DOMS
(delayed onset muscle soreness — opdzniona bolesno$¢ miesniowa) *. E. Jo i wsp.
poréwnujac bezposredni, krétkotrwaly wplywu biernego odpoczynku i rolo-
wania, zauwazyli, ze rolowanie zmniejszylo bezposrednie krétkoterminowe
efekty zmeczenia migsni. W grupie odpoczywajacej aktywnie zauwazalnie
mniejszy byt spadek wynikéw $redniej i maksymalnej mocy oraz $redniego
przyspieszenia podczas CM]. Nie zauwazono jednak wplywu rolowania na
zmiany w wysokosci wyskoku. Wedlug autoréw wyniki te moga wskazywa¢
na potencjalne korzysci rolowania $rédtreningowego lub podczas zawodéw
w celu niedopuszczenia do bezposrednich ograniczen zdolnoéci motorycznych

452 Po tre-

spowodowanych zmeczeniem zwigzanym z wysitkiem fizycznym
ningu ekscentrycznym, 15 min rozluznienia mig¢§niowo-powieziowego, jako
narzedzia majacego na celu ograniczenie DOMS, pozwolilo na poprawe wy-
nikéw CM] bezposrednio po rolowaniu. Jednakze najwicksza poprawa byla
zauwazalna dopiero po 72h od zakoriczenia protokotu. Rolowanie pozwolito
réwniez na redukcje odezué bélowych. Najwicksza réznica byla zauwazalna
po 48 i 72h od zakoriczenia treningu. Stosujac rozluznienie migsniowo po-
wigziowe po aktywnosci, nie zauwazono zmian w ROM i napigciu migsni “.
Do czegsciowo przeciwnych wnioskéw doszli G. Laffaye i wsp. Nie za-
uwazyli w swoim badaniu wplywu rolowania na spadek wynikéw SQJ i CM]
spowodowanych wezesniejszym przeprowadzeniem HIIT (High Intensity In-
terval Training). Zaréwno wysoko$¢, jak i generowana moc po wysitku spa-
dly, a rozluznienie mig$niowo-powigziowe nie ograniczylo tego w zadnym
stopniu. Odczucie DOMS po zastosowaniu masazu rolerem bylo podobne
bezposrednio po jego zastosowaniu, ale z czasem (po 24 i 48h) odczucie to

ulegalo duzo szybszej redukgji niz u grupy bez interwencji rolerem 2.

6.2. Wplyw rozciagania statycznego na zdolno$¢ generowania mocy

mie$niowe;j

Jedna 5 minutowa sesja rozciagania statycznego nie wplywa na wyskok
wertykalny po rozcigganiu migsni czworoglowych, ani kulszowo-goleniowych.
Natomiast po rozciaganiu statycznym miesni tréjgtowych tydki wynik wy-
skoku ulega pogorszeniu $rednio o 3,3%. W kazdym przypadku poprawiajac

21



MACIE] KUS, MACIE] BOCHENEK, REGINA WYSOCKA

ROM ¥. Réwniez zastosowanie dtuzszego, 8 minutowego protokotu ciaglego
rozciagania statycznego, poprzedzonego rozgrzewka (¢éwiczenia dynamiczne
majace na celu podwyzszenie temperatury ciala) nie prowadzi do istotnych
zmian w skoku w dal z miejsca wzgledem préby wykonanej przed rozciaga-
niem (ale po rozgrzewce) . Przerywane rozciaganie statyczne (5x20s z 20s
przerwy), po wstepnym rozgrzaniu (Smin joggingu + 2 min spaceru) prowa-
dzi do pogorszenia wyskoku SQJ 0 10,4%, a CM] o 5,5%. Przy jednoczesnej
poprawie wyniku w teicie seatcs reach o 12%. Rozciaganie przerywane pola-
czone z 3 minutami masazu moze zapobiec spadkowi wynikéw w wyskoku
wzwyz. Réwniez przy doprowadzeniu do poprawy ROM. Autorzy sugeruja,
ze taki protokét méglby sie sprawdzi¢ jako rozgrzewka przed aktywnoscia wy-
magajaca generowania duzej mocy mie$niowej przez sportowca ©.

Intensywnos$¢ rozciagania ma znaczacy wplyw na jego bezposredni
wplyw na zdolno$¢ generowania mocy i sity migsniowej. T. B. Palmer i wsp.
wykorzystujac krétki stretching migsni kulszowo- goleniowych (2x15s) do
pierwszych odczu¢ dyskomfortu, wykazali mozliwo$¢ zmniejszenia sztywno-
$ci migs$niowej bez negatywnego wplywu na zdolnosci generowania maksy-
malnej mocy migsniowej i sity eksplozywnej ©. Wydtuzenie czasu trwania
rozciagania statycznego o $redniej intensywnosci (2x60s) réwniez nie wplynie
na generowana sit¢ w zadnym z badanych katéw .

Jednakze wysoka intensywno$¢ rozciagania moze prowadzi¢ do catkowi-
cie odwrotnych efektéw. K. Takeuchi i wsp. wykorzystujac rozciaganie sta-
tyczne z intensywnoscia 120POD i MaxPOD przez 20 sekund udowodnili
spadek sztywnosci pasywnej grupy poddanej rozciaganiu, przy jednoczesnym
wzroscie ROM. Jednakze wigzalo si¢ to ze spadkiem mocy mig$niowej moz-
liwej do wygenerowania izokinetycznie ®. Jednym z parametréw wykorzy-
stywanych do pomiaru mocy i sity mig$niowej jest maksymalny moment sily,
ktéry bezposrednio przekfada si¢ na zdolnos¢ generowania sity przez osobg ba-
dana. Aktywny stretching o wysokiej intensywnosci (NRS 6-7) powoduje za-
uwazalny spadek momentu sily generowanego pod koniec ruchu '®. Poréwnu-
jac strerching statyczny z intensywnoscia MaxPOD o réznym czasie trwania
(10s, 15s i 20s) zauwazalny jest znaczacy wplyw zmiennej czasu. Maksymalny
moment sily znaczaco spada po stretchingu o czasie 10 sekund, natomiast
stosujac co najmniej 15 sekundowy bodziec nie s3 zauwazalne zmian w ba-
danej zmiennej *'. L. A. Ebadi i wsp. potwierdza powyzsze wyniki i sugeruje,
ze rozcigganie statyczne wysokiej intensywnosci o czasie trwania powyzej 15s
nie powinno by¢ wykorzystywane przez sportowcéw bezposrednio przed za-

daniami sifowymi *.
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Dlugoterminowe rozciaganie statyczne nie wplywa na zdolnos¢ genero-
wania mocy i sily koncentrycznej migéni. Zaréwno w tescie bezposrednim,
badajac izokinetycznie wyodrebniona prace grupy migsniowej poddanej weze-
$niejszemu rozcigganiu >*. Jak réwniez posrednio, na podstawie sprintéw na
dystansie 5 i 10m 7. Wysoka intensywnos¢ stretchingu statycznego réwniez
nie wplywa na zdolno$¢ generowania maksymalnej sily koncentrycznej. Bada-
nej na przykladzie zginaczy podeszwowych stawu skokowego .

Z kolei wedlug niektdrych autoréw dlugotrwale stosowanie jednostron-
nego rozciagania statycznego polaczone jednoczesnie z treningami plyome-
trycznymi (trening siatkarski) moze wplywaé pozytywnie na poprawe wynikéw
w CM] zaréwno w nodze rozciaganej jak i bedacej grupa kontrolna. Autorzy
sugeruja réwniez, ze adaptacje dotyczace zdolnosci generowania mocy moga
zachodzi¢ w organizmie kontrlateralnie *. Na tej podstawie mozna wysuna¢
tezg, ze o ile dlugoterminowy stretching statyczny nie wplywa na zdolno$¢ ge-
nerowania mocy i sity migsniowej, to moze poprawia¢ regeneracj¢ i stwarzaé
odpowiednie $rodowisko dla efektywnego stosowania innych metod.

Wyniki powyzszych badani $wiadczy¢ moga o negatywnym bezposred-
nim wplywie rozciggania statycznego o wysokiej i $redniej intensywnosci na
zdolno$¢ generowania mocy i sity migsniowej, oraz o braku wplywu tej meto-

dy w dluzszym wymiarze czasowym.
7. Whnioski

Na podstawie powyzszego przegladu aktualnej literatury na temat zasto-
sowania technik rolowania i rozciagania statycznego mozna wysunaé szereg
przydatnych w klinicystyce wnioskdw.

Chcac adekwatnie dopasowaé aplikowany bodziec do pozadanego
do osiagniccia celu nalezy wziaé pod uwagg, ze na poprawe zakresu ruchu
w stawach ma wplyw przede wszystkim tolerancja na rozciaganie, a nie sztyw-
no$¢ migsni czy $ciggien. Istotnym jest réwniez fake, ze w celu zmniejszenia
sztywno$ci migénia, intensywno$¢ rozciagania jest bardziej istotna niz czas
jego trwania. Dlugotrwale stosowanie rozciagania statycznego prowadzi do
zmniejszenia sztywnos$ci kompleksu mig$niowo- $ciegnistego. Jednakze nie
wplywa ono na osiagane wyniki sportowe. Jedynie bezposrednio po zakon-
czeniu rozciggania statycznego wysokiej intensywnosci zauwazy¢ mozna spa-
dek mocy i sily mig$niowej. Waznym wnioskiem jest to, ze dtugoterminowe

rozcigganie statyczne u sportowcow pozwala na zapobieganie ograniczeniom
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elastyczno$ci migsni wynikajacych z innej aktywnosci, a adaptacje zachodzace
podczas stretchingu sg kontrlateralne.

Stosowanie rolowania jako bodZca dlugoterminowego umozliwia
zmniejszenie sztywno$ci pasywnej miegsni oraz zwigkszenie zakresu ruchu
w stawach przy zachowaniu sily i zdolnosci aktywacji migsni. Metoda ta
zmniejsza opdzniong bolesnos¢ migsniowa wystepujaca po aktywnosci fizycz-
nej oraz uczucie zmeczenia migsni. Ogranicza réwniez spadek wynikéw zdol-
nosci motorycznych po intensywnej aktywnosci.

Powyzsze wnioski $wiadcza o wysokiej przydatnosci stretchingu statycz-
nego i rozluznienia mig§niowo- powigziowego za pomoca rolowania w trenin-
gu sportowym. Szereg korzysci idacych za powyzszymi metodami umozliwia
ich wszechstronne wykorzystanie zaréwno w fizjoterapii, powrocie do zdro-

wia, amatorskiej aktywnosci fizycznej jak i sporcie profesjonalnym.
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Abstrakt

Wykazano zwiazek migdzy mikroflorg jelit, a wystgpowaniem chordb zapalnych jelit, czy nawet
nowotworéw przewodu pokarmowego. Modulacja mikrobioty bywa stosowana jako uzupel-
nienie terapii choréb metabolicznych i uktadu pokarmowego. Lacrobacillus, Bifidobacterium
oraz Bacteroides fragilis potrafia chroni¢ komérki przed nowotworzeniem poprzez produkowa-
nie kwasu mlekowego nasilajacego odnawianie si¢ nablonka. Bakterie zasiedlajace uklad po-
karmowy, wykazuja zdolno$¢ do produkowania krétkotaicuchowych kwaséw duszczowych
o whasciwosciach przeciwnowotworowych. Transplantacja mikrobioty dotychczas wykazywala
wysoka skutecznos¢ (nawet 90% wyleczerl) w przypadku leczenia zakazenia wywotanymi opor-
nymi na dzialanie antybiotykéw Clostridium difficile. Okazuje si¢, ze odpowiednia modulacja
mikrobioty jelitowej poprawia wrazliwo$¢ na insuling, a takze znacznie zmniejsza objawy w ze-
spole jelita drazliwego. W rozdziale przedstawiono znacznie wigcej efektéw terapii skupiajacych
si¢ wokét naturalnie wystgpujacych bakterii w organizmie cztowieka.

Stowa kluczowe: mikrobiota, bakterie, uklad pokarmowy, transplantacja, probiotyki,
prebiotyki

Abstract

Relations between the intestinal microflora, occurrence of inflammatory bowel diseases and
digestive tract cancers were discovered. Sometimes, the microbiota modulations are used as
complementary therapies of metabolic and digestive system diseases. Lactobacillus, Bifidobacte-
rium and Bacteroides fragilis have the ability to protect host’s cells against tumorgenesis through
the production of lactic acid which can intensify the renewal of the epithelium. Bacteria inha-
biting the digestive system show the ability to produce short-chain fatty acids with anti-cancer
properties. Microbiota transplantation has been highly effective (up to 90% of cured cases) so
far in the treatment of antibiotic-resistant Clostridium difficile infections. It turns out that the
appropriate modulation of the gut microbiota improves insulin sensitivity and scientifically
reduces the symptoms of irritable bowel syndrome. This chapter presents many more effects of
therapies focused on naturally occurring bacteria in the human body.

Keywords: microbiota, bacteria, digestive system, transplantation, probiotics, prebiotics
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1. Wstep

Choroby ukladu pokarmowego oraz choroby metaboliczne z powodu
skali wystgpowania i ztozonosci ich patogenezy, stanowia duze wyzwanie dla
wspdlczesnej medycyny. Wraz ze wzrostem urbanizacji, obserwuje si¢ syste-
matyczny wzrost udzialu choréb metabolicznych i choréb ukfadu pokarmo-
wego, ktdérych przyczyny nie sa do korica poznane, mozna jednak z calym
przekonaniem stwierdzi¢, ze dieta oraz tryb zycia maja znaczny wplyw na
procesy ich powstawania'. Wszystkie te czynniki w sposéb znaczny prowadza
réwniez do zaburzer mikroflory jelitowej, czego konsekwencja sg zaburzenia
nawet calego organizmu®’.

Wspomniana mikroflora jelitowa sktada si¢ z ogromnej liczby bakrterii
zyjacych w symbiozie ze swoim gospodarzem. Bakterie sktadajace si¢ na mi-
kroflor¢ bytujaca w ludzkim jelicie mozna by podzieli¢ na bakterie tlenowe
i beztlenowe, z czego bakterie beztlenowe stanowia zdecydowana wigkszo$¢
wszystkich bakterii. Rolg mikroflory jelitowej jest ochrona przed rozwojem
chorobotwérezych patogenéw w organizmie oraz udziat w procesach trawie-

nia pokarmu®“.
2. Mikroflora jelitowa i jej znaczenie

Ludzki przewdd pokarmowy sklada si¢ z tysigcy szczepdw bakteryjnych
stanowiace tzw. “narzad bakteryjny”, poniewaz ich masa dochodzi nawet do
1,5kg’. Ich liczba przekracza liczbg komérek somatycznych budujacych orga-
nizm czowieka nawet dziesi¢ciokrotnie, a 1g kalu to az 10'* komérek bakte-
ryjnych®. Wsrdd nich wigkszo$¢ stanowia: Firmicutes (ktdrych jest najwigcej),
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria oraz znacznie mniej liczebne takie
jak Bifidobacterium, Lactobacillus wystgpujace w réznych odcinkach ukladu
pokarmowego w zaleznosci od pH. Jednak najbardziej zasiedlone przez bak-
terie jest jelito grube™®. Narzad bakteryjny rézni sie u poszczegélnych oséb
skfadem i liczebnoscia, a wplyw na to ma przede wszystkim dieta, ale takze
wiek czy unikalne cechy kazdego cztowieka zapisane w jego materiale gene-
tycznym’. Wiadomo takze, ze jako$¢ narzadu bakteryjnego jest uzalezniona
od sposobu narodzin. W przypadku kiedy dziecko przychodzi na $wiat droga
naturalng bakterie z rodzaju Lactobacillus oraz Bifidobacterium pochodzace
z drég rodnych matki kolonizuja uklad pokarmowy od razu po urodzeniu.
Cesarskie ciecie spowalnia ten proces prowadzac do kolonizacji przewodu

pokarmowego dziecka przez te bakterie o okoto 1 miesiac pézniej. Trzeba
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pamigtad, ze pozyteczne bakterie o ktérych mowa w rozdziale pelnia funkcje
odpornosciowe dla organizmu, w ktdrym si¢ znajdujg. Zatem dobrze rozwi-
ni¢ta mikroflora bakteryjna stanowi o silnym ukfadzie immunologicznym™®.

Gl6éwna rolg ukladu pokarmowego jest pobieranie i trawienie pokarmu,
a nastgpnie wchianianie otrzymanych substancji odzywezych z pozywienia.
Organizm czlowieka jednak nie jest przystosowany do trawienia wszystkich
spozywanych sktadnikéw pokarmowych. Na szczgscie, mikrobiota zasiedla-
jaca ludzki uklad pokarmowy jest zasobna w enzymy, umozliwiajace niejako
zastapienie ludzkich enzyméw wlasnymi. Niestrawiony blonnik pokarmowy
z powodu braku odpowiednich ludzkich enzyméw jest substratem dla prze-
prowadzanych przez bakterie proceséw fermentacji’, dostarczajac w ten spo-
s6b cztowiekowi dodatkowe okoto 10% energii pochodzacej z pozywienia'®.

Dzi¢ki bakteriom jelitowym mozliwy tez staje si¢ beztlenowy rozktad
bialek, biotransformacja sprz¢zonych kwaséw zdlciowych, degradacja wszel-
kich komplekséw na bazie szczawianu oraz synteza niektérych witamin, ta-
kich jak witamina B12 i witamina K°.

Produktami czynnosci bakteryjnych sa korzystne dla zdrowia krétkotan-
cuchowe kwasy duszczowe (SCFA, ang. short-chain fatty acids), kwas mle-
kowy i rozgalezione kwasy ttuszczowe (z tych ostatnich organizm pozyskuje
energi¢). Koncowe produkty przeprowadzanej fermentacji przez bakterie ko-
rzystnie wplywaja pod wieloma wzgledami na organizm gospodarza. Istotnie
reguluja metabolizm glukozy i lipidéw co jest szczegdlnie wazne w przypadku
patogenezy choréb metabolicznych takich jak otyto$¢ czy insulinoopornosé,

Obnizajac pH jelita grubego uniemozliwiajg rozwéj chorobotwérczym
patogenom''. Stanowig zrédlo energii dla komérek nablonkowych jelita, sty-
mulujg ich proliferacje, usprawniajg perystaltyke jelit oraz procesy wchtania-
nia (regulujac réwniez gospodarke mineralng poprzez zwigkszanie efektywno-
$ci wehtaniania wapnia, magnezu i zelaza)''2.

Udzial poszczegdlnych SCFA wystepuje w stosunku octan, proprionian,
maslan 60:25:15, a jednak to kwas mastowy stanowi podstawowe zrédlo ener-
gii dla kolonocytéw. Jest on zwiazkiem najkorzystniej wplywajacym na proce-
sy gojenia i regeneracji, stanowi nawet ochrong przed nowotworami'.

Nie mozna zapomnie¢ o istotnej roli narzadu bakteryjnego w syntezie
endogennych witamin. Bakterie przeprowadzaja syntez¢ witaminy K, wita-
min z grupy B (B1’ B, B, ale przede wszystkim B,,) oraz kwasu foliowego,
ktére s niezbedne do prawidlowego funkcjonowania organizmu'">1*

Adsorbcja lipidéw i homeostaza cholesterolu jest mozliwa dzigki zdol-
nosci bakterii do recyrkulacji kwaséw zélciowych'®". Niezbedny jest ich
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udzial w syntezie aminokwaséw takich jak treonina czy lizyna. Mikrobiota
petni funkcje antykancerogenng réwniez poprzez przeksztalcanie szkodliwych
zwiazkéw (np. heterocykliczne aminy i N-nitrozo zwiazki powstate po spozy-

ciu czerwonego migsa) w mniej szkodliwe produkey™!°.

2.1. Zaburzenia skladu mikroflory bakteryjnej

Czynniki prowadzace do powstania zaburzen narzadu bakteryjnego
wiaza si¢ zazwyczaj z mniejszymi lub wigkszymi konsekwencjami zdrowotny-
mi. Wspomniana wecze$niej dieta jest niewatpliwie przodujacym czynnikiem
wplywajacym na sklad mikrobioty uktadu pokarmowego. Okazuje si¢, ze die-
ta ubogoresztkowa (niska podaz blonnika) oraz bogata w biatko i tuszcze
zwierz¢ce znacznie zaburza sktad oraz aktywno$¢ bakeerii>!"'¢.

Z powodu niewybidrczego dzialania antybiotykdéw, leki te takze naru-
szaja mikroflore jelitowa, prowadzac do zaburzen. Wsréd innych podobnych,
negatywnych czynnikéw wymieni¢ nalezy leki niesteroidowe, terapie leczni-
cze typu radioterapie.

Obserwuje si¢ negatywny wplyw stresu na powstanie dysbiozy w obrebie
uktadu pokarmowego. Mozliwy jest tez zwiazek mig¢dzy obnizong aktywno-
$cig fizyczng a zaburzeniami mikrobioty®!7 5.

Inne choroby oraz starzenie si¢ to nastgpne okolicznosci wystepujace
réwnolegle z obnizonym skladem i aktywnoscia jelitowych bakterii. Wszelkie
zaburzenia w obrebie ukladu pokarmowego moga wrecz stanowié przyczyne
zmian mikrobioty np. zapalenie zbiornika kalowego, kiedy ilosci Bifidobac-
terium i Lactobacillus sa obnizone, natomiast gatunek bakterii Clostridium
podwyzszone''.

Zauwazono zalezno$¢ miedzy obnizong liczbg bakterii skladajacych si¢
na mikrobiote, a zaburzonym trawieniem. Kosmki jelita cienkiego u myszy
pozbawionej mikroflory sa wydtuzone a ilo§¢ enterocytéw krypt jelitowych
obnizona, w poréwnaniu ze zwierz¢ciem tego samego gatunku i w tym sa-
mym wieku z normalnie rozwini¢ta mikroflora bakteryjna®. Nie bez znacze-
nia pozostaje zatem dzialanie zaburzonej mikrobioty na chociazby zdolnosci

trawienne jelita.
2.2. Badania stanu narzadu bakteryjnego

W celu ustalenia procentowej zawartosci poszczegélnych szczepédw mi-

kroorganizméw narzadu bateryjnego przeprowadza si¢ badania, do ktérych
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wykorzystuje si¢ probki katu pobrane od pacjentéw. Izolowane bakterie z ba-
danego materialu w sposéb tradycyjny hoduje si¢ w warunkach laboratoryj-
nych, jednak z bardzo stabym skutkiem. Niewielka liczba bakterii wyst¢puja-
cych w ludzkim przewodzie pokarmowym ma na tyle szeroki zakres tolerancji
warunkdéw, aby wytrzyma¢ laboratoryjne warunki hodowli. Takie bakterie
sa nastgpnie poddawane obserwacjom pod mikroskopem! . W typowaniu
i ustalaniu dokladnej charakterystyki mikrobioty stosuje si¢ techniki biologii
molekularnej opierajace si¢ na analizie sekwencji rRNA czy tzw. metodzie
genetycznych odciskéw palcéw (ang. DNA Fingerprinting). Wiele informacji
o danej bakterii mozna réwniez uzyska¢ na podstawie genu recA powszechnie

wystepujacego u bakterii*’.
2.3. Choroby metaboliczne i zaburzenia ukladu pokarmowego

Otylos¢, insulinoopornosé, cukrzyca, to tylko kilka przyktadéw szeroko
wystepujacych na calym $wiecie choréb metabolicznych. Niestety, w Polsce
mozna méwi¢ juz o ponad 10 milionach oséb z podejrzeniem zespotu meta-
bolicznego, na ktéry sklada si¢ m.in otylo$¢ brzuszna i nadci$nienie tetnicze.
Wiaze si¢ to z coraz wickszym prawdopodobienistwem zachorowania na jed-
na z choréb stanowiacych bezposrednie niebezpieczeristwo dla zdrowia np.
miazdzyca. Nalezy wspomnie¢, ze choroba jaka jest otylo$¢ wiaze si¢ z kilku-
krotnie wyzszym ryzykiem wystapienia choréb drég zdlciowych oraz trzustki,
zaburzeri czynnosciowych jelit a nawet nowotworéw jelita grubego. Smiato
zatem mozna stwierdzi¢, ze profilaktyka otylosci moze by¢ réwnoznaczna
z profilaktyka tak powaznych choréb jak rak jelita grubego®.

2.3.1. Oddziatlywanie mikroflory jelitowej na choroby metaboliczne

Sposréd najbardziej popularnych choréb metabolicznych na szczegél-
na uwagg zastuguja: hiperlipidemia, cukrzyca, insulinooporno$¢ oraz otytos¢
(jako czgsta posrednia przyczyna tych schorzerl) wykazujace zwiazek przyczy-
nowo-skutkowy z jelitowa mikrobiota. Otyto$¢ i choroby metaboliczne s3 $ci-
$le zwiazane z wystgpujacym w organizmie uogdlnionym stanem zapalnym.
Przewlekly stan zapalny w tkance duszczowej prowadzi do obnizonego wy-
dzielania adiponektyny dziatajacej przeciwnowotworowo oraz podwyzszone-
go wydzielania hormonéw stymulujacych powstawanie nowotwordw: leptyny
i resistyny*' 2. Widoczna jest zatem $cista zalezno$¢ miedzy poszczeg6lnymi

schorzeniami.
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Przeprowadzone badania na myszach germ-free (GF, ang. germ-free),
czyli takich, ktére zostaly uprzednio pozbawione mikroflory,umozliwiajg
postawienie twierdzenia, ze bakterie mikrobiotyczne maja szczegélnie duzy
udzial w dostarczaniu energii gospodarzowi. Myszy GF wykazywaly si¢ nizsza
masg ciala oraz wigksza wrazliwo$cia na insuling niz ich otyle odpowiedniki
z obecnymi bakteriami w jelicie”. Z tego powodu mozna by wysnu¢ wniosek,
ze mikrobiota promuje powstawanie otylosci, ale czy aby na pewno powinni-
$my przypisa¢ jej niekorzystng role w patogenezie tej choroby? Niezupelnie.
Kolejne badania przeprowadzane réwniez z wykorzystaniem myszy GF po-
zwolily na zaobserwowanie ciekawego zjawiska, kiedy myszy GF po wykona-
nej transplantacji mikrobioty pochodzacej od myszy otylych zaczely szybko
przybiera¢ na wadze. Inaczej stalo si¢ jednak po przeszczepieniu mikrobioty
pochodzacej od myszy szczuplych. Wskazuje to na wystgpowanie pewnych
réznic w narzadzie bakteryjnym u myszy otytych i chudych?. Postawiona hi-
poteza zostala potwierdzona w przeprowadzanych badaniach z udzialem ludzi

— u 0s6b otylych obserwuje si¢ dysbioz¢ charakteryzujaca si¢ m.in. obnizong
iloécia Bacteroidetes i wzrostem Firmicutes®.

W przypadku otylosci, miejsce ma tez podwyzszona liczba bakterii
Mollicutes, stynace z wysoce efektywnego pozyskiwania energii z pokarmu,
co w konsekwencji bedzie wtdrnie przyczynia¢ si¢ do utrzymujace;j si¢ otytosci.
Nastepnie bakterie te moga przenika¢ do innych tkanek wywolujac przewle-
kly stan zapalny?.

Z powodu panujacej dysbiozy dochodzi do zmniejszonej syntezy struk-
turalnych bialek czego konsekwencja jest zmniejszenie integralnosci Scian jeli-
ta i przechodzenie z jego $wiatta zwiazkéw, takich jak bakteryjny LPS (lipopo-
lisacharyd) czy SCFA rozprzestrzeniajace si¢ do innych tkanek. Uaktywniona
lipaza lipoproteinowa bedzie stymulowala magazynowanie ttuszczu w postaci
tkanki duszczowej, a lipoliza thuszczu i oksydacja kwaséw tuszczowych beda
zahamowane przez supresj¢ odpowiednich

kinaz®. Wzrost LPS poprzez podwyzszanie stezenia glukozy i triglicerydéw
stymuluje insulinooporno$¢. U pacjentéw z cukrzyca typu 2 zaobserwowano

wyzsze stgzenie LPS w organizmie niz u os6b bez choréb metabolicznych?®.

2.3.2. Oddzialywanie mikroflory jelitowe;j
na choroby uk}adu pokarmowego

Na podstawie wezedniejszych zagadnieri, poprawnym bedzie wysunie-
cie wniosku jakoby poruszane kwestie zaz¢biaja si¢ i jedna wynika z drugie;j.
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Nie inaczej bedzie tez w tym wypadku — choroby ukladu pokarmowego sa
w mniej i bardziej posredni sposéb powigzane z omawianymi zaburzeniami
metabolicznymi i sama mikrobiota.

Jak juz zostalo wspomniane, bakterie przewodu pokarmowego moga
petni¢ zaréwno pozytywna jak i negatywna role w patogenezie choréb. Udo-
wodniono jednak, ze w warunkach réwnowagi nie dochodzi do ujawniania
si¢ negatywnego oddzialywania bakterii na organizm. W przypadku dysbiozy,
kiedy dochodzi do zmian ilosciowych i jakosciowych mikrobiomu, moga wy-
stapi¢ rézne rodzaje zaburze”’”. Do czestych infekcji (zwlhaszcza szpitalnych)
nalezy nadmierne namnozenie si¢ Clostridium Difficile, jako konsekwencja
przyjmowanych antybiotykéw i obnizenia odporno$ci. W trakcie antybioty-
koterapii dochodzi do spadku liczby bakterii pozytywnie wplywajacych na
uktad pokarmowy, takich jak Bifidobacterium i Lactobacillus spp., dajac tym
samym pole do popisu Clostridium sp. bedace jedna z przyczyn rzekomoblo-
niastego zapalenia jelit?®. Réwniez bakterie z gatunkéw Enterococcus, Strepto-
coccus, Bacteroides i Escherichia coli spp., ktére naturalnie wystepujg w jelicie
grubym, w przypadku dominacji beda stanowi¢ zrédto zapalen®.

Podejrzewa sig, ze wystepujace zjawisko obnizonej tolerancji organizmu
w stosunku do zasiedlajacej uktad pokarmowy mikrobioty moze by¢ przyczy-
na nieswoistego zapalenia jelic (IBD, ang. Inflammatory Bowel Disease), na
ktéry sktada si¢ m.in. choroba Le$niowskiego-Crohna oraz wrzodziejace za-
palenie jelita grubego. W przypadku tej choroby wigksza niz zazwyczaj ilos¢
bakterii adheruje do nablonka jelit (wigkszo$¢ stanowia bakterie z rodzaju
Bacteroides sp.), co bedzie w sposéb nadmierny pobudzato uklad odpornoscio-
wy, wywolujac przy tym reakcje alergiczne i zapalenia®''.

W chorobie Lesniowskiego-Crohna zaobserwowano znaczne obnizenie
réznorodnosci bakterii typu Firmicutes — u 0séb zdrowych, w ukladzie po-
karmowym znajduja si¢ 43 gatunki tej bakterii, natomiast u chorych tylko
13. Nie wiadomo jednak czy stanowi to przyczyne, czy jest raczej skutkiem
tej choroby. Znaczna dysbioza charakteryzuje réwniez wrzodziejace zapalenie
jelita grubego, kiedy mamy do czynienia z obnizona liczba Bifidobacterium sp.
i liczna grupa bakterii Enterobacteriaceae" .

Produkty fermentacji narzadu bakteryjnego to nie tylko SCFA i rozgale-
zione kwasy tuszczowe (BCFA, ang. branched-chain fatty acids,), ale rowniez
produkty o dzialaniu toksycznym (wodér, dwutlenek wegla, metan, siarkowo-
dér, zwiazki fenolowe i indolowe, kwasy zélciowe) sprzyjajace powstawaniu
chordb z przebiegajacymi reakcjami zapalnymi''. Osoby z IBD okazywaly si¢
mie¢ wicksza zawartos¢ SCFA i BCFA w kale, a takze amoniaku i zwiazkéw
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fenolowych w poréwnaniu do 0séb zdrowych?. Wydaje si¢ zatem, ze bakterie
obok pozytywnych funkgji, pelnia réwniez negatywna rolg, poprzez aktywacje
prokarcynogenéw pochodzacych z pozywienia i zékci (kwasy zélciowe) oraz
ich syntez¢®'.

Samo nieleczone IBD moze przyczyniaé si¢ do powstawania nowotwo-
réw w obrebie przewodu ukladu pokarmowego — gléwnie raka jelita grubego,
stanowiacy jeden z najczesciej wystepujacych nowotworéw w Polsce i na $wie-
cie’?. Wiadomo, ze towarzyszy mu znaczna dysbioza mikrobioty jelitowej*?,
a czynnikiem dodatkowo stymulujacym powstawanie tego rodzaju nowotwo-
ru jest wspSlwystgpowanie cukrzycy typu 2, gdyz to wlasnie u cukrzykéw
czgéciej dochodzi do wykrycia zmian w obrebie jelita grubego®.

Réwniez poréwnanie katu 0séb z zespolem jelita drazliwego (IBS, ang.
Irritable Bowel Syndrome) do kalu pochodzacego od 0séb zdrowych przynio-
sto interesujace rezultaty - w kale 0séb z IBS wykryto wigksze ilosci SCFA
i amoniaku, co sugeruje zwiazek i w tym przypadku dysbiozy z kolejna cho-
roba, jaka jest IBS. Jako choroba dotykajaca okolo 11.2% dorostych na caltym

$wiecie, stanowi kolejne, duze wyzwanie wobec wspéiczesnej medycyny™*®°.

3. Terapie modulujace mikrobiote

Modulacja mikroflory jelitowej w chorobach metabolicznych i ukfadu
pokarmowego polegaja na stosowaniu antybiotykéw, prebiotykéw, probioty-
kéw oraz przeprowadzaniu transplantacji mikrobioty. Wszelkie terapie w ob-
r¢bie narzadu bakteryjnego wykazujg si¢ rézng skutecznoscia. I chociaz lecze-
nie antybiotykami daje satysfakcjonujace efekty, przewlekle stosowanie moze
przyczyni¢ si¢ do powstawania mikroorganizméw opornych na ich dzialanie.
Stosowane probiotyki i prebiotyki, ze wzgledu na zbyt malg liczbe krétko-
trwale przeprowadzanych badan nie daja zadowalajacych efektéw terapeutycz-
nych w zakresie poruszanych w tym rozdziale chordb, jednak mechanizmy ich
dzialania s3 na tyle cickawe, ze wciaz istnieje nadzieja na wdrazanie leczenia z
ich pomoca. Bez watpliwosci, efekty jakie daje transplantacja mikroflory jeli-

2,36

towej pochodzacej z probek katowych, sa jeszcze bardziej obiecujace
3.1. Prebiotyki

Prebiotyki to leki niepodlegajace trawieniu i zawierajace zwiazki oddzia-
tujace na bakterie ukladu pokarmowego. Umozliwiaja wprowadzenie zmian

w skladzie i aktywnosci mikrobioty, poprawiajac tym samym na samopoczucie
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i zdrowie gospodarza. Dla przyktadu - fruktooligosacharydy i inulina nie sa
trawione przez cztowieka, dlatego beda substratem dla przeprowadzanej przez
bakterie fermentacji. Sktadniki te pobudzaja bakterie jelitowe do wzrostu i ak-
tywnosci. Wyroby prebiotyczne wykazuja pozytywny wplyw na zatwardzenia
oraz stan blony $luzowe;j jelita grubego, co sprawia, ze moga by¢ wykorzysty-
wane w profilaktyce oraz jako $rodki wspomagajace leczenie.

Przeprowadzane badania na zwierz¢tach wskazuja na pozytywne dziata-
nia prebiotykéw wobec leczenia zapalen jelit i obnizania toksycznosci prze-
prowadzanej fermentacji przez bakterie. Karmienie zwierzat laboratoryjnych
inuling i oligofruktoza skutkowalo obnizeniem prozapalnych cyklin i zwigk-
szeniem aktywnos$ci komérek NK, co jest wyrazem antynowotworowego dzia-
fania tych prebiotykéw. Mechanizm takiego zjawiska moze by¢ zwiazany ze
zwickszong iloscia powstajacych podczas fermentacji SCFA (kwas mastowy,
propionowy i octowy) oraz kwasu mlekowego wplywajace korzystnie na pro-
cesy regeneracyjne nablonka jelita grubego. Jednocze$nie moze temu towa-
rzyszy¢ niski poziom toksycznych i mutagennych zwiazkéw, nie wplywajac
istotnie na kancerogenez¢ nablonka jelita grubego?”.

Oprécz powyzszych zwiazkéw, prebiotyki moga pobudzaé wydzielanie
bialek podobnych do glukagonu (GLP), biorace udzial w regulacji tuszczo-
wej i cukrowej, a nawet uwrazliwiajac komérki gospodarza na dziatanie insuli-
ny, co zapobiega insulinoopornosci*®. GLP-2 posrednio wplywa na szczelno$é
$cian jelit, zmniejszajac tym samym przechodzenie toksycznych zwiazkéw
z ukladu pokarmowego i ich rozprowadzaniu na caly organizm?.

Badania przeprowadzane na ludziach nie dajg niestety wystarczajaco sa-
tystakcjonujacych rezultatéw. Generalnie, prebiotyki moga odgrywac korzyst-
na role w profilaktyce cukrzycy i otytosci, jednak nie przeprowadzono na tyle
doktadnych i dlugich badan aby jednoznacznie to potwierdzi¢. Nie mniej, juz
teraz maja duzy potencjat stanowienia jako dodatkowa terapia w przeciwdzia-

faniu chorobom metabolicznym a nawet powstawaniu nowotworéw.
3.2. Probiotyki

Skkadajace si¢ przede wszystkim z zywych bakterii kolejne leki — pro-
biotyki, w szczegdlny sposéb oddzialujg na organizm poprzez modulacj¢ mi-
krobioty jelitowej. Znacznie szersze badania nad probiotykami wskazuja na
korzystny wplyw probiotykéw wobec choréb metabolicznych i uktadu po-
karmowego. Srodki te, zawieraja w wigkszosci bakterie z rodzaju Lactobacillus

i Bifidobacterium, ktére poprzez wytwarzanie kwasu mlekowego obnizaja

39



K. GANCARCZYK, J. KACZMARCZYK, J. OWSIAK, K. GRADKOWSKI

pH, tworzac w ten sposéb niesprzyjajace srodowisko dla chorobotwércezych
mikroorganizméw. Wykazano dzialanie utrudniajace przyleganie patogenéw
takich jak Salmonella, Shigella czy Vibrio cholerae do komérek jelita. Probioty-
ki okazaly si¢ by¢ pomocne tez w infekcjach Clostridium Difficile.

Bakterie podawane w probiotykach korzystnie wplywaja na szczelno$¢

bariery jelitowej, zapobiegajac uogélnionej reakeji zapalnej organizmu spowo-
dowanej przedostajacymi si¢ poza uktad pokarmowy substancji prozapalnych,
co jednoczesnie obniza insulinooporno$¢ i usprawnia gospodarke cukrowo-
-lipidowa. Prowadzone badania na myszach i ludziach potwierdzity hipotezy
o pozytywnym dzialaniu probiotykéw w zespole metabolicznym i otylosci.
Podawanie probiotykéw skutkowalo pozytywnym wplywem wobec zwalcza-
nia insulinoopornosci, obnizeniem masy ciala i zmniejszeniem ilosci tkanki
tuszczowej. By¢ moze jednoczesne podawanie probiotykéw z prebiotykami
jest wysoce skutecznym elementem leczenia choréb metabolicznych, jednak,
zbyt malo badan zostalo przeprowadzonych w tym kierunku aby jednoznacz-
nie to potwierdzi¢’”2.

Istnieje natomiast wiele badan potwierdzajacych istotne znaczenie pro-
biotykéw w profilaktyce nowotworowej. Liczne badania nad dzialaniem
probiotykéw i prebiotykéw z udzialem ludzi skutkowaly obnizeniem stop-
nia proliferacji komoérek jelit, wzmocnieniem bariery jelitowej i obnizeniem
wydzielanych zwiazkéw prozapalnych. Beta-glukozydaza, kancerogenny en-
zym bakeerii jelitowych, ulega spadkowi. Badanie kohortowe, w ktérym bra-
Yo udzial 45 241 oséb dowiodlo, ze regularne picie jogurtu réwniez obniza
ryzyko wystapienia raka jelita grubego, co tez moze sugerowaé profilaktyczny
wplyw probiotykéw. Podawanie tych preparatéw w okresie pooperacyjnym
usunigcia fragmentu jelita grubego z powodu nowotworu, poprawia stan jelit
i zmniejsza czgsto$¢ powiklani pooperacyjnych, a stosowane w trakcie che-
mioterapii redukowalo biegunki i uczucie dyskomfortu w jamie brzusznej
u 0s6b z rakiem jelita grubego®. W przypadku biegunek infekcyjnych czy tych
spowodowanych przyjmowaniem antybiotykéw obserwuje si¢ zmniejszenie
biegunek?.

Réwniez i w tym przypadku mozemy dostrzec potencjal mikrobioty,
a oméwione $rodki stanowiac uzupetnienie diety moga, dzi¢ki kolejnym ba-
daniom i udoskonaleniom preparatéw pre- i probiotycznych, naleze¢ do gru-

py lekéw wspomagajacych leczenie.
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3.3. Transplantacja mikroflory kalowe;j

Transplantacja mikroflory katowej (FMT, ang. Fecal Microbiota
Transplantation) jako najbardziej obiecujaca z opisanych w tym rozdziale me-
tod, polega na przekazaniu mikroflory jelitowej pochodzacej z katu dawcy,
do ukladu pokarmowego biorcy. Na ten moment, najwicksza skutecznosé
wykazuje w terapii choréb spowodowanych dziataniem patogennych mikro-
organizméw, jednak obserwuje si¢ rozny stopieri skutecznosci takze w innych
chorobach ukfadu pokarmowego, a nawet zespole metabolicznym i otytosci.
Wydaje si¢ by¢ najbardziej efektywna metoda modulacji mikroflory jelitowe;.

Pierwsze wzmianki miaty miejsce juz w IV wieku w Chinach gdzie stoso-
wano tzw. “z6tta zupe” jako lek wobec cigzkich biegunek. Terapeutyczne wha-
$ciwosci przeszczepionej mikrobioty mialy swoje zastosowanie w 1958 roku
w przypadku cigzkiego zakazenia, zagrazajacemu zyciu Clostridium Difficile,
wykazujac si¢ wysoka skutecznoscia. Od tamtego czasu, powstala ogromna
ilo$¢ prac naukowych, z czego znaczna wigkszos$¢ powstala w ciagu kilku ostat-
nich lat, a obszar badan znacznie si¢ poszerzyl, przenoszac skupienie badaczy

na inne choroby, takie jak cukrzyca, otylos¢ czy nowotwory jelita grubego®**-4.

3.3.1. Przebieg i mechanizm dziatania

W celu przeprowadzenia FMT, nalezy dokona¢ odpowiedniej selekeji
dawcy, upewniajac sig, ze jest to osoba catkowicie zdrowa, aby zniwelowa¢
ryzyko zakazenia biorcy chorobami wywolanymi przez mikroorganizmy
(np. wirus HIV, wirus WZW typu C). Dawca winien nie chorowa¢ na zadna
z autoimmunologicznych i atopowych choréb, jednoczesnie nie moga wyste-
powac zapalenia, choroby metaboliczne. Wskazany jest réwniez brak nadwagi,
brak przyjmowania lekéw i substancji (narkotykéw, alkoholu) wplywajacych
na mikroflore jelitowa. Prébki katu sa badane w kierunku wykrycia patoge-
néw m.in.: Salmonella, Helicobacter pylori, Clostridium difficile, Staphylococcus
aureus .

Dawca nie musi by¢ spokrewniony, a jego wick moze znajdowaé si¢
w przedziale 18-70 lat. Nalezy wzia¢ pod uwagg ple¢ dawcy, poniewaz kobiety
i mezezyzni rdznig si¢ sposobem wykorzystywania tej samej mikrobioty.

Przygotowanie materiatu do transplanstacji polega na dodaniu do 200-
300ml wody/mleka 50-60g katu pochodzacego od dawcy, zmieszanie ze soba
do momentu powstania homogennego plynu. Powstaly plyn pozostawia si¢

na kilka minut, nastgpnie przefiltrowuje najpierw przez gazg a potem przez
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strzykawke z filerem. Mikstura moze zostaé uzyta od razu poprzez podanie za
pomocy strzykawki lub przechowywana w niskiej temperaturze.

Podaje si¢ doustnie, donosowo lub doodbytniczo, z czego za najskutecz-
niejszq i najbezpieczniejszg forme uznaje si¢ podawanie doodbytnicze poprzez
kolonoskopie. Podawanie doustne moze przebiega¢ za pomoca kapsulek.

Przeszczepiona mikrobiota, przyczynia si¢ do normalizacji panujacej dys-
biozy w ukladzie pokarmowym biorcy, co wiaze si¢ ze zmniejszeniem dokucz-
liwych objawéw, a nawet ich calkowitym ustapieniem. Dochodzi do wzrostu
bakterii pozytywnie wplywajacych na organizm czlowieka i do jednoczesnego
spadku mikroorganizméw chorobotwérczych. Skutkuje to zmniejszeniem
objawéw albo przynajmniej czg§ciowym wyleczeniem.

Jak wickszo$¢ terapii, FMT nie jest pobawione skutkéw ubocznych. Do
czgstych naleza: dyskomfort w jamie brzusznej, zatwardzenia, wzdecia, bie-
gunki, nudnosci, wymioty, krew w stolcu. Skutki uboczne stanowia jednak
naturalng odpowiedZ organizmu na wprowadzone zmiany w skladzie mikro-

bioty, ktére szybko ustepuja®.
3.3.2. W chorobach metabolicznych

Przedstawiona w rozdziale rola mikrobioty w patogenezie choréb meta-
bolicznych, skfania ku postawieniu sobie pytania — czy modulacja mikroflory
uktad pokarmowego moze pelni¢ funkcje profilaktyczne a nawet lecznicze
w przypadku zespotu metabolicznego, cukrzycy i otylosci? Szczegdlnie w cia-
gu kilku ostatnich lat badacze powzigli sobie za cel sprawdzenie profilaktycz-
nych i leczniczych whasciwosci FMT. Efekty badan sa znacznie bardziej satys-
fakcjonujace w poréwnaniu ze stosowaniem §rodkéw pre- i probiotycznych.

Trwajaca 6 tygodni obserwacja z udziatem ludzi rozpoczela si¢ przepro-
wadzong transplantacjg mikrobioty 0séb szczuplych do jelita grubego oséb
otylych, w celu ustalenia roli mikroorganizméw zasiedlajacych ludzki uktad
pokarmowy w chorobach metabolicznych. Nie zarejestrowano zmian w wa-
dze biorcéw, jednak, co istotne, spostrzezono obnizenie st¢zenia triglicerydéw
w surowicy krwi biorcéw oraz zmniejszenie insulinoopornosci. Taki wynik
daje podstawy do prowadzenia dalszych badari a sama terapia moze spelnia¢
funkcje pomocniczej terapii w przypadku choréb metabolicznych. Jednak
z powoddw estetycznych i formy w jakiej przeprowadzane jest FMT, pacjenci
niezbyt czgsto sa chetni do decydowania si¢ na nia, dlatego zamiast tego wy-

2,42

biera si¢ zazwyczaj prebiotyki i probiotyki
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3.3.3. W chorobach ukladu pokarmowego

Szerokie pole do popisu dla FMT stanowig choroby w obrebie przewo-
du ukladu pokarmowego, gdzie ta terapia przynosi zdumiewajace efekty.

Najskuteczniejsza wydaje si¢ by¢ w terapii zakazets Clostridium difficile.
Nadmierne namnozenie si¢ tych bakterii wynika zazwyczaj z wezesniej zasto-
sowanej intensywnej antybiotykoterapii powodujacej dysbioze¢ jelita grubego.
Podczas cigzkich epidemii wybuchajacych w Europie i Pélnocnej Ameryce
skuteczno$¢ FMT siggata ponad 90%, w pordéwnaniu z 25-27% wyleczend
za pomoca antybiotykéw. Przeprowadzono badania majace na celu zbadanie
tego zjawiska - poréwnano skuteczno$¢ podawania wankomycyny do terapii
FMT. Wyniki badan byly jednoznaczne: terapia FMT znacznie lepiej radzi-
fa sobie z nawracajacym i opornym na leczenie antybiotykami rzekomoblo-
niastym zapaleniem jelit wywolanym przez juz wspomniang bakteric. FMT
prowadzilo do namnozenia wielu korzystnych bakterii (m.in. Bacteroidetes,
Lacrobacillus spp.) 1 obnizenie bakterii dzialajacych patogennie na uklad po-
karmowy (Clostridium difficile, Eschiericha coli). Sugeruje to ogromny poten-
cjal jaki tkwi w FMT, jednak mimo wysokiej skutecznosci tej formy terapii
nie jest to pierwsza metoda leczenia po jaka sigaja lekarze, ze wzgledu ztozo-
nosci calego procesu, ryzyka zwiazanym z przekazywaniem biorcy mikrobioty
dawcy oraz aspektach psychologicznych wéréd pacjentéw™™ *!.

Nie pozostawiono bez uwagi nieswoistego zapalenia jelit. Panujaca dys-
bioza w IBD jest wystarczajacym argumentem dla badaczy aby podejrzewaé
terapeutyczne whasciwosci FMT réwniez i w tym przypadku. W podwdéjnie
Slepej prébie zdecydowanie wigcej 0sob osiagnelo terapeutyczny efekt w po-
réwnaniu z grupg placebo. Kolejne badanie z udzialem grupy z IBD oraz gru-
py bez tego zespotu wykazaly si¢ powstawaniem korzystnych zmian w obrebie
mikrobioty po zastosowanym FMT. Wszyscy pacjenci doswiadczyli mikro-
biologicznej remisji, jednak u niektérych oséb (25% oséb z IBD) doszto do
nawrotu choroby po 24 miesigcach. W innych analizach zanotowano u myszy
supresj¢ prozapalnych cytokin i mieloperoksydazy oraz wigksze ilosci IL-10
dzialajacej przeciwzapalnie w jelicie grubym, co tez moze sugerowaé wysoce
terapeutyczny potencjal stosowania FMT w przysztosci®®*!.

Jak wspominano wczeéniej, dtugotrwale nieleczone zapalenie w obre-
bie jelita grubego (np. W IBD) moga prowadzi¢ w konsekwencji do wysta-
pienia raka jelita grubego. Pewnoscig jest panujaca dysbioza w obrebie tego
narzadu w przypadku nowotworu, rézniaca si¢ od IBD wzrostem czynni-
kéw patogennych (IBD charakteryzuje si¢ obnizeniem korzystnych bakterii).
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Do mikroorganizméw zwiazanych z nowotworem jelita grubego zaliczane sa
Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum i Bacteroides fragilis. U myszy, mo-
dulacja mikrobioty z uzyciem FMT spowodowata normalizacj¢ mikrobioty
i zmniejszenie wielkosci guza w jelicie grubym. Zmiana stosunku bakterii cho-
robo- i nie chorobotwérezych moze wige potencjalnie w pozytywny sposéb
wplywad na leczenie nowotworu jelita grubego, potrzebna jest jednak wicksza
ilos¢ badan*'%.

Znacznie wigcej danych dostarczaja nam obszerne badania nad terapia
zespotu jelita drazliwego z zastosowaniem FMT. Wyniki badan sa bardzo sa-
tysfakcjonujace, na tyle, ze moga stanowi¢ dla stosunkowo duzej cz¢sci spote-
czefistwa nadziej¢ na wyleczenie lub obnizenie natezenia dokuczliwych obja-
woéw. Wdrozenie FMT u 0s6b z IBS skutkowalo bardzo duzym powodzeniem
—u okoto 70% pacjentéw doszto do znacznego spadku objawéw i polepszenia
jakosci zycia. Ze wzgledu jednak na sktonno$¢ do nawrotéw choroby, naleza-
toby poddawac¢ si¢ terapii FMT regularnie. Juz w ciagu jednego tygodnia po
FMT dochodzi do zmiany mikrobiomu biorcy w mikrobiom dawcy™.

4. Podsumowanie

Mikrobiota to skomplikowany, nieodlaczny element kazdego organi-
zmu. Wszelkie zmiany ilo$ciowe i jakosciowe w obrebie narzadu bakteryjnego
wigzg si¢ z wystgpowaniem zaburzeri metabolicznych lub przewodu pokarmo-
wego. Osiagnigte efekty modulacji mikrobiomu daja szans¢ na udoskonalenie
leczenia wielu chordb poszerzajac dotychczasowe metody o nowe mozliwosci
terapeutyczne. Bez watpienia, przedstawione terapie wymagaja kolejnych ba-
dan, a by¢ moze potencjat mikrobioty bedzie w pelni wykorzystywany jako

regularna procedura w terapii oméwionych choréb.
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Abstrakt:

Stulejka to przypadlos¢ wystepujaca nawet u 10% mezczyzn w réznym wieku. Wiaze si¢ ona
z trudno$ciami w utrzymaniu higieny pracia, bélem i pogorszeniem sprawnosci seksualnej.
W przypadku dzieci wezesne rozpoznanie schorzenia i wdrozenie leczenia zachowawczego cze-
sto pozwala unikna¢ interwencji chirurgicznej, ktéra u dorostych mezczyzn jest zwykle koniecz-
noscia. Zabieg niesie za sobg ryzyko powikdas, takich jak krwotoki, zakazenia, zdarzenia niepo-
zadane zwiazane ze znieczuleniem czy stres dla dzieci i ich rodzicéw. W zwiazku z powyzszym
coraz wicksza popularnoscia cieszy si¢ leczenie z uzyciem miejscowych steroidéw. Stosuje sie
leki bazujace m.in. na betametazonie, hydrokortyzonie, klobetazolu czy triamcynolonie. Wy-
niki terapii steroidami sg obiecujace: uzyskuje si¢ odsetek powodzen wynoszacy nawet ponad
90%, przy jednoczesnej redukgji kosztéw kuracji. W niniejszej pracy skupiono si¢ na steroido-
terapii, jako metodzie leczenia stulejki o udowodnionej skutecznosci.

Stowa kluczowe: stulejka, leczenie zachowawcze, steroidoterapia miejscowa

Abstract:

Phimosis is a condition that affects up to 10% of men of all ages. It is associated with difficul-
ties in maintaining penile hygiene, pain and deterioration of sexual performance. In the case
of children, when we recognize phimosis early and then quickly implement steroid therapy,
avoiding surgical intervention is very likely. When it comes to adult men, surgical intervention
is usually a necessity. The surgery carries the risk of complications such as hemorrhages, infec-
tions, adverse health events related to anesthesia. Additionally, each operation is a huge stress
for both the child and the parent. Therefore, local steroid therapy is becoming more and more
popular. Drugs based on, inter alia, on betamethasone, hydrocortisone, clobetasol or triamci-
nolone. The results of steroid therapy are promising. Success rates of up to 90% are achieved
while reducing treatment costs. The study focuses on steroid therapy as a proven effective
method of treating phimosis.

Keywords: phimosis, conservative treatment, local steroid treatment
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1. Czym jest stulejka?

Dystalna czg$¢ pracia (zotadz) pokryta jest faldem skérnym (napletkiem).
Stulejka (fac. phimosis) to stan, w ktdrym nie istnieje mozliwos¢ cofniecia
napletka do rowka zazolednego i tym samym catkowitego lub czgsciowego od-
stonigcia zotedzi. Bezposrednig przyczyna tego stanu moga by¢ zrosty pomie-
dzy zoledzia a napletkiem lub zbyt waskie ujscie napletka. Moze to prowadzi¢
m.in. do zbierania si¢ pod napletkiem drobnoustrojéw chorobotwérezych

oraz do probleméw w trakcie wspétzycia'2.
1.1. Klasyfikacja stulejek

Phimosis moze by¢ klasyfikowana ze wzgledu na etiologie i okres wysta-
pienia (jako fizjologiczna - pierwotna lub patologiczna - wtérna) oraz stopieni
zaawansowania®®. Klasyfikacja ta ma znaczenie kliniczne, poniewaz whasci-
we réznicowanie stulejki zapobiega niepotrzebnemu kierowaniu pacjentéw
do poradni specjalistycznych?®. W poczatkowym okresie zycia wystepuje stan
nazywany stulejkg fizjologiczng. Wystepuje ona od urodzenia, a w badaniu
fizykalnym napletek ma prawidtowy wyglad, jednak jego odciagnigcie do row-
ka zazolednego jest niemozliwe ze wzgledu na istnienie naturalnych zrostéw
pomiedzy faldem skérnym a zoledzig. W warunkach prawidlowych resztki
nablonka (smegma) zbierajace si¢ pod napletkiem oraz krétkie erekcje pra-
cia powoduja, ze w miar¢ dorastania napletek staje si¢ zupelnie odsuwalny.
Pelna retrakeja jest zwykle mozliwa ok. 4. roku zycia'*°. W przeciwieristwie
do fizjologicznej phimosis, patologic mozna stwierdzi¢ w przypadku wtdérnego
pojawienia si¢ stulejki i/lub przy zauwazeniu zmian w napletku obejmuja-
cych jego obkurczenie, stwardnienie i blados¢ i/lub gdy wystepuje bdl podczas
erekeji czy stosunku seksualnego (dyspareunia)®’.

Najpopularniejszym podzialem ze wzgledu na zaawansowanie stulejki
jest V-stopniowa klasyfikacja opracowana przez Kikirosa i wsp. Wéwczas
stopien 0 to brak stulejki, I - mozliwo$¢ catkowitego odstoniecia zotedzi
i ciasno$¢ napletka juz za nia, II - mozliwo$¢ czgsciowego odstonigcie zoledzi,
III - czg$ciowe przesunigcie napletka z uwidocznieniem zoledzi, IV - delikatne
przesuniecie napletka bez uwidocznienia zoledzi, zas§ V stopieri to zupelny
brak mozliwosci retrakeji napletka®®”. Cz¢$¢ naukowcédw zwraca uwagg, ze
pojecie “stulejki” powinno by¢ uzywane z ostroznoscia. Jak zauwazaja, phi-
mosis spowodowang przez zwezenie otworu napletkowego nalezy réznicowaé

z obecnoscia zrostéw pomiedzy zoledzia i napletkiem. Stan ten nie stanowi
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podstaw do leczenia nawet po przekroczeniu 4. roku zycia i zawsze ustgpuje
samoistnie przed 18. rokiem zycia. Jednoczesnie badacze przyznaja, ze pelne
zréznicowanie jest trudne i cz¢$¢ napletkéw usunictych z powodu stulejki

rozpoznanej jako fizjologiczna wykazuje cechy patologii’.
1.2. Epidemiologia

Brak mozliwosci odciagniecia napletka stwierdza si¢ u 96%-100% no-
worodkéw. Stan ten stopniowo si¢ cofa: wéréd dzieci 1-rocznych 50% ma
nieodprowadzalny napletek, wéréd 3-letnich jest to 10%, wsréd 7-letnich -
6-8%, za$ wsréd 16- i 17-latkéw tylko 1%. Zgodnie z réznymi szacunkami,
w wieku dorostym 0,6-13% nieobrzezanych mezczyzn ma stulejke>>¢#1°. Od-
miennosci w tych szacunkach zaleza od miejsca prowadzenia badari (czynni-
kéw rasowych, kulturowych, srodowiskowych i rozpowszechnienia schorzen
powodujacych wtérne powstanie stulejki) oraz od réznic w definiowaniu stu-

lejki fizjologicznej i patologicznej przez badaczy®.
1.3. Przyczyny stulejek

Powstaniu stulejki patologicznej sprzyja juz niewlasciwe postgpowanie
ze stulejkg fizjologiczng w okresie niemowlecym. Wowczas to préby sitowe-
go odciagniecia napletka powoduja jego urazowe uszkodzenie i wytworzenie
nieelastycznych blizn, utrudniajacych retrakcje'. Stanowi to “bledne koto”
w opiece nad dziecigcymi narzadami plciowymi.

Do innych przyczyn wystapienia stulejki naleza predyspozycje genetycz-
ne, otylo$¢, cukrzyca oraz choroby zapalne, takie jak zapalenie zoledzi (fac.
balanitis), zapalenie napletka (fac. posthitis), zapalenie zotedzi i napletka (fac.
balanoposthitis), pieluszkowe zapalenie skéry (PZS, Yac. diaper dermatitis; na-
zywane jest réwniez amoniakalnym zapaleniem skory ze wzgledu na obecno$é
amoniaku w moczu) czy liszaj twardzinowy (LSA, Yac. lichen sclerosus; jego
posta¢ genitalna to BXO - balanitis xerotica obliterans)*®. Nawracajace sta-
ny zapalne czg¢sto same stanowiace powiklanie cukrzycy lub nieprawidtowej
glikemii - obecno$¢ glukozy w moczu sprzyja namnazaniu si¢ bakterii w oko-
licach ujscia cewki moczowej®. Zapalenia powoduja bliznowacenie napletka

i zmniejszenie jego rozciagliwo$ci®'.
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1.4. Powik}ania stulejek

Do objawéw, ktére sa najczesciej zglaszane przez pacjentéw z phimosis
naleza: bél, §wiad, zaczerwienienie, krwawienia, powstawanie smegmy, trud-
noéci z oddawaniem moczu, dyspareunia oraz tzw. balonikowanie - zwigk-
szanie objetoéci napletka podczas mikcji®!*!'*'%. Powiklaniem stulejki, ktére
czgsto wymaga pilnej interwencji chirurgicznej jest zatupek (fac. paraphimo-
sis). Jest to stan, w ktérym napletek cofnigty do rowka zazolednego nie moze
powrdci¢ na swoje miejsce, co w cigzkich przypadkach powoduje bél, obrzek
i niedokrwienie dystalnej czgéci pracia. Zatupek moze by¢ konsekwencja pro-
by sitowego $ciagnigcia napletka w ramach niewlasciwego postgpowania ze
stulejka'?. Cigzkimi skutkami stulejki sa zmiany zapalne, takie jak zapalenie
zoledzi i napletka, BXO czy zakazenia ukladu moczowego (ZUM). Stulejka
oraz rozdarcia napletka znacznie zwickszaja ryzyko rozwoju nowotworéw pra-
cia®'*". Posiadanie stulejki wplywa na negatywne postrzeganie wlasnego ciata.
Jak wykazali badacze z Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego, w grupie os6b
cierpiacych na phimosis wszyscy wstydzili si¢ swoich narzadéw plciowych, za$
mimo posiadania partneréw seksualnych, tylko 65% respondentéw odczuwa-
fo satysfakcje ze wspélzycia'®. Kompleksy zwiazane z wygladem pracia moga
takze opdznia¢ rozpoczecie wspélzycia. La Pera i wsp. wykazali, ze w badanej
grupie pelnoletnich uczniéw szkét srednich 60,3% ma za sobg pierwszy sto-
sunek seksualny, za$ czgsto$¢ wystgpowania phimosis wynosita 12,9%. Stulej-
ka byta jednak znacznie cze¢stsza wsréd mezcezyzn, ktérzy jeszeze nie przeszli
inicjacji seksualnej w poréwnaniu z grupa, ktéra juz odbyla stosunek (21,1%
vs 7,5%)°.

1.5. Klasyczne metody leczenia stulejki

Phimosis nie zawsze wymaga leczenia. W przypadku stulejki fizjologicz-
nej wystarczy dbanie o higieng przy pomocy wody z neutralnym mydlem oraz
delikatne odciaganie napletka przy okazji mikgji i mycia, co u matych dzieci
powinno by¢ wykonywane przez rodzicéw®'". Préby zbyt silnego odciaga-
nia napletka (czasem wykonywane przez lekarzy po znieczuleniu pacjenta)
moga powodowac bél, uraz oraz BXO'.

Do najczestszych metod leczenia stulejki u pacjentéw w réznym wieku
nalezu zabieg usunigcia napletka - obrzezanie (MC, ang. male circumcision).
Zabieg ten moze by¢ takze wykonywany bez wskazan medycznych jako MC

rytualne (nieterapeutyczne), co jest praktykowane z powoddéw religijnych
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m.in. wéréd wyznawcéw judaizmu i islamu oraz z powodéw tradycyjnych
wUSA". Wskazaniem do MCjest np. stulejka powstata w konsekwencji BXO'.
W niektérych sytuacjach rodzice sami nalegaja na zabieg'. MC, obok licz-
nych zalet (male ryzyko nawrotu phimosis, zwigkszenie ochrony przed ZUM,
rakiem pracia i infekcjami przenoszonymi droga plciowa, w tym HIV) nie-
sie takze ryzyko negatywnych skutkéw, takich jak stres zwiazany z pobytem
w szpitalu, powiklania zastosowanego znieczulenia, bél, obrz¢k, krwawienia,
zakazenia, powstanie zrostéw i mostkéw skérnych, zgorzel Fourniera, ko-
nieczno$¢ powstrzymania si¢ od czynnosci seksualnych na okres rekonwale-
scengji czy dyskomfort zwiazany z wygladem pracia i przekonaniami kulturo-
wymi. Ogélna czegstos¢ powiklan wynosi ok. 1,5%. Ostateczny stosunek zalet
i wad MC jest przedmiotem licznych badan i dyskusji®'131619-23,
Alternatywna wobec MC chirurgiczng metoda leczenia phimosis jest pla-
styka napletka (preputioplastyka). Wystepuje ona w wielu wariantach: jako
podhuzne nacigcie napletka po stronie grzbietowej, wicksza ilo§¢ nacig¢ (takze
po stronie brzusznej i/lub po bokach napletka) lub w polaczeniu z przecigciem
wedzidelka napletka (frenulotomia)'. Preputioplastyka jest prostszym zabie-
giem niz MC, wiaze si¢ wigc z mniejsza iloscig powiklan i stanowi skuteczne
leczenie w sytuacji, w ktérej stulejka powstala na skutek izolowanych zmian
wldéknistych w napletku'>'®. Jednoczesnie jednak ryzyko pézniejszego nawro-

tu stulejki jest wyzsze niz w przypadku MC*%.
2. Rola i skuteczno$¢ leczenia zachowawczego w phimosis
2.1. Rys historyczny miejscowej steroidoterapii w leczeniu phimosis

Do niedawna metoda z wyboru w leczeniu stulejki u chlopcéw powyzej
3. roku zycia bylo postgpowanie operacyjne. W 1930 roku w Anglii okolo jed-
na trzecia chlopcéw poddawana byla obrzezaniu w okresie noworodkowym.
W 1949 roku Gairdner w swojej publikacji przedstawit poglad, ze stulejka
w wigkszo$ci przypadkéw ustepuje samoistnie do 5. roku zycia, co przyczynito
sic do obnizenia wskaznika postepowania zabiegowego®?.

W ostatnich latach coraz czgéciej stosuje si¢ leczenie zachowawcze (miej-
scowa sterydoterapia), ze wzgledu na jego duzg skutecznos¢, nizsze koszty oraz
mozliwo$¢ unikniecia powiktari pooperacyjnych'. Gdy podstawowe i najwaz-
niejsze etapy postgpowania, czyli szczegdlowe przeszkolenie dziecka w jaki
sposob dba¢ o higiene napletka, powtarzanie préby delikatnego odprowadza-
nia faldu skérnego podczas kapieli i mikgji nie wyeliminuja stulejki, wskazane
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jest miejscowe stosowanie glikokortykosteroidéw (najczeéciej dipropionianu
betametazonu przez okres 4-8 tygodni)®. Pierwszy raz glikokortykosteroidy
zostaly wprowadzone do leczenia stulejki przez Jorgensena i Kikirosa w 1993
roku*™¥. W 1996 roku Golubovic i wsp. wykazali, ze miejscowe zastosowanie

0,05% betametazonu bylo skuteczne i bezpieczne w leczeniu phimosis zaréw-

no u dzieci, jak i u dorostych?.
2.2. Mechanizm dzialania wykorzystywanych w terapii steroidéw

Znane s3 dwa mechanizmy zapewniajace skuteczno$¢ dzialania kreméw
steroidowych w ust¢gpowaniu stulejki. Pierwszy to powszechnie znany efekt
przeciwzapalny i immunosupresyjny. Kortykosteroidy stymuluja produkcje
lipokortyny. Ta z kolei hamuje aktywno$¢ fosfolipazy A2, ktéra uwalnia kwas
arachidonowy (prekursor prostanoidéw i leukotrienéw, mediatoréw zapa-
lenia skéry) z fosfolipidéw. Wiadomo, ze kortykosteroidy hamuja zaréwno
wezesne zjawiska procesu zapalnego (obrzeki, odkiadanie fibryny, rozszerze-
nie naczyi wlosowatych, migracj¢ leukocytéw do obszaru objetego stanem
zapalnym i fagocytarno$¢), jak i pézniejsze jego przejawy (proliferacje naczyni
whosowatych i fibroblastéw, zubozenie kolagenu i bliznowacenie). Gléwnym
efektem antyfibrotycznym jest zmniejszenie syntezy kolagenu typu I i III
w wielu typach komérek, w tym w fibroblastach®. Drugim mechanizmem
jest efekt $cieiczenia skéry. Steroidy hamuja skérna synteze glikozaminogli-
kanéw przez fibroblasty, co przyczynia si¢ do utraty substancji podstawowej
w nastepstwie zmniejszonego efektu wiazania plynu tkankowego z kwasem
hialuronowym. W konsekwencji dochodzi do zmniejszenia macierzy ze-
wnatrzkomédrkowej skory, a wlékna kolagenowe i elastynowe stajg si¢ ciasno
upakowane. Steroidy hamuja syntez¢ kolagenu i dzialaja antyproliferacyjne
na naskorek. Wehlanianie przez skére miejscowych steroidéw i ich aktywnos¢
zaleza od wielu czynnikéw, na przyklad integralnosci zrogowacialej skéry,
nos$nika i receptoréw steroidowych w cytoplazmie komérek docelowych. Po
aktywagji tych receptoréw lek pobudza wytwarzanie substancji przeciwzapal-
nych i hamuje syntez¢ substancji prozapalnych®. Niektére badania wskazuja
na zwiazek liczby komérek Langerhansa (LC, ang. Langerbans cells) w na-
pletku z wigksza predyspozycja do zakazeri ukladu moczowego i wystgpowa-
nia stulejki. Ilosciowe okreslenie widkien elastycznych, ekspresji aneksyny 1
i grubosci naskérka moze okazad si¢ w przysztosci pomocnym w eliminowa-
niu skutkéw ubocznych oraz w dazeniu do wigkszej selektywnosci dziatania
glikokortykosteroidéw miejscowych?.
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2.3. Wskazania kliniczne do zastosowania leczenia zachowawczego

Odpowiedni wiek jest istotnym czynnikiem decydujacym o skutecznosci
miejscowej steroidoterapii. Lepszy efekt uzyskuje si¢ u dzieci niz u dorostych
ze wzgledu na wicksza podatno$¢ skéry na leki hormonalne. Dodatkowo
wickszg pewno$¢ sukcesu terapeutycznego uzyskamy w przypadku niewielkiej
stulejki. Gdy zwezenie umozliwia dziecku swobodne opréznianie pecherza
moczowego, nie wystepuja nawracajace infekcje bakteryjne pod napletkiem,
nie ma obrzekéw i bélu, wéwezas wskazane jest leczenie zachowawcze. Brak
efektu tej terapii lub rozpoznanie stulejki wtdrnej jest z kolei wskazaniem do
leczenia operacyjnego’.

Jednak leczenie zachowawcze nie zawsze gwarantuje pelne wyleczenie
schorzenia. Istnieje ryzyko nawrotu stulejki w pdzniejszym wieku. Jednakze
taka forma terapii jest w ostatnim czasie coraz czgéciej rekomendowana w po-
czatkowym stadium choroby i wykazuje si¢ satysfakcjonujaca skutecznoscia.
Stosowanie masci potaczone z odpowiednig higiena u wigkszoéci dzieci skut-
kuje ustapieniem zwezenia napletka oraz zazwyczaj jego pelnym odprowadze-
niem®. Niestety w przypadku stulejki patologicznej terapia ta nie znajduje
zastosowania. Wowczas nalezy rozwazy¢ przeprowadzenie zabiegu chirurgicz-
nego. Najczgsciej stosowanym leczeniem jest zabieg obrzezania®. Skutecznos¢
zastosowania miejscowej steroidoterapii u dorostych oraz w przypadku stulej-
ki wtérnej jest ograniczona, zwhaszcza w przypadkach blizn i zrostéw. Tylko
w nielicznych przypadkach stulejki rozpoznanej u dorostych mezczyzn mozna
podejmowaé préby leczenia opartego na miejscowej steroidoterapii. Jest to
mozliwe tylko wtedy gdy schorzenie wynika z niewlasciwej higieny™.

2.4. Wady i zalety stosowania GKS jako procedury alternatywnej

dla interwengji chirurgicznej
2.4.1. Aspekt komfortu psychicznego pacjenta

Mozliwo$¢ podjecia préby leczenia zachowawczego jest znacznie lepiej
przyjmowana przez rodzicéw niz decyzja o koniecznosci przeprowadzenia za-
biegu operacyjnego®. Postgpowanie zabiegowe wiaze si¢ ze stresem obcigza-
jacym dziecko i jego opiekunéw wynikajacym z samej operadji, jak i pobytu
w szpitalu, ryzyka znieczulenia og6lnego, powiktan pooperacyjnych, takich jak
krwawienie, bél, nadmierne usunigcie skéry pracia (wymagajace interwencji
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z zakresu chirurgii plastycznej lub powodujace nawrét stulejki), infekeji oraz
dyskomfortu pooperacyjnego™.

2.4.2. Analiza kosztéw

Analiza kosztéw leczenia réwniez zdecydowanie przemawia za stosowa-
niem terapii zachowawczej. Wedlug analizy van Howe’a oraz Berdeu i wsp.
leczenie tego typu obniza koszty do okolo 25%7%. Zaskakuje w tym mo-
mencie polityka finansowania leczenia operacyjnego stulejki w Polsce. Dys-
ponujac takim samym wyposazeniem, lekami, narzedziami i kwalifikacjami,
przeznacza si¢ na leczenie stulejki w znieczuleniu ogdélnym (dane z 2004 roku)
300 zk. Jest to 32 razy mniej niz w USA i 11 razy mniej niz we Francji lub w
Wielkiej Brytanii. Tak powstaje wewnetrzny dlug szpitala. Wobec braku od-
powiedniego naktadu budzetu na procedury chirurgiczne wydaje sig, ze proce-
dury zachowawcze pozwalaja osiagna¢ znaczace oszczednosci. Przez ekstrapo-
lacje, na terenie Polski, przyjmujac za reprezentatywne wyniki z wojewddztwa
kujawsko-pomorskiego, koszty leczenia operacyjnego stulejki wynosza w skali
jednego roku (22 800 pacjentéw rocznie i dwie wizyty) okolo 7 980 000 zt.
Przy zwrocie rzeczywistych kosztéw zabiegu (1300 zI) suma, wzrasta do
30780 000 zk. Koszt leczenia zachowawczego w skali kraju (22 800 pacjentéw,
dwie wizyty), facznie z kosztami dodatkowego zastosowania masci przeciwbé-
lowej u 44% pacjentéw oraz dodatkowo z kosztem leczenia operacyjnego 8%
pacjentdw, to 2 396 280 z}. Oszczednosci powstate w wyniku leczenia zacho-
wawczego wynosza od 5 583 720 zk (koszt leczenia operacyjnego 300 zi) do
26 559 720 zt (koszt operacji - 1300 z}). Przedstawione analizy nie obejmuja
kosztéw leczenia powiklari pooperacyjnych®. Koszty trzech strategii leczenia
stulejki: obrzezania, plastyki napletka (zastosowanie plastycznych technik
chirurgicznych w celu powickszenia otworu napletka bez usuwania tkanki)
oraz miejscowej terapii sterydami i niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi
poréwnano juz w 1998 roku. Opublikowane dane niepowodzen i powiklan
zostaly wykorzystane do obliczenia kosztu w przeliczeniu na przypadek. Naj-
bardziej optacalnym sposobem leczenia stulejki okazalo si¢ rozpoczecie terapii
miejscowej. Wykazano, ze codzienna zewngtrzna aplikacja od czubka napletka
do korony zoledzi pracia 0,05% kremem betametazonu przez 4 do 6 tygodni

jest najskuteczniejsza i daje 75% oszczedno$ci w poréwnaniu z obrzezaniem™.
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2.4.3. Czas spedzony w poradni chirurgii dzieciecej

Kolejng zalet¢ procedur zachowawczych przedstawili Zwolifiska i wsp.
poddajac analizie czas opieki w poradni chirurgii dziecigcej. Okazal si¢ on
znacznie krétszy u dzieci ze stulejkq pierwotna leczonych zachowawczo (9,6
miesigca) niz u dzieci poddanych zabiegowi operacyjnemu (11,8 miesiaca)®.

Niewatpliwie wigze si¢ to nie tylko z zaoszczgdzonym czasem rodzi-
cow i dziecka, ale réwniez dziataniem na rzecz odciazenia systemu ochrony

zdrowia*.
2.4.4. Ryzyko ogélnoustrojowej absorpgji steroidu

Zaréwno rodzicow, jak i $wiadczeniodawcédw niepokoi ryzyko ogélno-
ustrojowej absorpcji steroidu i zahamowania osi podwzgérze-przysadka-nad-
nercza (HPA). Jednak zagrozenie to jest nieznaczne, biorac pod uwagg fake, ze
ilo$¢ uzytego kremu sterydowego i powierzchnia aplikacji jest niewielka. Poza
tym sterydy stosuje si¢ tylko przez 4-6 tygodni. Golubovic i wsp. stwierdzili,
ze poranne poziomy kortyzolu nie byly istotnie podwyzszone u pacjentéw
otrzymujacych mas¢ betametazonowa w poréwnaniu z grupg kontrolna. Na-
ukowcy objeli stanowisko, iz sterydy miejscowe moga by¢ rekomendowane
jako leczenie pierwszego rzutu w przypadku phimosis i stanowia realng mozli-

wos¢ uniknigcia interwencji chirurgicznej™.
2.4.5. Watpliwa skutecznosé¢ w przypadku pacjentéw z BXO

Niekorzystnym jest fake, iz pacjenci z BXO slabo reaguja na miejscowe
steroidy (moze to jednak stuzy¢ jako narzedzie przesiewowe w takich przy-
padkach)*. W randomizowanym kontrolowanym badaniu, Kiss badat odpo-
wiedz BXO na miejscowe zastosowanie 0,05% masci mometazonu, wszystkie
dzieci zostaly obrzezane pod koniec badania. Tylko osoby z wczesnymi lub
posrednimi postaciami BXO, reagowaly na leczenie kortykosteroidami. Dla-
tego wigc istotnym kryterium wlaczenia leczenia zachowawczego stulejki jest

wezesna, niepowiklana posta¢ schorzenia®.
3. Skuteczno$¢ opisywanej strategii

Dostepnych jest wiele badar, analiz i przychylnych wnioskéw méwiacych

o skutecznosci leczenia objawowej stulejki za pomoca miejscowo uzywanego
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steroidu w pierwszym rzucie terapii. Za “skuteczno$¢” czy “sukces terapeu-
tyczny” uwaza si¢ zazwyczaj pelng retrakeje skéry napletka.
Ponizej przedstawiono wybrane doniesienia naukowe omawiajace

zagadnienie.
3.1. Analiza najnowszych raportéw

Zhou i wsp. w 2021 roku przekazali znaczace wnioski w omawianej kwe-
stii. Celem ich badania byla ocena dtugoterminowej skutecznosci i bezpieczen-
stwa miejscowego aplikowania steroidu w leczeniu cigzkiej stulejki. Zebrano
dane na temat objawéw klinicznych zwiazanych ze stulejka, takich jak zapale-
nie balanoposthitis, wzdecie napletka lub przebyte ZUM, a takze dziatania nie-
pozadane local steroid treatment (LST), w tym miejscowy rumien, pieczenie,
zmiany pigmentacyjne i nadmierne owlosienie. Zakwalifikowani chlopcy byli
leczeni 0,1% preparatem mometazonu furoinianowego, dwa razy dziennie na-
ktadanym na delikatnie rozciagnicty napletek przez okres 4 tygodni. Pacjenci
byli ponownie badani w 2., 4. i 8. tygodniu oraz 6. miesiacu od rozpoczecia
leczenia. Do oceny wykorzystano kryteria systemu klasyfikacji Kikiros i Wo-
odward. Do analizy wlaczono ostatecznie 1550 pacjentéw ze stopniem nasi-
lenia wg Kikiros IV lub V. W 23 przypadkach wystapily dzialania niepozada-
ne- miejscowy rumieni lub uczucie pieczenia, objawy ustapily po odstawieniu
sterydéw. Nie odnotowano ogélnoustrojowych skutkéw ubocznych. Juz pod
koniec drugiego tygodnia 65,7% leczonych dzieci odpowiedziato na terapie.
Pacjenci z poczatkowym stopniem V wykazywali korzystniejsza odpowiedz
w poréwnaniu z pacjentami stopnia IV. Najlepiej reagujaca na leczenie grupa
wickowa byli chlopcy w przedziale 5-7 lat. Lacznie 138 przypadkéw doswiad-
czylo nawrotu stulejki, z czego 81 (58,7%) w ciagu 8 tygodni, a 57 (41,3%)
po 8 tygodniach. 89 przypadkéw z nich bylo w poczatkowym stopniu V, a 49
w grupie IV stopnia. Wsrdd tych pacjentéw przewazata grupa z balanoposthi-
tis obecnie lub w przesztosci. Analiza wieloczynnikowa wykazala, ze niezalez-
nymi czynnikami ryzyka nawrotu stulejki byly poczatkowy stopien V i objaw
balanoposthitis. Chlopcy z zapaleniem zoledzi i napletka prezentowali nizszy
efekt leczenia (48,6%) w poréwnaniu z osobami z samg stulejka, wzdeciem
napletka i historia ZUM (odpowiednio 76,3%, 73,1% i 69,3%)%. Pacjenci
z balanoposthitis sa podatni na rozwéj procesu patologicznego, a tkanka ich
napletka zawiera nadmiar widkien kolagenowych i komérek zapalnych, co

moze wplywaé na skuteczno$¢ terapii LST*!.

58



LECZENIE ZACHOWAWCZE STULEJKI JAKO SKUTECZNA ALTERNATYWA...

Inni naukowcy zaobserwowali, ze zahamowanie proliferacji hodowanych
ludzkich fibroblastéw bylo przemijajace i nastapita odbudowa skéry whasciwej
i naskérka po zaprzestaniu stosowania sterydéw. Nawr6t moze by¢ zwigzany
ze zjawiskiem odbicia, ktére moze wynika¢ ze zmian patologicznych struktu-
ry tkanki u pacjentéw*?. Codzienne odciaganie napletka jak réwniez higiena
byly wazne dla trwalego ustapienia stulejki. Stwierdzono, ze pacjenci z nawra-
cajacym schorzeniem prawdopodobnie nie stosowali si¢ do zalecen.

Sabino i wsp. przekazali, ze zmiany we wiéknach kolagenowych w tuku
napletka moga by¢ zwiazane z odkladaniem si¢ w tym miejscu kremu. Spe-
kulowano, ze mas¢ kortykoidowa moze nie mie¢ zadnego wplywu na we-
wnetrzny napletek stulejki V' stopnia. Ponadto gorszy wynik terapeutyczny
leczenia stulejki stopnia V (61,5%) jest prawdopodobnie spowodowany dal-
szym bliznowaceniem wyst¢pujacym, gdy stopient V rozwija si¢ ze stopnia IV
(71,4%)%.

Europejskie Towarzystwo Urologiczne (EAU, ang. European Association
of Urology) zdecydowalo, ze LST nalezy stosowa¢ u dzieci powyzej 2. roku
zycia®.

Dlugoterminowe wyniki opisywanego leczenia pogarszaly si¢ wraz z wie-
kiem, a najnizsze powodzenie (56,6%) odnotowano w grupie wickowej 12 lat.
Changole i wsp. stwierdzili stabsza odpowiedz u chlopcéw w wicku powyzej
5 lat w poréwnaniu z dzie¢mi mlodszymi*. Ku i wsp. wywnioskowali, iz star-
si pacjenci byli bardziej skfonni do samodzielnego aplikowania lekéw, wiec
$wiadomie mogli odstapi¢ od stosowania si¢ do zalecei”. Inni naukowcy od-
notowali jednak wskazniki powodzenia rosnace wraz z wiekiem, chociaz bez
znaczenia statystycznego®. Z kolei Ghysel i wsp. opowiedzieli si¢ za tym, iz
wiek pacjenta nie mial wplywu na odlegle wyniki leczenia. Stad powodzenie
omawianej terapii w stosunku do wieku chorego wymagaja dalszych badan?’.

Wytyczne EAU dotyczace urologii dziecigcej z 2019 r. donosza, ze mas¢
lub krem z kortykoidami (0,05-0,1%) mozna podawa¢é dwa razy dziennie
przez 20-30 dni, ze wskaznikiem powodzenia >90%*. Okres miejscowego
stosowania sterydéw rézni si¢ w dostepnych analizach. Istnieja badania uda-
wadniajace, ze kontynuacja terapii przez dtuzszy czas moze nie by¢ korzystna.
Inni podaja jednak, ze 17,6% pacjentéw odpowiedziato na leczenie miedzy 4
a 6 tygodniem®. Nascimento i wsp. zalecili wydtuzenie okresu leczenia do 8
tygodni, poniewaz wyniki po 8 tygodniach (54,8%) byly znacznie lepsze niz po
4 tygodniach (31,3%), co bylo zgodne z badaniem Zavrasa i wsp.”*. Pojawi-
fo si¢ tez badanie pokazujace satysfakcjonujacy efekt uzyskany po 12 tygodniu.
Podsumowujac, mozna sugerowal, iz wskazniki sukcesu terapeutycznego
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rosng wraz z czasem terapii. Dlatego warto rozwazy¢ przedtuzenie podstawo-
wego cyklu terapii. Nalezy jednak unika¢ przewlektego stosowania steroidéw
ze wzgledu na ryzyko atroficznego $ciericzenia skéry.

Reasumujac, miejscowe stosowanie 0,1% furoinianu mometazonu jest
bezpiecznym i skutecznym leczeniem cigzkiej stulejki. Steryd do stosowania
miejscowego moze by¢ stosowany w leczeniu z wyboru dla pacjentéw z cigzka
stulejka i zaleca si¢ nakladanie dwa razy dziennie przez min. 4 tygodnie. Stu-
lejka stopnia V' i balanoposthitis mozna traktowa¢ jako niezalezne czynnikami
ryzyka nawrotu®.

3.2. Wybér optymalnego stezenia steroidu

Pomimo ze skuteczno$¢ miejscowo stosowanych GKS w leczeniu phimo-
sis zostala potwierdzona w wielu raportach, nadal istnieja watpliwosci co do
wyboru optymalnego ste¢zenia steroidu. Najczgéciej stosowanym preparatem
jest 0,05% betametazon, ktérego skuteczno$é szacuje si¢ na 67-95%%*. We-
dtug Lee i wsp. efektywnos¢ GKS jest wprost proporcjonalna do ich zastoso-
wanego stezenia, co potwierdzone zostalo takze przez Berdeu i wsp., ktorzy
stwierdzili, ze betametazon w stezeniu 0,12% spowodowal ustapienie stulej-
ki u 96,8% pacjentdw, za$ przy stezeniu 0,025% efekt ten uzyskano tylko
u 55,6% pacjentéw?**3>>°. W leczeniu zachowawczym stulejki zastosowanie
majg rowniez inne GKS, takie jak: hydrokortyzon, klobetazol, mometazon

i flutikazon*.
3.3. Ocena wplywu LST na tkanke napletka

Pojawilo si¢ réwniez badanie majace na celu analize morfologii napletka
i oceng wplywu miejscowej terapii kortykosteroidami na t¢ tkanke. Oceniono
retrospektywnie czterdziesci prébek materiatu pobranego od dzieci w wieku
od 2 do 15 lat ze stulejkg poddawanych obrzezaniu. Przeanalizowano wiékna
elastyczne (barwienie metoda Verhoeffa), grubos¢ naskérka (barwienie he-
matoksyling i eozyna) oraz ekspresj¢ ancksyny 1 i LC (metoda immunohi-
stochemiczna). 18 (45%) pacjentéw stosowalo miejscowo kortykosteroidy,
22 (55%) nie, a 4 (10%) mialo w wywiadzie zapalenie balanoposthitis jako
wezesniejsze powiklanie. Stwierdzono, iz widkna elastyczne nie sg jedynym
czynnikiem odpowiedzialnym za etiologi¢ stulejki i nie ulegaja one iloscio-
wym zmianom po zastosowaniu miejscowych sterydéw. Zanik skéry jest rzad-

kim dzialaniem niepozadanym u dzieci poddawanych miejscowemu leczeniu
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sterydami. W tym badaniu nie zidentyfikowano takiego efektu ubocznego,
ale nalezy mie¢ na uwadze taka ewentualnos¢. Ekspresja aneksyny 1 byla niz-
sza w grupie osob, ktére stosowaly kortykosteroidy w poréwnaniu z osobami,
ktére nigdy ich nie aplikowaly. Populacja LC nie ulega zmianie pod wplywem
miejscowych kortykosteroidéw.

Badanie potwierdza bezpieczeristwo leczenia phimosis miejscowymi

kortykosteroidami®.
4. Wnioski

Leczenie zachowawcze w przypadku phimosis jest metoda znana i po-
wszechnie stosowana. W poréwnaniu z leczeniem operacyjnym jest terapia
znacznie tarisza, mniej obciazajaca system ochrony zdrowia, ale przede wszyst-
kim znacznie lepiej tolerowana przez pacjenta oraz jego rodzicéw. Przeglad
dostgpnych raportéw pokazuje, iz stosowanie miejscowej steroidoterapii
w leczeniu phimosis jest wysoce skuteczne, przede wszystkim w postaciach
mato zaawansowanych. Ta metoda nie sprawdza si¢ natomiast u pacjentéw
ze zmianami zapalnymi napletka i zotedzi. Nie jest réwniez rekomendowana
u pacjentéw ponizej 2. roku zycia. LST, jak pokazuja badania, jest bezdysku-
syjnie bezpieczng formga leczenia, wiaze si¢ z marginalnym odsetkiem dziatai
niepozadanych. Na rynku dostgpnych jest wiele preparatéw zawierajacych
rézne GKS i pomimo, ze proces wyboru najbardziej optymalnego i skutecz-
nego stezenia leku nadal trwa, LST jest metoda z wyboru, korzysciami prze-

wazajaca nad interwencja chirurgiczna.
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LASEROTERAPIA JAKO NOWATORSKIE
PODEJSCIE DO NIETRZYMANIA
MOCZU U KOBIET

Michalina Masternak, Agnieszka Nowotarska,
Tomasz Furgol, Agnieszka Sawina, Joanna Owsiak, Tola Kotkiewicz

Studenckie Koto Naukowe im. Zbigniewa Religii przy Katedrze Biofizyki w Zabrzu,
Wydziat Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt

Wysitkowe nietrzymanie moczu (WNM) to problem zdrowotny dotykajacy wielu kobiet ze
wskaznikiem chorobowosci w zakresie od 10% do 40% zeriskiej populacji. Posréd gléwnych
przyczyn WNM wyrézniamy uraz porodowy pochwy, niedobér hormonéw plciowych oraz
zmniejszona produkeje kolagenu. Kolagen odznacza si¢ jako wazny czynnik, poniewaz jest
skiadnikiem struktur podtrzymujacych dno miednicy. W tym rozdziale przedstawiamy jedna
z najnowszych metod leczenia WNM - terapig laserowa z wykorzystaniem frakcyjnych laseréw
ablacyjnych (gtéwnie typu CO2 oraz Er:-YAG). Stosowanie tej techniki prowadzi do struktu-
ralnej poprawy kolagenu fonowo-szyjkowego w powiezi, majac pozytywny wplyw na grubo$¢
blony $luzowej i tym samym wzmacniajac podparcie cewki moczowej. Terapie laserowe sa
efektywna i minimalnie inwazyjng metodg zwalczania WINM z rzadkimi krétkoterminowymi
powiklaniami. Jak potwierdzaja przedstawione w tekscie dane medyczne, s3 one szczegdlnie ko-
rzystne dla pacjentdw z przeciwskazaniami do zabiegéw inwazyjnych, majac podobna efektyw-
no$¢ do zabiegéw z wykorzystaniem tasmy dopochwowej bez napiecia i tasmy przezzastoniowej.
Stowa kluczowe: laseroterapia, wysitkowe nietrzymanie moczu, laser CO, laser Er:YAG,
kolagen

Abstract

The stress urinary incontinence (SUI) is a health issue affecting many women with incidence
rates ranging from 10% to 40% of female population. Main causes of SUI include vaginal
childbirth injury, sex hormone deficiency and reduced collagen production. The collagen is
very important to the problem as it is a vital component of pelvic floor support structures. This
essay explores one of the newest SUI treatment methods — laser therapy using fractional lasers
(predominantly CO2 and Er:YAG types). Using this procedure leads to a structural enhance-
ment of pubic-cervical collagen in fascia, having a positive effect on the thickness of the mucosa
thereby strengthening the supports of the urethra. Laser therapies are an effective and minimal-
ly invasive method of fighting SUT with rare short-term complications. According to medical
data presented in the text, they are particularly beneficial to patients with contraindications to
invasive procedures, having similar effectiveness to procedures requiring use of a tension free
vaginal tape or transobturator tape.

Keywords: laserotherapy, stress urinary incontinence, COzlaser, Er:YAG laser, collagen

67



M. MASTERNAK, A. NOWOTARSKA, T. FURGOL, A. SAWINA, J. OWSIAK, T. KOTKIEWICZ

1. Wstep

Wysitkowe nietrzymanie moczu (WINM) jest to nagly wzrost ci$nienia
w jamie brzusznej oraz mimowolny wyciek moczu z ujscia cewki moczowe;j
przy braku moczenia w stanie normalnym.'

Czgstos¢ wystgpowania w populacji kobiet waha si¢ od 10 do 40%.?

Gléwnymi przyczynami sa:

*  Pogorszenie funkcji podporowej dna miednicy spowodowane roz-
luznieniem lub urazem tych mig$ni np. podczas porodu
*  Uszkodzenie tkanek otaczajacych i podtrzymujacych cewke moczowa

*  Patologiczne zmiany zwieracza cewki moczowej

Tabela 1. Klasyfikacje stopni nietrzymania moczu. [opracowanie wlasne],?

ST.NIETRZYMANIA | SYTUACJE POWODUJACE WYCIEK MOCZU
I kaszel, kichanie, podnoszenie cigzkich przedmiotéw
11 szybkie chodzenie, skakanie, lekko forsowne ¢éwiczenia
III zmiana pozycji ciata
v wyciek w spoczynku, moczenie nocne

Ryzyko wystapienia WNM zwicksza si¢ wraz z wiekiem. Do innych
czynnikéw ryzyka zaliczymy: ciaze, poréd pochwowy, stan pomenopauzalny,
otylo$¢ czy przebyte operacje ginekologiczne jak histerektomia'

WNM wplywa na samopoczucie psychospoteczne, fizyczne czy seksual-
ne, dlatego tak duza wagg stawia si¢ na szukanie coraz to nowszych i mniej
inwazyjnych mozliwosci leczniczych.

Leczenie WMN obejmuj¢ leczenie zachowawcze oraz interwencje
chirurgiczna.

Do leczenia zachowawczego zaliczamy: modyfikacj¢ stylu zycia, trening
oraz elektroniczng stymulacje mig$ni dna miednicy. Ten sposéb leczenia
moze przynie$¢ zadowalajace efekty, niestety w wickszosci przypadkéw wy-
niki s slabe. Spowodowane jest to brakiem regularnosci i samodyscypliny
pacjentéw. Dlatego interwencja chirurgiczna — z wykorzystaniem tasm TVT
oraz TOT jest uwazana za skuteczny spos6b leczenia i stanowi obecnie zloty
standard. Niemniej jednak w ostatnich latach wzrosto zastosowanie laseréw
w uroginekologii bedacych alternatyws i skuteczng interwencja w przypad-
ku WNM. Stanowia one minimalnie inwazyjny i niechormonalny sposéb
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przywrécenia fizjologii uktadu moczowo-plciowego oraz poprawy jakosci zy-

cia kobiet.>¢

Rycina 1. Wplyw dzialania wzrostu ci$nienia wewnatrzbrzusznego na pecherz moczowy 7
2. Rodzaje laseréw i ich mechanizm dziatania

Dwa najczedciej wykorzystywane lasery to laser CO, oraz Er:YAG. Maja
one nakladajace si¢ widma absorpcyjne i mozna je stosowa¢ na ludzka blong
$luzowa, taka jak blona sluzowa pochwy. Celem jest wywolanie przebudowy
kolagenu, zacisnigcie tkanki podporowej i poprawa jedrnosci tkanki.’ Bada-

nia wykazaly wzrost:

*  proliferacji komérek powierzchniowych,
*  tkanki facznej lezacej ponizej

*  grubosci nablonka pochwy

*  czynnika wzrostu fibroblastéw

*  transformujacego czynnika wzrostu beta 1 (TGF-31),

Odpowiadaja one za indukowang laserem neokolagenez¢ i neoangio-
geneze®, co zostalo potwierdzone w badaniach histologicznych. Mamy do
czynienia z trzema procesami: etap wczesnej utraty ciepla, etap proliferacji
kolagenu i macierzy zewnatrzkomérkowej oraz koricowy etap przebudowy.'
Celem wyzej wymienionych proceséw jest wzmocnienie dna miednicy, po-
niewaz kobiety z WNM wykazuja zmniejszone podparcie dna miednicy przy

jednocze$nie obnizonej ilosci kolagenu.’
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2.1. Laser CO2

Kazdy punkt wiazki sktada si¢ z kilku malych wiazek laserowych — maja
one ksztalt siatki. Tkanki znajdujace si¢ miedzy punktami wiazki sa podgrze-
wane i usuwane pod wplywem CO,w celu wigkszej kontroli temperatury.
Prowadzi to do rozkurczu naczyn, przebudowy i syntezy kolagenu, neowasku-
laryzagji, tworzenia elastyny. W dodatku napinana jest tkanka pochwy, wzra-
sta ci$nienie zamykania cewki moczowej — poprawia to nietrzymanie moczu,
jak i ulepsza doznania seksualne.” Isaza i in. wykonujac analize histologiczna
przed i 6 tygodni po pierwszym leczeniu wykazali zasadniczo grubszy nablo-
nek pochwy z wysokim stopniem zluszczania komérek." Zmiany w swoich
badaniach zostaly wczesniej rowniez potwierdzone przez Zerbinati i in."!

Before CO2-laser therapy b) 1-month after the last CO2-laser therapy

Rycina 1. Wzrost grubosci nablonka pochwy po leczeniu laserem CO2 2

Korzystne jest faczenie lasera CO2 z osoczem bogatoplytkowym (PRP).
Osocze napedza migracje, proliferacje oraz réznicowanie komérek. Bierze
réwniez udzial w usuwaniu resztek tkankowych, dzieki mediatorom oraz
czynnikom wzrostu uwalnianym przez plytki krwi. PRP moze wspomagaé
naprawe, gojenie i regeneracje tkanek, jak réwniez zmniejsza¢ stan zapalny
obszaréw poddanych dziataniu lasera, co umozliwia potencjalnie lepszy efekt
terapeutyczny.*

2.2. Laser Er:YAG — tryb SMOOTH
ER:YAG czyli nicinwazyjny laser wykorzystujacy podloze erbowo-

itrowo-aluminiowo-granatowe emituje impulsy laserowe z sondy dopochwo-
wej i pulsacyjnie uwalnia ciepto do $cian pochwy, aby:
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*  Skréci¢ migdzyczasteczkowe poprzeczne polaczenia kolagenu
*  Obkurczy¢ widkienka kolagenowe

*  Zwicgkszy¢ produkeje kolagenu

Powoduje on podparcie Sciany pochwy przez neokolagenez¢ i w ten spo-
s6b pomaga w WNM.

Tryb techniki SMOOTH ma wielko$¢ plamki 7mm, czestotliwosé
1,6Hz oraz fluencje* 10J/cm?. Tryb ten rozprowadza ciepto na kilkaset pm
i osiaga gleboki i kontrolowany efekt termiczny. Powoduje to, ze zabieg jest
bezpieczny i pozwala uniknaé perforacji z przypadkowymi uszkodzeniami
cewki moczowej, pecherza moczowego czy odbytnicy.'*!* Skuteczno$é¢ lasera
jest poréwnywalna do lasera CO2, poniewaz przy wigkszej liczbie przej$¢ laser
osiaga podobng gleboko$¢ martwicy tkanek jak przebudowa laserem CO2.

3. Rola kolagenu w WNM

Zwiazek miedzy WINM, a kolagenem jest dobrze ugruntowany. Poziom
kolagenu I'i III jest nizszy u oséb dotknigtych ta dolegliwoscia. WNM doty-
czy réwniez wielu kobiet przed porodem. Moze to wynika¢ z defektu tkan-
ki facznej z ilosciows i jakosciowa redukeja kolagenu. Pierworddki z praw-
dziwym wysitkowym nietrzymaniem moczu mialy znacznie mniej kolagenu
w tkankach w poréwnaniu z grupa kontrolna. Zaobserwowano obnizony
stosunek kolagenu typu I do typu III oraz spadek zawartosci usieciowania
u kobiet z prawdziwym WNM''¢ Proces starzenia i zmiany hormonalne
w okresie pomenopauzalnym zmienia metabolizm tkanek facznych i zmniej-

sza sie produkgja kolagenu, co skutkuje dysfunkcja dna miednicy.®
4. Przebieg zabiegu
4.1. Leczenie pacjentek laserem CO2

1. Pagjentki ukada si¢ w pozycji litotomicznej

2. Pochwe pacjentki przemywa si¢ roztworem dezynfekujacym i osusza
wacikiem.

3. Ksylokaina 2% jest aplikowana do przedsionka i wlotu na 3—5 mi-
nut jako znieczulenie miejscowe - jesli pacjentka boi si¢ bdlu.

4. Narzedzie umieszcza si¢ w pochwie pacjentek.

* Energia lasera dostarczana na jednostke powierzchni
g ) %
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5. Leczenie rozpoczyna si¢ od szczytu pochwy.

6. Po kazdym naswietlaniu, narzedzie obraca si¢ o 60° i przesuwa sig
o 1 cm w kierunku ujscia pochwy

7. Napromienianie zatrzymuje si¢ w odleglosci okolo 1 c¢m od ze-

wnetrznego ujscia cewki moczowej’
4.2. Leczenie pacjentek laserem ER:YAG

1. Pacjentki uklada si¢ w pozycji do litotomii ginekologicznej

2. Oczyszczenie i dezynfekcja obszaréw poddanych zabiegowi

3. Naswietlenie laserem z r¢kojescia z okraglym adapterem calej $cian
pochwy, przez dwa przejscia pod strumieniem 3J/cm2

4. Napromienienie laserem z r¢kojescia z adapterem katowym przed-
niej $ciany pochwy od najbardziej dystalnej czgéci w kierunku wej-
$cia z natgzeniem $wiatla 6J/cm2, wykonujac 6 przejs¢ pod réznym
katem (30° réznicy miedzy soba)

5. Naswietlenie przedsionka i wejscia do pochwy z prostym adapterem
i fluktuacja 10J/cm2°

5. Efekty terapii

Efekt fototermiczny sprawia, ze zaréwno terapie laserowe ER:YAG, jak
i CO2 przebudowuja i naprawiaja tkanke poprzez zwigkszenie grubosci na-
blonka pochwy i zwigkszenie magazynowania glikogenu w komérkach na-
blonka, co prowadzi do wzmocnienia podparcia cewki moczowej i napigcia
tkanki podporowej.’

Jednakze badania Hutchinson-Colasa i in. wykazaly, ze dodatkowe dzia-
fanie ablacyjne polegajace na odparowaniu wody w komérkach wskutek bly-
skawicznego jej podgrzania wiazka lasera dotyczy tylko lasera CO2."

Do zbadania satysfakeji pooperacyjnej pacjentek po menopauzie z wysil-
kowym nietrzymaniem moczu o nasileniu od fagodnego do umiarkowanego
poddanych terapii laserowej CO2 w szpitalu Uniwersytetu Hebei wykorzysta-

no trzy kwestionariusze:

1. Stopien nietrzymania moczu,
2. Wynik Kwestionariusza Nietrzymania Moczu (ICI-Q-SF),
3. Skale Jakosci Zycia Nietrzymania Moczu (I-QOL)).
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Wykazano wéwczas wyrazng poprawe jakosci zycia pacjentéw i $wiadcza-
ce o tym podwyzszenie wyniku w skali I-QOL oraz zmniejszenie wycieku mo-
czu, czyli zmniejszenie wyniku w skali ICL-Q-SF. U pacjentéw nie wystapily
zadne oczywiste powiklania. Trend uzyskania wynikéw w czasie wykazuje,
ze skuteczno$¢ terapii staje si¢ mniej oczywista, ale pacjenci moga korzystaé
z efektéw leczenia.’

Z kolei metaanaliza Yunong Wang i in. wykazala w podgrupach ICIQ-

-SF po 3 miesigcach, ze sesje leczenia osiagaly wicksza poprawe w stosunku do
wynikéw z 1 lub 2 sesji. Optymalnie przeprowadza si¢ trzy sesje w odstgpach
miesi¢cznych, przy wickszej ilosci sesji tendencja do poprawy nie zostala od-
notowana w badaniach. Waznym jest, aby przeprowadza¢ coroczne zabiegi
podtrzymujace w celu utrzymania efektdw laseroterapii na satysfakcjonuja-

cym poziomie.'®
6. Bezpieczenistwo terapii

Laseroterapia wydaje si¢ by¢ skuteczng i mato inwazyjna opcja leczenia
WMM. Wsréd powaznych zdarzed niepozadanych wyrézniamy: blizny, opa-
rzenia, dyspareuni¢ oraz przewlekly bol.'®" Laser CO2 powoduje wigksze
szczatkowe uszkodzenie termicznie, co wiaze si¢ z wigksza przebudows tka-
nek, ale i czgstszym wystgpowaniem przedtuzonego rumienia pooperacyjne-
go. W przypadku lasera ER:YAG, gdzie termiczne uszkodzenie szczatkowe
jest mniejsze jest on niezauwazalny ze wzgledu na szybszy proces gojenia si¢.”
Najczgéciej zglaszane objawy niepozadane podczas leczenia laserem Er:YAG
to pieczenie podczas zabiegu i delikatne krwawienie z pochwy przez pierw-
szy tydzied." W badaniu prowadzonym przez Szpital Uniwersytecki w Hebei
jedna z 29 pacjentek bioracych udzial w badaniu skarzyla si¢ na zwickszona
wydzieling z pochwy pierwszego dnia, trwajaca do dnia trzeciego po zabiegu.
Pojawil si¢ réwniez przypadek swedzenia pochwy. Objaw ten réwniez ustapit
3 dni po zabiegu. Nie wystapily powiklania takie jak: bolesne czy czeste odda-
wanie moczu, parcie na mocz, infekcja, dyspareunia i b6l podczas stosunku.’

W przypadku obu laseréw zaleca si¢ unikanie stosunkéw plciowych
w pochwie przez co najmniej 3 dni (najlepiej 7 dni) po zastosowaniu lasera, by
zapobiec reakcji zapalnej.”® Poréwnujac do chirurgicznego leczenia WNM to
laseroterapia stanowi rozwiazanie znacznie fatwiejsze w praktyce i bezpieczne,
ze wzgledu na zglaszane tylko minimalne skutki uboczne przez pacjentéw.
Zaréwno badania Tiena i in. oraz Orginic i in. wykazaly, ze laser ER:YAG

stanowi obiecujaca strategic leczenia WINM z korzy$ciami leczenia trwajacego
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co najmniej rok.'®*

7. Inne mozliwe terapie

Tabela 2. Przedstawia wybrane metody leczenia WNM [opracowanie whasne]®

Operacje | Operacje

Metody Trening ] — o
leczenia MDM Farmakoterapia | PESSARY zut:y;;llem bez tal;zn);cla

Inwazyjno$¢ Minimalnie Malo

metody Nieinwazyjne | Nieinwazyjne inwazyjne inwazyjne Inwazyjne

7.1. Fizjoterapia i wzmocnienie mi¢$ni dna miednicy (MDM)

Trening migéni dna miednicy jest metoda nieinwazyjng i w zwigzku
z tym jest zalecany jako leczenie pierwszego rzutu nietrzymania moczu u ko-
biet. Badania naukowe w dalszym ciagu nie wykazaly jednak, ktére obciaze-
nie treningowe zapewni najlepsze efekty u kobiet z WNM. Powyzsza opcja te-
rapeutyczna wymaga konsekwentnego wysitku i jest czasochtonna, oczekujac
duzych efektéw program powinien trwa¢ 6-12 tygodni, przy wigcej niz trzech
sesjach tygodniowo i kazdej o dlugosci do okoto 45 min. Analizujac test wkia-
dek udowodniona zostala skuteczno$¢ treningéw pod postacia zmniejszenia
utraty moczu u kobiet z WNM niezaleznie od protokotu zastosowanego
w badaniach.” Jest natomiast mato prawdopodobne, aby pacjentki przestrze-
galy obowiazku wykonywania regularnych ¢éwiczend dna miednicy.'

7.2. Operacje z uzyciem tasm

Najpopularniejszymi zabiegami przeprowadzanymi u kobiet cierpiacych
na WNM sa operacje z uzyciem tasm i stanowig one tzw. zloty standard le-
czenia. Wykonywane s3 operacje: zastonowe tasma dopochwowg bez napigcia
TVT oraz przezzastoniowe TOT petla srédcewkowa MUS. Wyzsze wskazniki
wyleczen osiaga TVT niz TOT, ale zwiazane jest to réwniez z wickszym ry-
zykiem powiklari i objawéw z dolnych drég moczowych.”? W metodzie za-
stonowej TVT od strony pochwy wprowadzana jest tasma, a nastgpnie nad
spojeniem fonowym wykonywane s3 dwa nacigcia do wyprowadzenia kon-
cowek tasmy na zewngtrz by wszy¢ je pod skérge. Metoda TOT polega na
zastosowaniu syntetycznej tasmy, ktéra zostaje wprowadzona przez naciecia

w pachwinach. Wszczepiana zostaje pod cewke moczowsg polipropylenowa
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ta$ma, ktéra z czasem przerasta tkanki pacjentki i stymuluje miejscowa pro-
dukeje kolagenu podpierajac cewke moczows i zapobiegajac wycieckowi mo-
czu. Ten rodzaj tasmy przechodzi przez otwér zastonowy, bedacy otworem
miedzy ko§¢mi miednicy.” Do powiklan zabiegéw zaliczamy krwawienia, bdl
podczas stosunku plciowego, nadzerki, uraz cewki moczowej, infekeje, prze-
wlekty bél podczas oddawania moczu i wtérne zatrzymanie moczu, co prowa-

dzi do niechgci pacjentek do poddania si¢ temu zabiegowi chirurgicznemu.®'®

7.3. Operacje bez uzycia tasm

Metoda najbardziej znang i sprawdzong jest zawieszenie pochwy inaczej
zwane kolposuspensja metoda Burcha. Stanowi ona opcj¢ leczenia wtérne-
go, po petlach $rédcewkowych jest leczeniem kolejnego rzutu, poniewaz jest
bardziej inwazyjna.* Wykonywane jest zwlaszcza w przypadkach, gdy WNM
zwigzane jest z nadmierng ruchomoscia cewki moczowej. U takich pacjentéw
laseroterapia nie odniesie sukcesu terapeutycznego, poniewaz poza ostabie-
niem lub/i przerwaniem mig$ni dna miednicy, dodatkowo mamy do czynie-
nia z ostabieniem zwieracza cewki moczowej, co przyczynia si¢ do nasilenia
zaburzen pracy zwieracza wewngtrznego.® Celem kolposuspensji jest zapew-
nienie podparcia cewki moczowej i zacisnigcie tkanki podtrzymujacej dolne
drogi moczowe. Polega on na uniesieniu szyi pecherza i proksymalnej cewki
moczowej w obszarze ucisku $rédbrzusznego za spojeniem fonowym. Dzigki
zabiegowi uzyskujemy wyleczenie umiarkowanego lub cig¢zkiego wysitkowego
nietrzymania moczu.’ Technika posiada wiele zalet i jest stosunkowo tatwa,
rezultaty s satysfakcjonujace, oraz koszty zabiegu sa niskie w poréwnaniu
do innych metod leczenia chirurgicznego. Niemniej jednak wiaze si¢ ona
z duza iloscig powaznych zdarzen niepozadanych takich jak perforacja peche-
rza, uszkodzenie jelit, duze krwawienie wymagajace przetoczenia krwi, krwio-

mocz oraz pooperacyjne zatrzymanie moczu.*
7.4. Pessary pochwy

Pessary sa to urzadzenia dopochwowe, ktére podnoszg kat pecherzowo-
-cewkowy i tym samym stabilizuja cewke¢ moczowg oraz polaczenia cewki
moczowo-pecherzowej. Umozliwia to prawidlowe przenoszenie cisnienia oraz
aktywnie zwigksza opér cewki moczowej na wycieki moczu migdzy innymi
w sytuacjach wysitkowych.” W przypadku kobiet aktywnych seksualnie moga
powodowaé problemy ze wspdlzyciem. Ponadto mogg by¢ problematyczne
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u kobiet z zanikiem pochwy i z problemami z poruszaniem sig, ze wzgledu na
konieczno$¢ regularnych badad. Moze by¢ to traumatyczne, bolesne i wyma-

gajace dodatkowo miejscowej terapii estrogenowe;j.”®
7.5. Miejscowo stosowane estrogeny

Receptory estrogenowe wystepuja w calym ukladzie moczowo-plciowym
oraz w mig$niach dna miednicy. Miejscowo stosowane estrogeny (w szczegdl-
nosci estriol) wplywaja na zwickszenie syntezy kolagenu, zwickszaja napiccie
migénia zwieracza cewki moczowej oraz zmniejszaja czestotliwos¢ skurczéw
rozwieracza promujac rozluznienie miesnia.>* Wybér tej terapii odradza si¢
kobietom z historia wystgpowania powiklan sercowo-naczyniowych, zakrze-
powo-zatorowych lub nowotworéw estrogenozaleznych zwlaszcza raka piersi.
Ponadto korzysci utrzymuja si¢ tylko podczas stosowania estrogenéw. Wyma-

ga to od pacjenta skrupulatnosci i regularnosci.”®
7.6. Farmakoterapia ogélna - duloksetyna

Duloksetyna jest lekiem zatwierdzonym w Europie do leczenia
WNM. Do dziatari niepozadanych leku naleza zaburzenia psychiczne i sa-
mobdjstwa, stad szkody terapii powyzszym lekiem przewyiszaja korzysci. Co
sprawia, ze treningi migs$ni dna miednicy, czy operacja sa bardziej oplacalne
niz duloksetyna.”

8. Ograniczenia badan

Nalezy wzia¢ pod uwagg, ze badania prowadzone nad skutecznoscia la-
seroterapii majg czgsto charakter subiektywny, co moze wplywaé na jakos¢
wynikéw. Ponadto pacjenci nie zawsze uzupelniaja dane dotyczace przebiegu
i efektéw zabiegu. Niektdrzy przerywaja udzial w badaniu i nie kontynuuja
zabiegu, co réwniez negatywnie wplywa na rzetelno$¢ wynikéw.?

9. Podsumowanie

Wysitkowe nietrzymanie moczu jest powszechnym i uciazliwym proble-

mem, zaréwno na poziomie osobistym, jak i gospodarczym kraju.*

Laseroterapia stanowi obiecujaca metode leczenia, ale aby uzyskad
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wnioski bardziej zgodne z naukowymi standardami, nalezaloby powtérzyé
badanie, z wigksza iloscia pacjentéw oraz podzieli¢ ich na grupy, a nastgpnie

zastosowac:

1. Terapig laserem CO2 (grupa I)
2. Terapig laserem Er:YAG (grupa II)

Pacjenci powinni by¢ obserwowani przez dtuzszy czas, aby lepiej okresli¢
skutecznos¢ leczenia.”*® Wigkszo$¢ pacjentek wykazywaé powinna WNM I
lub IT stopnia. Skuteczno$¢ leczenia cigzszych postaci powinna zosta¢ doktad-
niej przebadana, na chwile obecng sa pojedyncze doniesienia o mozliwosci
unikniecia lub odroczenia operacji dzigki stosowaniu terapii laserowej, jed-
nakze znalez¢ mozemy réwniez badania wykluczajace zastosowanie lasera w
ciezkim WNM.'*!® Wiele prospektywnych badan wykazuje skutecznos¢ lecz-
niczg poréwnywalng z miejscowym leczeniem hormonalnym, jak i z zabiega-
mi TVT oraz TOT. Zabiegi petla srodcewkowa MUS sa standardem leczenia,
jednak inwazyjno$¢ i diugi czas rekonwalescencji sa wadami tej procedury,
dlatego tak wazne jest wdrazanie nowych rozwiazan terapeutycznych.*¢ Jed-
nym z nich jest laserowa terapia WNM, poniewaz stanowi opcj¢ niechirur-
giczna, nichormonalng, minimalnie inwazyjna, trwala i niskiego ryzyka, a co
za tym idzie moze ona stanowic alternatywe lecznicza lub opézni¢ chirurgicz-

ng operacj¢ leczenia tego schorzenia. %
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Abstrakt:

Tetniaki aorty zajmuja drugie miejsce, zaraz po miazdzycy, w klasyfikacji najczestszych cho-
r6b aorty. Mozemy je zdefiniowa¢ jako lokalne poszerzenie wspomnianego naczynia o co
najmniej 50% normy. Podstawowym, ale jednoczesnie sztucznym podzialem tetniakdw jest
anatomiczny podzial na tetniaki aorty brzusznej i piersiowej. Celem tego rozdziatu jest przy-
blizenie najnowszych metod chirurgicznych i technologii w leczeniu tg¢tniakdw aorty brzusznej
(AAA). Gléwnymi czynnikami ryzyka zachorowania sa: wiek, ple¢ meska, palenie papierosow
oraz pozytywny wywiad rodzinnny w tym kierunku. U mezczyzn wystepowanie AAA jest na-
wet o$miokrotnie czestsze niz u kobiet- w przedziale wickowym 75-84 lat i wynosi az 12,5%.
Postgpowanie terapeutyczne zalezy od $rednicy tetniaka. W przypadku asymptomatycznego
tetniaka ponizej 55mm stosujemy leczenie zachowawcze i eliminujemy czynniki ryzyka cho-
r6b sercowo-naczyniowych. Jesli jednak jego wymar jest wigkszy niz 55mm lub dojdzie do
pekniecia zmiany konieczne jest leczenie inwazyjne. Planujac postepowanie operacyjne moze-
my rozwaza¢ zabieg ,,na otwarto” lub endowaskularny (EVAR). Odkad w 1991 roku implan-
towno pierwszy stentgraft u pacjenta z tetniakiem aorty brzusznej. Metody endowasklularne
w leczeniu tego schorzenia zaczely si¢ dynamicznie rozwija¢ i zdominowaly leczenie inwazyjne.
W rozdziale zostaly przedstawione zalety i wady metod operacyjnych takich jak: klasyczny
zabieg otwarty, EVAR, przezskornej techniki endowaskularnej (pEVAR). Ponadto oméwio-
ne zostaly najnowsze protezy naczyniowe takie jak TREO® czy GORE® EXCLUDER® oraz
zaawansowane techniki mocowania stentgraftéw z rozgalezieniami dla tetnic trzewnych lub
nerkowych m.in. technika fenstracji i kominowa.

Stowa kluczowe: tetniak aorty brzusznej, EVAR, metody endowaskularne, stentgraft, chirur-
gia naczyniowa

Abstract:

Aortic aneurysms rank second after atherosclerosis in the classification of the most common
aortic diseases. We can define them as a local widening of the vessel by at least 50% of the
norm. The basic, yet artificial, division of aneurysms is the anatomical division into aneu-
rysms of the abdominal and thoracic aorta. The aim of this chapter is to introduce you to the
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latest surgical techniques and technologies for the treatment of abdominal aortic aneurysms
(AAA). The main risk factors for the disease are: age, male gender, smoking and family history
of AAA. In men, the occurrence of AAA is even eight times more frequent than in women - in
the 75-84 age group it amounts to as much as 12.5%. Treatment depends on the size of the
aneurysm. In the case of an asymptomatic aneurysm below 55mm, we apply conservative
treatment and eliminate risk factors for cardiovascular diseases. However, if its dimension is
greater than 55mm or the lesion ruptures, invasive treatment is required. When planning the
surgical procedure, we can consider an "open" or endovascular (EVAR) procedure. Since 1991
when the first stent graft was implanted in a patient with abdominal aortic aneurysm. Endo-
vascular methods for the treatment of this disease began to develop dynamically and dominated
invasive treatment options. This chapter presents the advantages and disadvantages of surgical
methods such as: classic open surgery, EVAR, percutaneous endovascular technique (pEVAR).
In addition, we discuss the latest vascular prostheses such as TREO® or GORE® EXCLUDER®,
as well as advanced techniques for attaching stent grafts with branches for visceral or renal
arteries, including fenstration and chimney technique.

Keywords: AAA, EVAR, endovascular surgery, stentgraft, vascular surgery

1. Wstep

Tetniaki aorty brzusznej (AAA- abdominal aortic aneurysm) definiujemy
jako poszerzenie $rednicy $cian aorty o ponad 3 cm. W niektérych publika-
cjach uzywa si¢ tez alternatywnej definicji okreslajacej zmiang jako wzrost $red-
nicy aorty o ponad 50%. Jednak w praktyce nie zawsze jest mozliwa ocena po-
szerzenia w procentach, gdyz granice zdrowej cz¢éci naczynia sa czgsto zatarte
i trudno definitywnie stwierdzi¢ konkretne miejsce, w ktérym rozpoczyna sig
zmieniona tetniaka'. Patogeneza powstawania AAA nie zostala dokladnie po-
znana. Przez dlugi czas dominowala teoria, ze jest to koricowe stadium miaz-
dzycy. Mechanizm kompensacyjny organizmu na nadbudowe plytki miaz-
dzycowej przebudowuje naczynie, ostatecznie je poszerzajac. Nieprawidlowy
przeptyw krwi w naczyniu wywoluje jego remodeling, idealnie powinien by¢
on nieznacznym poszerzeniem naczynia umozliwiajacym wiasciwy przeplyw,
jednak u niektérych pacjentéw jest on patologiczny i prowadzi do powstania
tetniaka. Obecnie badacze sktaniaja si¢ ku alternatywnej teorii sugerujacej,
ze to reakcja zapalna odgrywa duza role w rozwoju i progresji tetniaka. Wie-
le wskazuje, ze chroniczne zapalenie aorty prowadzi do zniszczenia warstwy
srodkowej naczynia oraz powoduje dysfunkeje i apoptoze komérek migsnio-
wych gladkich. Potwierdzeniem tej teorii sa badania na modelach zwierzecych,
w ktérych wykryto mediatory zapalne w okolicy poszerzenia aorty oraz wyni-
ki badani histopatologicznych usunigtych fragmentéw aorty u pacjentéw po
otwartej operacji naprawczej AAA?. Czynnikami ryzyka tego schorzenia jest
palenie tytoniu, ple¢ meska, wiek, wystgpowanie w rodzinie AAA, miazdzyca,
choroby tkanki tacznej np. zespét Marfana. Co ciekawe, mimo iz cukrzyca
jest wiodacym czynnikiem ryzyka choréb kardiowaskularnych, w przypadku
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tetniakéw nie stanowi zagrozenia®. Istnieja nawet badania sugerujace, ze tera-
pia metforming prowadzi do zatrzymania wzrostu t¢tniaka, a u niektérych pa-
cjentéw nawet do zmniejszenia jego $rednicy?. Ryzyko zachorowania wzrasta
wraz z wiekiem u mezczyzn w wieku 45-54 lat wynosi 1,3%, a w grupie 75-
85 lat az 12,5%. Zapadalno$¢ w grupie kobiet jest znacznie nizsza i stanowi
odpowiednio w obu przedziatach wickowych 0,5% oraz 2%. Geneza tak du-
zych réznic w statystykach zachorowania pozostaje nieznana’. Badajac réznice
w zapadalnosci na AAA prébowano sprawdzi¢ skad wynikajg réznice mie-
dzy plciami. Sprawdzano np. czy obecnos¢ lub brak hormonéw meskich lub
zetiskich wplywa na formacje t¢tniakéw jednak wyniki byly niekonkluzywne.
Ludzki uktad hormonalny i jego zmienno$¢ prezentowana np. w cyklu men-
struacyjnym czy andro/menopauzie jest trudna do odwzorowania na mode-
lach zwierzecych i przez to skomplikowana do monitorowana. Nie mozna jed-
noznacznie okresli¢ czy poziomy hormondéw s3 czynnikiem predysponujacym
do rozwoju AAA. Istnieje natomiast wiele badari na temat zwiazku miedzy
plcia a wynikami leczenia juz istniejacych zmian. Ryzyko zgonu w przypadku
nieleczonych t¢tniakéw aorty jest wigksze u kobiet niz u mezczyzn, szacuje si¢
ze nawet 4 razy wicksze. Wystepuje rowniez wyzsza $miertelno$¢ okolozabie-
gowa i powazne powiklania u kobiet niezaleznie czy zabieg jest przeprowadza-
ny endowaskularnie, czy metoda otwarta. Moze to wynika¢ z fakeu, iz u ko-
biet tetniaki pojawiaja sic w pézniejszym wieku. Smiertelno$¢ pooperacyjna
w opiece szpitalnej réwniez jest oceniana jako wyzsza w przypadku kobiet®”*®.
Na podstawie tych danych mozna wysnu¢ wniosek, iz tetniaki wystepuja cze-
$ciej u mezezyzn, jednak u plci zedskiej stanowia zagrozenie obarczone wyzszg
$miertelnoscia. AAA jest przyczyna okoto 172 000 $mierci rocznie na $wiecie,
co stanowi 0,31%. W Polsce odpowiada za okolo 2300 zgonéw rocznie czy-
li 0,56%, poréwnujac ten wynik do statystyk globalnych $mier¢ z powodu
AAA jest prawie dwukrotnie wyzsza w naszym kraju’. U wigkszo$ci pacjentéw
tetniaki nie daja zadnych objawéw dopdki nie dojdzie do ich pe¢knigcia. To
najpowazniejsze powiklanie jest stanem zagrazajacym zyciu charakteryzuja-
cym si¢ ostrym bélem i wstrzasem. W badaniu palpacyjnym brzucha mozemy
wykry¢ dopiero bardzo zaawansowane zmiany, ktére sa znacznie powigkszone
i groza peknigciem. Do diagnostyki i kontroli stanu pacjenta najlepszym bada-
niem jest USG jamy brzusznej. Natomiast CT i MRI stuza do przedoperacyj-
nej i pooperacyjnej oceny oraz planowania zabiegu'. Zwazywszy, ze przyjmuje
si¢, iz ryzyko peknigcia tgtniaka wynosi §rednio 81% w niektdrych krajach
prowadzi si¢ badania przesiewowe w tym kierunku (USA, Anglia, Szwecja).
WHO sugeruje, ze takie dzialania moga by¢ efektywne i opacalne. Natomiast
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USPSTF zdecydowanie zaleca jednorazowe badanie me¢zczyzn miedzy 65-75
rokiem zycia kt6rzy kiedykolwiek byli palaczami. USG ma wysoka czulosé
94-100% i swoisto$¢ 98-100%, jest nieinwazyjne i proste do przeprowadzenia
nie narazajac przy tym pacjentéw na radiacje. Te wszystkie czynniki sprawiaja,

iz badanie przesiewowe jest skuteczne i nie generuje duzych kosztéw!'®!"'%,
2. Anatomia aorty brzusznej i podstawowe pojecia

Aorta jest gléwna tetnica ludzkiego organizmu od ktérej odchodza
wszystkie naczynia doprowadzajace utlenowang krew na obwdd ciala. Pod
wzgledem przebiegu dzielimy ja na aorte wstepujaca, tuk aorty i aorte zstepu-
jaca. W najdtuzszej z czgéci aorty- aorta zstgpujaca, wyrdzniamy jeszcze czgéé
piersiowa i brzuszna. W tym rozdziale skupimy si¢ na chirurgicznych meto-
dach leczenia odcinka brzusznego. Rozciaga si¢ on od rozworu aortalnego
przepony (poziom 12 kregu piersiowego) i siega az do 4 kregu ledZzwiowego.
Jej wielkimi odgalezieniami s3: pied trzewny, t. krezkowa gérna i dolna, oraz
tt. nerkowe. W tym odcinku aorty lokalizuje si¢ okoto 80% AAA, z ktérych
wiekszos$¢ jest podnerkowa'®. Tetniaki aorty brzusznej dzielimy zaleznie od

ich lokalizacji w odniesieniu do naczyni nerkowych:

*  Suprarenal (Nadnerkowe) AAA: Tetniak rozpoczyna si¢ ponad
tetnicami nerkowymi, obejmuje poczatek jednej lub wigcej tetnic
trzewnych, ale nie rozciaga si¢ do klatki piersiowe;.

e Pararenal AAA: Te¢tnice nerkowe wychodza z aorty zmienionej tet-
niakiem, ale aorta na poziomie t¢tnicy krezkowej gornej nie jest tet-
niakiem. Jest on wyrézniany w anglosaskiej literaturze jako odrebny
od okolonerkowego, jednak w polskiej klasyfikacji sa one traktowa-
ne wspélnie i okreslane mianem okotonerkowych.

e Juxtarenal (Okolonerkowe) AAA: Tetniak powstaje tuz za poczat-
kiem t¢tnic nerkowych. Nie ma odcinka aorty nie t¢tniakowatej dy-
stalnie od tetnic nerkowych, ale aorta na poziomie t¢tnic nerkowych
nie jest tetniakowata.

* Infrarenal (Podnerkowe) AAA: t¢tniak rozpoczyna si¢ ponizej
odejscia tetnic nerkowych od aorty"
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Suprarenal AAA Pararenal AAA Juxtarenal AAA Infrarenal AAA

Ryc.1 Klasyfikacja tgtniakéw aorty brzusznej'

Anatomicznie w t¢tniaku podnerkowym wyrézniamy szyje (odcinek od
najnizszej tetnicy nerkowej do poczatku tetniaka), worek (od korica szyjki
podnerkowej do 20 mm proksymalnie od poczatku tetnicy biodrowej wspél-
nej) i aortg koricowa (pomigdzy 20 mm proksymalnie od poczatku tetnicy
biodrowej wspélnej a odejsciem tetnicy biodrowej wspélnej)'®. Inne tgniaki
o bardziej skomplikowanej anatomii nazywamy ztozonymi. Wsréd nich wy-
rézniamy tetniaki okolicy podnerkowej krétkiej szyi (<10 i >4 mm szyja pod-
nerkowa), tetniaki okolicy okolicy okolonerkowej (0—4 mm szyjka podner-
kowa) oraz t¢tniaki okolicy nadnerkowej. Ostatnie z wymienionych dziela si¢
jeszcze na tetniaki okolonerkowe, ktére obejmujg co najmniej jedng tetnice
nerkows i rozciagaja si¢ do tetnicy krezkowej gérnej oraz tetniaki okolotrzew-
ne, obejmujgce tetnice nerkowe i tetnice krezkowa gérna, ale nie wykraczaja
poza 0§ trzewna. Ostatnia grupa sa tetniaki piersiowo-brzuszne aorty (TAAA)
typu IV charakteryzujace si¢ rozszerzeniem tgtniaka powyzej osi trzewnej
i siggaja do rozworu przeponowego.

Istnieje jeszcze jedna, bardzo wazna dla tego rozdziatu, klasyfikacja od-
cinkéw aorty. Stworzona na podstawie doswiadczenia operatoréw podczas
licznych zabiegéw dzieli aorte na tak zwane strefy ladowania, w ktérych moz-
liwe jest stabilne zakotwiczenie korica stentgraftu. Zasadniczo jest to rozsze-
rzenie podziatu na aortg brzuszng i piersiowa, wyrdzniajace 11 stref. W tym
rozdziale zostanie oméwione leczenie chirurgiczne tgtniakéw zlokalizowanych
w strefach od 6 do 11. Statystycznie najczgsciej mamy do czynienia z tgtnia-

kami zlokalizowanymi w obrebie strefy 9%.
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thoracic aorta
(approx. T6)

Ryc.2 Strefy ladowania stentgraftéw aortalnych®
3. Klasyczny zabieg metoda otwarta

Jak wiemy, zdecydowana wickszo$¢ tetniakéw pozostaje bezobjawo-
wa. Zalecenia postgpowania s uzaleznione od wielkosci tegtniaka. Ogélnie

przyjmuje si¢, iz zmiany o $rednicy mniejszej niz 4 cm maja niskie ryzyko
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peknigciaiwystarczy ich monitorowanie (30-39 mm badanie obrazowe co 3 lata,
40-44 cm co 2 lata). W badaniach poréwnujacych wezesng interwencje prze-
zskérng oraz bierna obserwacj¢ kontrolng nie wykazano réznicy w wynikach
w grupie pacjentdw z t¢tniakiem o $rednicy 40-54mm. Dlatego tez wytyczne
wskazuja, ze dla pacjentéw bezobjawowych z AAA o $rednicy mniejszej niz
55mm i wolnej progresji (<10mm/rok) wystarczjacym dzialeniem jest okreso-
wa obserwacja. Wskazania do leczenia operacyjnego- gdy $rednica przekracza
55mm lub t¢tniak powigksza si¢ o wigcej niz 10mm/rok. Jesli jednak wyste-
puja objawy jednoznacznie wynikajace z obecnosci, AAA zalecana jest jego
naprawa w trybie pilnym. Natomiast podejrzenie peknigcia tetniaka powinno
by¢ zweryfikowane natychmiastowo w badaniu obrazowym jamy brzusznej
(USG lub CT) i w przypadku potwierdzenia diagnozy zoperowane w trybie
naglyml,l7,18.

Zalecenia Klasa® | Poziom" | Pismiennictwo®
U pacjentow z tetniakiem aorty brzusznej o srednicy 25-29 mm powinno sig rozwazyc wykonanie B [367]
kolejnego badania ultrasonograficznego po 4 latach

Obserwacja jest wskazana i bezpieczna u pacientow z AAA o maksymalnej érednicy < 55 mm [340, 373]
i wolnym powigkszaniu sig (< 10 mm/rok)?

U pacjentow z malym (30-55 mm) AAA powinno sie rozwazyc nastepujace przedzialy czasowe do [365]
wykonywania badan obrazowych®:

= co 3 lata w przypadku AAA o drednicy 30-39 mm

» co 2 lata w przypadku AAA o Srednicy 40-44 mm

* co roku w przypadku AAA o Srednicy > 45 mm®

Zaleca sie zaprzestanie palema tytoniu w celu spowolnienia powigkszania sie AAA [351]
Mozna rozwazyc zastosowanie statyn i inhibitorow ACE u pacjentow z malymi AAA w celu zmnigj- f [355, 345]
szenia powiklar aortalnych

Zabieg naprawy AAA jest wskazany jedlic [363, 373]
* iednica AAA przekracza 55 mm'

= powiekszanie sie tetniaka przekracza 10 mmy/rok

W przypadku duzych tetniakdw o anatomii odpowsedniej do wykonania EVAR, zaleca sie otwartg [397, 398]
lub wewnatrznaczyniow naprawe aorty u pacjentdw z akceptowalnym ryzykiem chirurgicznym

W przypadku duzych tetniakdw o anatomii nieodpowiedniej do wykenania EVAR, zaleca sie wyko-

nanie otwartego zabiegu operacyjnej naprawy aorty

U pacjentow z bezobjawowym AAA, ktorych stan nie pozwala na otwarts operacje naprawcza, [388, 399]
mozna rozwazy¢ EVAR w polaczeniu z najlepszym leczeniem zachowawczym?

AAA — teiniak aorty brzusznej; ACE — konwertaza angiotensyny; EVAR — wewnqtrznaczyniowy zabieg naprawczy aorty

*Klasa zalecen

“Poziom wiarygodnatci danych

Pimiennictwo potwierdzajace zalecenia

*Przy ryzyku pekniecia < 1% migdzy kolejnymi badaniami obrazowymi AAA

“Wymienione przedziaty czasowe moga byé skrécone u kobiet lub w przypadku szybkiego powigkszania sie tetniaka miedzy wezedniejszymi badaniami

Na indywidualne decyzje co do operacyjnej korekeji tetniaka powinna wplywad takze pled pacjenta. Przy okredlonych wymiarach tetnika, prawdopodobien-
stwo peknigcia AAA u kobiet w czasie obserwac]l jest do cxterech razy wigksze, stad operacie naprawcza aorty mozna rozwaiac juz przy nizszej wartodc
progowej, prawdopodabnie 50 mm. Prred decyzjg o interwencji naleiy uwzglednié spodziewang dlugoic dalszego iycia pacjenta

‘Poniewaz wystgpuse tylko poprawa umieralnodci zwigzane] z tetniakem, a nie umieralnoici ogolnej. nalezy uwzglednic takze swiadomyg zgodg pacenta

Ryc.3 Podsumowanie zalecent dotyczacych postepowania w przypadku bezobjawowych pacjen-
téw z powickszona aorta lub tetniakiem aorty brzusznej'

Metoda klasyczna jest skutecznym i standardowym postgpowaniem
w leczeniu chirurgicznym tgtniakéw aorty brzusznej. Statystycznie jednak

wigkszo$¢ operacji AAA jest przeprowadzana metoda wewnatrznaczyniowa
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ze wzgledu na utwierdzajacy si¢ od lat poglad, iz ta metoda poprzez swo-
ja malg inwazyjno$¢ przynosi wigksze korzyséci dla pacjenta'®?. Wg danych
z USA w latach 2003-2013 odsetek zabiegéw otwartych zmniejszyt si¢ o 80%,
natomiast odsetek zabiegéw endowaskularnych wzrdst az o 500%. Trend
ten nadal si¢ utrzymuje i w wigkszosci szpitali chetniej wykonywanym zabie-
giem naprawczym AAA jest EVAR. Skutkuje to réwniez zmniejszeniem ilosci
mlodych lekarzy szkolonych do wykonywania zabiegéw klasycznych, nacisk
dydaktyczny jest kladziony na maloinwazyjne metody leczenia?'. Zabieg na-
prawy AAA metoda klasyczna trwa okolo 4 godzin. Pacjent podczas operacji
jest w znieczuleniu ogélnym. Standardowo korzystamy z dostgpu zaotrzew-
nowego, natomiast w wyjatkowych sytuacjach np. gdy sa obecne liczne zrosty
w jamie brzusznej lub stomia, uzywamy dostepu przez jame otrzewnej. Cie-
cie wykonujemy w linii posrodkowej brzucha, rzadziej poprzeczne ponizej
pepka. Sie¢ wigksza przesuwamy doglowowo, jelito cienkie na prawa strone
obie struktury okrywamy mokrymi chustami. Uzyskujemy dostgp do wig-
zadla Treiza i przecinamy je elektrokoagulujac wzdhuz jelita czczego do po-
ziomu aorty. Zwykle przecinamy tez zyl¢ krezkowa dolna, by uzyska¢ lepszy
dostep do podnerkowej czgéci aorty. Zaleznie od potrzeb podwiazujemy lub
odsuwamy mniejsze naczynia. Gdy pole operacyjne jest whasciwie odstonigte,
zakladamy klemy nad poszerzonym odcinkiem aorty oraz pod nim. Nalezy
pamigtad, ze zacisk powinien by¢ umieszczony w miejscu bez zwapnien i du-
zych skrzeplin, unikamy w ten sposéb dystalnej embolizacji oraz uszkodzenia
aorty. W przypadku obecnosci duzych ilosci materiatu potencjalnie zatorowe-
go nalezy rozwazy¢ odslonigcie odcinka aorty ponad tgtnica krezkowa gérna
i klemowanie powyzej niej. Oceniamy réwniez czy tetnice biodrowe sg po-
szerzone lub miazdzycowo zmienione, by ewentualnie zastosowaé rozwidlo-
ng protezg. Usuwamy chorobowo zmieniony odcinek aorty i zastgpujemy go
proteza. Laczenia musza by¢ wykonane precyzyjnie, by nie doszto do przecie-
kéw w okolicy zespolenia®*.

Protezy naczyniowe moga by¢ poliestrowe, politetrafluoronowe lub
autologiczne z naczynia zylnego pacjenta. Standardowo stosuje si¢ protezy
z tworzyw sztucznych. Najnowsze modele sa hybrydowe- acza strukeure dzia-
nin i tkanin, co zwigksza ich wytrzymalo$¢ jednoczesnie nadajac elastycznosé.
Sztuczne grafty s3 czgsto pokrywane kolagenem lub albuming, by ograniczy¢
wykrzepianie krwi wewnatrz protezy. Grafty autologiczne s3 uzywane nie-
zwykle rzadko, ich rozmiar i morfologia nie jest wystarczajaco kompatybilna
z aorta. Stosujemy je tylko w wyjatkowych sytuacjach, gdy nie moze by¢ uzyty
syntetyczny graft np. przy istniejacej infekcji. Powiklaniami zabiegu sa migdzy
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innymi: krwawienie, infekcja, uszkodzenie $ledziony, niewydolnos¢ nerek, za-
wal mig$nia sercowego, udar mézgu, niedokrwienie rdzenia kregowego, prze-
rwanie zespolenia, przetoka aortalno-jelitowa, zapalenie trzustki. Obecnie do
zabiegu klasycznego s kwalifikowani gléwnie pacjenci wymagajacy ztozone-
go zabiegu ze wzgledu na morfologie lub lokalizacj¢ zmian. Dlatego tez staty-
styki $miertelnosci okolooperacyjnej znacznie réznia si¢ migdzy jednostkami.
Srednio wynosi ona okoto 5%, Najwickszym badaniem poréwnujacym sku-
teczno$¢ klasycznej i endowaskularnej metody naprawczej AAA bylo badanie
kliniczne EVAR 1. Pacjentéw zakwalifikowanych do zabiegu losowo przy-
dzielano do grup operacji otwartej lub EVAR. W okresie 30 dni od zabiegu
odnotowano znamiennie nizsze ryzyko zgonu w okresie 30 dni od zabiegu
oraz w trakcie hospitalizacji w przypadku EVAR. Jednak w perspektywie wie-
loletniej wyniki sa diametralnie rézne. W ciagu 3 lat od zabiegu $miertelnos¢
w grupie pacjentéw EVAR byta picciokrotnie wyzsza niz w klasycznej. Prze-
prowadzano tez wigcej reinterwencji u pacjentéw EVAR- 20%, natomiast
w metodzie klasycznej-6% w ciagu 4 lat. Nowsze badania sugeruja popra-
we diugoletnich wynikéw EVAR, niektére nawet wyréwnanie skutecznosci
EVAR i metody otwartej. Nadal jednak nadal posiadamy za mato danych by

oceni¢, ktére podejécie jest nadrzedne®®?.

Ryc.4 Tetniak aorty brzusznej widok $rédoperacyjny, B- usunigty worek tetniaka, C- wszcze-
piona proteza aortalno-aortalna, D- wszczepiona proteza aortalno-dwuudowa®
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4. Endowaskularne techniki naprawy tetniakéw aorty

Wysokie ryzyko zwiazane z zabiegiem otwartym od lat sktaniato leka-
rzy do poszukiwania innych mozliwoéci naprawy naczyi oraz narzadéw od
wewnatrz. Idea zabiegu wewnatrznaczyniowego istniata juz w polowie lat
osiemdziesiatych. Badania byly przeprowadzane na modelach zwierzecych,
uzywano samorozprezalnych stentéw poliuretanowych i nitinolowych wpro-
wadzanych dostgpem udowym przy pomocy hakéw i nadmuchiwanych ba-
lonéw. Pierwszej angioplastyki dokonat Charles Dotter w 1964 roku rozpo-
czynajac erg terapii wewnatrznaczyniowej. W 1986 roku pojawit si¢ na rynku
pierwszy komercyjnie produkowany stent Palmaz i rozpoczeto leczenie we-
wnatrznaczyniowe kanalikowych strukeur zylnych, a nawet drég z6tciowych.
Kolejne lata testéw i udoskonalania technologii pozwolily na pierwszy na
$wiecie zabieg EVAR u czlowieka, najpierw przeprowadzony jako leczenie tet-
niaka pourazowego aorty piersiowej w 1987 roku, a nast¢pnie aorty brzusznej
w 1993 roku. Oba byly przeprowadzone przez Nikolaja Volodosa z zespotem.
Badania nad EVAR z innych czeéci $wiata, szczeg6lnie Argentyny, byly nie-
zaleznymi od postepéw Volodosa odkryciami. Mozna powiedzieé, ze techni-
ka EVAR narodzila sie niezaleznie od siebie w wielu o$rodkach. Skutecznogé
i bezpieczenistwo, ktdre niosly za sobg metody endowaskularne sprawily, ze
technika szybko si¢ rozprzestrzenila na caly §wiat. Zaczeto pracowaé na co-
raz lepszych materialach, tworzy¢ rozgalezione stentgrafty i rozwija¢ techniki
mocowania i faczenia stentéw systemy wprowadzania moduly. W 1996 roku
radiolodzy interwencyjni z Korei Poludniowej zastosowali pierwszy stentgraft
z fenestracja, a niemal réwnocze$nie w innych krajach prowadzono badania
nad tym samym pomysltem fenestracji dla t¢tnic nerkowych w innych osrod-
kach. Kolejnym odwzorowaniem prawidlowej anatomii inkorporowanym
do EVAR byly odgal¢zienia kierunkowe stentgraftow. Przez ostatnie okoto
30 lat od pierwszych zabiegéw, EVAR przeszedt niesamowita drogg rozwoju
i obecnie nadal jest jedng z najbardziej innowacyjnych metod chirurgicznych,

ktéra nie przestaje zaskakiwacé®®?.

4.1. EVAR
Do zabiegu wewnatrznaczyniowego mozna zakwalifikowaé pacjenta

bezobjawowego u zostaly spelnione kryteria anatomiczne. Podejmujac decy-
zj¢ nalezy rowniez uwzgledni¢ preferencje chorego. Kwalifikacja do EVAR
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przebiega tak jak do klasycznej operacji dodatkowo uwzgledniajac oceng wa-
runkéw anatomicznych na podstawie obrazu tomografii komputerowe;.

Tabela 1. Przeciwwskazania anatomiczne do zabiegu EVAR*

1. | Szyja tetniaka tj. obszar powyzej poszerzenia aorty o $rednicy co najmniej 15mm
i ksztalcie cylindrycznym

2. | Obecnos¢ skrzeplin lub zwapnieni ktéra moze zaburza¢ prawidlowe przyleganie
stentgraftu do Sciany aorty

Kat zgiecia szyi wigkszy niz 60 stopni

Zbyt krete lub niedrozne naczynia ,dostgpowe” koriczyny dolnej

Unaczynienie jelit zaopatrywane jedynie przez tetnice krezkowa gorna

Towarzyszace tetniaki w tgtnicach trzewnych lub aorcie piersiowej

N2

Dodatkowe tetnice nerkowe, szczegdlnie u chorych na cukrzyce i majacych
podwyzszong kreatyning u ktérych zamkniecie dod t.nerkowych moze
pogorszy¢ czynno$¢ nerek

8. | Rozwidlenie aorty o $rednicy niewystarczjacej do rozprezenia obu odnég
rozwidlonego stentgraftu

9. | Inne: anomalie zylne, nietypowe ulozenie organéw np. nerka podkowiasta lub
miednicza

Zabieg jest przeprowadzany pod kontrola rtg w sali hybrydowej lub
posiadajacej rami¢ C nad stolem operacyjnym. Dostep uzyskujemy przez
chirurgiczng ekspozycj¢ i naktucie tetnicy udowej lub biodrowej, tasiemki
naczyniowe sa zakladane proksymalnie i dystalnie od miejsca wprowadzenia
cewnika. Po uzyskaniu dost¢pu nalezy poda¢ heparyng (80-100 jedn/kg masy
ciala), by uzyska¢ czas aktywowanego krzepnigcia dtuzszy niz 250 sekund
i utrzymac go przez caly zabieg. Nastgpnym etapem jest wprowadzanie co-
raz szerszych prowadnikéw az do powigkszenia arterotomi do wymaganego
dla stentgraftu rozmiaru. Nast¢pnie umieszczamy gléwne body stentgraftu
w naczyniu i po ustawieniu w pozadanym miejscu rozprezamy je. W sytuacji,
gdy pacjent wymaga naprawy réwniez tetnic biodrowych, kolejnym etapem
jest kaniulacja naczynia dodatkowym prowadnikiem i wprowadzenie nézek
stentgraftu. Pozycjonowanie nézek nastepuje pojedynczo poprzez angiografig
wsteczng. Na koniec zabiegu wykonuje si¢ koficowa arteriografi¢ uzywajac
duzych ilosci kontrastu, ktéry wypelnia stent, co pozwala wykry¢ ewentualne

przecieki krwi. Jedli wszystko przebieglo prawidtowo wyciagamy prowadnik
i zakladamy szwy?*?*3132,
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Ryc.5 Kolejne etapy zakladania stentgraftu aortalno-biodrowego®

Wraz z pojawianiem si¢ na rynku nowszych generacji systeméw do endo-
waskularnej naprawy tetniakéw aorty wyniki leczenia z kazdym rokiem weiaz
si¢ poprawiaja. Trzeba jednak pamictad, ze wystepuja powiktania tego zabiegu
i niektére sa czgstsze niz w przypadku metody klasycznej np. reperfuzja worka
tetniaka. Szacuje si¢ tez ze 1,6-1,8% zabiegéw wewnatrznaczyniowych wy-
maga konwersji na zabieg otwarty. Wspéltczynnik $miertelnosci operacyjnej
EVAR wynosi 1,4%. Tak jak to bylo opisane na koriec podrozdziatu dotycza-
cego zabiegu otwartego dtugookresowa skuteczno$¢ metody endowaskularnej
jest kwestia watpliwa i wciaz jest weryfikowana. Pacjenci po zabiegu pozosta-
ja do korica zycia w obserwacji, a ich regularne badania obrazowe stuza do
wychwytywania péznych powiklan. W okresie pooperacyjnym komplikacje
wystepuja rzadko i zwykle sg niegrozne, typowa jest np. krwiak czy zakazenie
w pachwinie. Powaznymi powikfaniami, ktére moga wystapi¢ sa m.in.: prze-
cieki okoloprotezowe, przemieszczenie si¢ stentgraftu, opéznione peknigcie,
uposledzenie funkeji nerek, zatorowo$¢, zamkniecie odnogi stentgraftu, nie-
dokrwienie okreznicy"®.

Podsumowujac, najwazniejszymi zaletami zabiegu wewnatrznaczyniowe-
go jest redukeja czasu znieczulenia ogélnego poprzez skrécenie czasu zabiegu,
a nawet zupelna rezygnacja z generalnej anestezji na rzecz znieczulenia miej-
scowego. W przeciwienistwie do zabiegu otwartego inwazyjnos¢ EVAR jest
minimalna, co pozwala pacjentom na szybszy powrét do pelnej sprawnosci,
skraca czas hospitalizacji i umozliwia szybka rehabilitacj¢ pacjenta. Mala in-
wazyjno$¢ przeklada si¢ réwniez na ograniczenie utraty krwi podczas operacji,

co pozwala unikna¢ lub zredukowac ilo§¢ przetoczen.
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4.2. pEVAR

Przezskérna endowaskularna naprawa tetniaka aorty brzusznej (pEVAR)
jest odmiana zabiegu wewnatrznaczyniowego, w ktérym zgodnie z nazwa
dostep jest przezskérny. Ze wzgledu na liczne zalety tego podejscia jest ono
bardzo czgsto stosowane. Przed rozpoczeciem zabiegu wprowadza si¢ zwykle
dwa urzadzenia Preclose ProGlide za pomoca prowadnikéw i pozycjonuje
w stosunku do tetnicy dostgpowe;. Jest to cze$¢ techniki operacyjnej ,,preclose”
ulatwiajacej szybkie zamkniecie naczynia (zostanie ona dokladnie oméwiona
w dalszej czesci rozdziatu). W kolejnym kroku pod kontrolag USG nakluwamy
cewnikiem tetnicg udowa wspdlna lub gdy jest to niemozliwe, udowa powierz-
chowng i wprowadzamy prowadnik. Dalsze postgpowanie jest takie samo jak
w typowym EVAR?. Badania kliniczne nie wykazaly znaczacej réznicy w ilo-
$ci powiklari pooperacyjnych, zakazeri rany operacyjnej, krwawieri i krwiakéw
miedzy EVAR a pEVAR. Smiertelnosé¢ okolooperacyjna byta mniejsza lub
taka sama jak w przypadku EVAR. Zauwazono jednak redukcje wystgpowania
seromy- plynu zbierajacego si¢ micdzy skéra a glebiej potozonymi tkankami
oraz zmniejszenie wystgpowania pooperacyjnego nieprawidlowego przeptywu
limfy, ktéra splywa na zewnatrz z uszkodzonych naczyn limfatycznych lub
jest zatrzymywana w ranie. Kolejng zaleta pEVAR jest mozliwo$¢ zastosowa-
nia znieczulenia miejscowego, co moze by¢ szczegélnie korzystne u pacjentéw
niestabilnych hemodynamicznie nie kwalifikujacych si¢ do znieczulenia ogél-
nego®3. Dzigki swojej minimalnej inwazyjnosci pPEVAR moze by¢ nawet sto-
sowany w systemie przyjecia jednodniowego. Oznacza to, ze pacjent moze by¢
wypisany do domu po kilku godzinach od zabiegu, oczywiscie jedli nie ma do
tego przeciwwskazan i po 3 oraz 30 dniach wréci¢ na kontrol¢ ambulatoryjna.
W badaniach nad takim modelem pacjenci byli dobierani wg konkretnych
kryteriéw- asymptomatyczny tetniak nie wigkszy niz 5cm, anatomicznie moz-
liwy do zoperowania standardowymi zestawami bez plastyki oraz bez uzycia
zaawansowanych metod, z ocena w skali ASA nie wigksza niz III. W tej grupie
nie wystapila zadna $mier¢ okolooperacyjna, a cz¢sto$é wystgpowania kompli-
kacji byta poréwnywalna z grupa pacjentéw standardowo hospitalizowanych.
Wedlug dostgpnych badan schemat jednodniowego przyjecia jest bezpieczny,
komfortowy dla pacjenta oraz obniza koszty niepowiklanego leczenia o pra-

wie polowe poprzez skrocenie czasu i kosztow hospitalizacji*>*.
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Ryc.6 A — Dostep naczyniowy w metodzie EVAR, B- dost¢p naczyniowy w metodzie pEVARY

4.3. EVAS - Wewnatrznaczyniowe uszczelnianie t¢tniakéw systemem

System EVAS (The Nellix endovascular aneurysm sealing) zostat stwo-
rzony z zamystem rozwiazania probleméw, ktére napotykano podczas prze-
prowadzania klasycznych zabiegéw endowaskularnych. Chciano tez ulatwi¢
kwalifikacj¢ do zabiegu endowaskularnego szerszej grupie pacjentéw, ktérzy
ze wzgledu na niekorzystne cechy morfologiczne nie kwalifikowali si¢ do
EVAR. W EVAR wymagana dlugo$¢ szyi tetniaka mozliwa do zoperowania
tym systemem wynosi 15 mm, natomiast aby pacjent mdgt si¢ kwalifikowac
do leczenia systemem Nellix szyja tetniaka musi mie¢ wigcej niz 10mm. Moz-
na powiedzie¢, ze Nellix jest w pewnym sensie rozwinigciem EVAR. Tak jak
bylo to opisane w poprzednich podrozdziatach EVAR ma na celu umieszcze-
nie protezy wewnatrz tetniaka, kedra staje si¢ nowa droga przeplywu krwii
odfaczajac worek tetniaka od czynnego krazenia. Natomiast Nellix oprécz
stworzenia prawidlowej drogi przeplywu réwniez uszczelnia worek tetniaka
i zamyka jego $wiatlo. System jest wprowadzany do $wiatla aorty i t¢tnic bio-
drowych tak samo jak EVAR przez tetnice koriczyny dolnej, zwykle udowe.
Dwa stentgrafty stanowia nowy kanal przeplywowy od szyi t¢tniaka az za roz-
widlenie aorty, a po ich rozprezeniu nastgpuje wypelnienie otaczajacych ich
workéw- endobagéw, biokompatybilnym polimerem glikolu polietylenowe-
go. Polimer uszczelnia t¢tniaka i utrzymuje stentgrafty w prawidtowej pozycji
zapobiegajac ich przemieszczaniu. Idea endobagdw jest obiecujaca, poniewaz

przez wypelnienie mozna potencjalnie zmniejszy¢ czgsto$¢ przeciekéw typu
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IT (czyli przecieku spowodowanego wstecznym przeplywem krwi do worka
tetniaka z galezi naczyn pobocznych) oraz moze on ulatwi¢ dopasowanie si¢
stentgraftu w obrebie szyi tetniaka ograniczajac tym samym przecieki typu
IA (definiowane jako utrzymujacy si¢ kanal przeptywu krwi wokoét graftu
z powodu nieodpowiedniego lub nieskutecznego uszczelnienia proksymalne-

go korica przeszczepu)®*¥4.

Ryc.7 Schemat ukfadu nézek i rozprezania endobaga firmy Nellix!

Poczatkowe badania byly obiecujace, system wykazuje prawie 100%
techniczng skuteczno$¢ i w okresie pooperacyjnym oraz roku od wszczepie-
nia nie powoduje powaznych komplikacji. Statystyki przeciekéw w ciagu
pierwszego roku wynosily okoto 3%. Jednak w dlugoterminowej perspekty-
wie system niestety nie spelnil swoich zalozen. W trakcie wieloletnich badan
wykazano niepowodzenia terapeutyczne, u co trzeciego pacjenta wystgpowa-
ly powiklania takie jak przecieki, migracja graftu, rozszerzenie lub peknie-
cie worka. Nellix nie posiada haczykéw ani systemu kotwiczacego proteze
w $cianie naczynia, a sam endobag nie byl wystarczajacy, by utrzymac¢ graft we
whasciwej pozycji. Przypuszczalnie to wlasnie przez brak mocowania zdarzaly
si¢ czegste migracje i przecieki. Ogélny odsetek powiktari wynosi okoto 33%
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i z powodu wymienionych wyzej wynikéw badan w 2019 roku wstrzyma-
no sprzedaz pierwszej generacji systemu Nellix****%. Warto tez spojrze¢ na
konsekwencje niepowodzenia tego systemu i wyciagna¢ z nich wnioski na
przysztosé. Wedlug badan dotyczacych nastgpstw bledéw tego systemu usta-
lono wskaznik niepowodzenia terapeutycznego w 2 letnim okresie obserwacji
na poziomie 43,5%.Po czterech latach 100% pacjentéw z Nellix jest zagro-
zona wzrostem tetniaka zwiazanym z migracja stentéw. Osoby po zabiegu
wszczepienia tego systemu powinny by¢ pod rozszerzonym nadzorem, a jesli
stan pacjenta na to pozwala nalezy sprébowad usuna¢ system podczas zabiegu
otwartego i zastapi¢ go klasyczng proteza. Obecnie trwaja prace nad wyelimi-
nowaniem bledéw w projekcie i ulepszeniem systemu. Jesli uda si¢ stworzy¢
rozwigzania, ktdre spetnig zalozenia projektu i wyeliminuja przecieki Nellix
moze si¢ staé dominujacym systemem leczenia AAA. Niestety aktualnie pro-
jekt ma przed soba dtuga droge™.

5. Urzadzenia do uzyskiwania hemostazy po zabiegu endowaskularnym

Po zakoriczonym zabiegu EVAR kaniulowane naczynie jest zwykle za-
mykane klasycznym szwem (cutdown technic) albo poprzez zszycie naczynia
razem z powigzig (fascial clousure technic). Pozwala to na zalozenie trwalych,
trudnych do przerwania szwéw oraz stosunkowo szybkie uzyskanie hemosta-
zy. Metoda fascial clousure ma skuteczno$¢ na poziomie okoto 80% i polega
na nakluciu tetnicy wspélnej udowej i polaczeniu jej z wigzadtem pachwino-
wym, prowadnik i koszulka wciaz pozostajg na miejscu. Robimy nacigcie oko-
fo 3-5cm i preparujemy obszar az do powigzi. Wokdt pochewki udowej zakla-
dany jest szew kapciuchowy i nastgpuje zamknigcie arteriotomi. Wysuwamy
koszulke, sprawdzamy czy hemostaza zostala uzyskana, jesli tak- usuwamy

prowadnik i zawigzujemy szwy.

A B

Ryc. 8 A- Koszulka i prowadnik pozostaja w naczyniu, szew materacowy zalozony na wigzadlo,
B- Koszulka i prowadnik zostaly usunigte, a szew zaciesniony®.
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Jednak podczas zabiegéw pEVAR, ktére sa coraz czgéciej przeprowa-
dzane i obecnie dominujg nad chirurgiczng ekspozycja naczyn, stosujemy
urzadzenia do zamykania naczyn, ktére sa wprowadzane i pozycjonowane juz
przed zabiegiem. Pozwala to na bardzo szybkie, nie wymagajace ucisku osia-

gniecie hemostazy i minimalng utrate krwi®.
5.1. Preclose ProGlide

System Preclose ProGlide jest obecnie najczesciej i najszerzej stosowa-
nym urzadzeniem zapewniajacym hemostaz¢ po zabiegu. Zwazywszy na $red-
nicg uzywanych prowadnic do wprowadzania systeméw EVAR do zamknigcia
rany wymagane jest uzycie dwéch urzadzen ProGlide. Zabieg pEVAR rozpo-
czyna si¢ naktuciem tetnicy pod kontrola USG za pomoca zestawu do mikro-
punkeji, nastgpnie jest wprowadzany cewnik w celu potwierdzenia, ze dane
miejsce nadaje si¢ jako dostep tetniczy do zabiegu. Kolejny krok to wprowa-
dzenie prowadnika i koszulki. W tym momencie nalezy zastosowaé techni-
ke preclose i zastapi¢ koszulke urzadzeniem ProGlide oraz wyjaé prowadnik.
W $wietle urzadzenia pojawia si¢ przeptyw krwi, wtedy przekrecamy urzadze-
nie zgodnie z instrukcja naciskamy tloki i tym samym aktywujemy kotwiczke
i zostaje zalozony automatyczny szew. Wymieniamy urzadzenie na prowadnik
i powtarzamy czynnosci tak, aby zalozy¢ drugi szew po przeciwnej stronie.
Ukfadamy zaklemowane szewy pod chustg i rozpoczynamy wlasciwy zabieg.
Na koniec wystarczy odklemowa¢ i zacisnaé szwy*#%. Zalozenie systemu na
poczatku zabiegu znacznie ulatwia i przyspiesza zamkniecie naczynia zapo-
biegajac przy tym niepowodzeniom. Sukces techniczny Preclose ProGlide
zaleznie od badania waha si¢ miedzy 98-100%. Wskaznik awarii urzadzenia
wynosi okoto 5%. Zaletami zastosowania ProGlide jest mniejsza utrata krwi
pacjenta, szybkie uzyskanie hemostazy,brak dlugoterminowych powiklan,
a krétkoterminowe takie jak np. krwiak w pachwinie sa fatwo odwracalnymi

komplikacjami i nie stanowia bezposredniego zagrozenia dla pacjenta®*.
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Ryc. 9 Zdjecie pogladowe systemu Preclose ProGlide®®

5.2. Manta

Drugim urzadzeniem do zamykania naczyn jest Manta firmy Teleflex.
Jest ono zaprojektowane do szybkiego zamykania dostepéw tetniczych w na-
czyniach udowych o duzej §rednicy. W przypadku zabiegu pEVAR wystarczy
uzy¢ jednego systemy Manta do zamkniecia naczynia i nie trzeba pozycjono-
waé go przed zabiegiem. Po zakonczonym zabiegu endowaskularnym nale-
zy wprowadzi¢ system po prowadniku. Zwalniajac przelacznik umieszczamy
w naczyniu od wewngetrznej strony polimerowy komponent, ktéry jest po-
Yaczony z kolagenowym warstwowym korkiem zamykajacym naczynie od
zewnatrz. Oba elementy zamykajace tetnice sa polaczone ze soba zamkiem
ze stali nierdzewnej i szwem, ktore sg nieabsorbowalne. Polimer oraz kolage-
nowy korek sa w pelni bioresorbowalne. Jesli zaistnieje potrzeba reinterwencji
zamek jest widoczny we fluoroskopii i nalezy ponownie otworzy¢ naczynie
w odlegloéci co najmniej 2,5 cm od niego.

Wedtug badan, na ktére powoluje si¢ producent sukces techniczny urza-
dzenia wynosi 97,7%, czas uzyskania hemostazy to 24 sekundy, a czesto$é
wystgpowania powiklai naczyniowych stanowi 4,2%. Komplikacje byly
poréwnywalne do tych wystepujacych przy uzywaniu innych systeméw do
zamykania naczyn, a wg niektérych badad mniej nasilone. Rzadziej wyste-
powaly powiklania krwotoczne, przez co réwniez rzadsza byta koniecznos¢
transfuzji’>*®. Na podstawie mig¢dzy innymi tych wynikéw badania FDA
w 2019 zatwierdzita wprowadzenie systemu na rynek. Jednak wyniki jego
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A

Ryc.10 A- Urzadzenie Manta, B- Przekrdj przez naczynie zamknigte za pomocg systemu Man-
ta (Wewnatrz naczynia resorbowalny polimer, na zewngtrznej stronie kolagenowy korek, oba
polaczone poliestrowym szwem zakoriczonym od géry nienaruszonym zamkiem, ktéry nie

przepuszcza promieni rtg )°!

uzytkowania w kolejnych latach sa mniej optymistyczne. Analizy wskazuja,
ze powiktaniami wynikajacymi z uzytkowania systemu moga by¢ uszkodze-
nia naczyn, a nawet $mier¢. Najcze¢sciej zglaszanymi zdarzeniami zwigzanymi
ze zgonem lub urazem byly krwawienia, a nastgpnie niedrozno$¢ i rozwar-
stwienie naczynia. Badania sprzed wprowadzenia systemu na rynek prezen-
towaly bardzo wysoka skutecznos¢ i dobre wyniki, jednak grupa chorych,
na ktérej byly prowadzone badania byla wysoce selektywna i jak si¢ okazato
z biegiem czasu nie odzwierciedlata wlasciwego obrazu pacjentéw kwalifiko-
wanych do zabiegéw endowaskularnych. Zidentyfikowano w jakich sytuacjach
urzadzenie jest awaryjne, gdy naczynie mniejszego kalibru lub zwapnione jest
zamykane systemem Manta zmieniona morfologia naczynia moze unie$é
facznik, co skutkuje mechanicznym lub zakrzepowym zamknigciem tetnicy.
Niepetne zalozenie zatyczki przez system powoduje zwickszone ryzyko krwa-
wienia, réwniez zaotrzewnowego. Niepelne przylozenie polimerowego czopa

moze prowadzi¢ do powstania t¢tniaka rzekomego zagrozonego opéznionym
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peknigciem. Te wady systemu nie zostaly wychwycone we wstgpnych bada-
niach, a s3 zagrozeniem dla zycia pacjentéw. Dlatego nalezy cofnac si¢ o kil-
ka krokéw, ponownie przemysle¢ system i naprawi¢ jego awari¢ tak, by byt
naprawd¢ niezawodny. Na dzieri dzisiejszy jednak urzadzenie Manta nie jest
rutynowo stosowane podczas zabiegu pPEVAR w przeciwienistwie do obiecuja-

cego Preclose ProGlide™.
6. Nowoczesne stentgrafty wewnatrzaortalne
6.1. OVATION Alto™

Implant do zabiegu EVAR o nazwie Alto (firmy Ovation) zostal wpro-
wadzony do uzytku przez FDA w 2020 roku. W pierwszym badaniu tego
systemu brato udzial 7 pacjentéw, odnotowano 100% sukces techniczny, a w
trakcie 12-miesigcznej obserwacji nie zgloszono przecieku typu I ani typu III,
migracji stentgraftu, pekniecia tetniaka aorty brzusznej, $miertelnosci zwiaza-
nej z tetniakiem aorty brzusznej ani wtérnej interwencji. Mediana czasu trwa-
nia zabiegu wynosi 58 minut, a mediana utraty krwi 40 ml. Po 7 miesiacach
od implantacji nie odnotowano przypadkéw powickszenia worka, a sukces
kliniczny wynidst 100%%*>°. Ten najnowszy model systemu firmy Ovation
zostal stworzony, by umozliwi¢ kwalifikacj¢ do EVAR szerszej grupie pacjen-
tow. Obecnie tylko okoto 50% pacjentéw wymagajacych endowaskularnej
naprawy AAA spelnia wytyczne anatomiczne. Kwalifikowalno$¢ do uzytko-
wania stentgraftu Alto jest na poziomie 72%, a innych podobnych systeméw
waha si¢ migdzy 35% a 63%. Ten stentgraft sktada si¢ z korpusu aortalnego i
dwoch galezi biodrowych mocowanych niezaleznie od siebie. Korpus zawiera
sie¢ nadmuchiwanych kanaléw i pierscieni uszczelniajacych, ktére podczas
rozprezania stentu w naczyniu zostaja wypelnione nieprzepuszczalnym dla
promieni rentgenowskich cieklym polimerem o niskiej lepkosci, ktéry utwar-
dza si¢ in situ. Galezie biodrowe skladaja si¢ z elastycznych stentéw nitinolo-
wych (wykonanych ze stopu niklowo-tytanowego) otoczonych politetraflu-
oroetylenie o niskiej przepuszczalnosci. Ulepszeniami wprowadzonymi do

tego modelu sa:

*  Zintegrowany balon ze znacznikiem wskazujacym polozenie pier-
$cienia uszczelniajacego. Balon odpowiada za rozszerzanie tkaniny
i segmentu $rodkowego korony stentu

. Ulepszone czeéci stentéw biodrowych, dodanie tasmy do rozwidlenia
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i zwigkszenie $rednic stentéw biodrowych

*  DPierdcien uszczelniajacy przesunigty blizej gornej czesci stentu, dzig-
ki czemu dlugo$¢ szyi tgtniaka wymagania do kwalifikacji do zabiegu
wynosi tylko 7mm

. Uszczelnienie za pomoca wypelnianych polimerem pierscieni to
technologia CustomSeal™ , ktéra w przeciwienistwie do tradycyj-
nych stentgraftéw, w ktérych szczelno$¢ uzyskuje si¢ tylko przez
przylozenie endoprzeszczepu do $ciany naczynia, co uniemozliwia

przesuwanie sie stentu

ALTO Traditional

Ryc. 11 Pierdcieri uszczelniajacy zalozony w szyi tetniaka w systemie Alto, poréwnany z trady-
cyjny,i stentgraftami pozbawionymi custom seal technology®”

Poczatkowe wyniki Alto s3 bardzo obiecujace. Czekamy na dlugoter-
minowe oraz badania na wickszej grupie pacjentéw. Obecnie trwa 5 letnie
badanie tego stentgraftu o nazwie ELEVATE, ktdérego wyniki zostang opu-
blikowane w 2023 roku. Ulepszenia zastosowane w projekcie systemu Alto
moga sprawi¢, ze bedzie on bardzo wszechstronnym stentgraftem o szerokim

zastosowaniu’®>’.
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Ryc. 12 Zdjecie pogladowe systemu Alto oraz jego umiejscowienia w nczayniu®®>s

6.2. TREO

System Treo zostat zatwierdzony do uzytku w US w 2020 roku, jednak
na rynku Europejskim byt obecny juz kilka lat wezesniej. Zostal zaprojek-
towany w celu zapobiegania dalszemu wzrostowi lub peknigciu tgtniaka po
zabiegu EVAR. Zawiera on tréjmodutowy, rozwidlony stentgraft wykorzy-
stujacy egzoszkielet nitinolowy i tkaning poliestrowa. Urzadzenie posiada
trzy rézne dlugosci stentéw biodrowych, kazda w kilku wariantach réznych
$rednic proksymalnych i dystalnych. Ostatecznie system pozwala stworzy¢
29400 kombinagji réznych konfiguracji wymiaréw. TREO dostosowuje si¢
do pacjenta, poniewaz za pomocg mechanizmu mozna dokona¢ korekt w po-
zycjonowaniu tak, by jak najlepiej dopasowal si¢ do ksztaltu aorty®®*. Jest on
unikalnym projektem, poniewaz posiada punkty mocowania nad i pod t¢tni-
cami nerkowymi oraz zaokraglone haczyki w gléwnym korpusie stentgraftu.
Zabezpieczaja one odnogi stentgraftu przed przemieszczeniem si¢ niwelujac
tym samym przecieki typu II. Wedlug rejestru Vascular Study Group of New
England regresja wymiaréw worka tetniaka prognozuje nizsza pdzna $miertel-
no$¢ pacjenta oraz wskaznik 5-letniego przezycia dla pacjentéw z rozszerze-
niem worka byt znacznie nizszy (68% vs 83%). Dlatego wyznaczono za cel
w projekcie TREO sprawienie, by jego cechy wplynely na zmniejszenie worka
tetniaka po EVAR®. Pierwszym badaniem po wprowadzeniu na rynek tego
systemu bylo badanie kliniczne Rationale, ktére wykazalo sukces kliniczny
na poziomie 96%, brak przecieku typu I/IIl na poziomie 95,5%, odsetek
interwencji wtérnych na poziomie 3,5% oraz zmniejszenie worka tetniaka

ow 25 mm u 54,1% pacjentéw. Wyniki, szczeg6lnie te o zmniejszeniu worka
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tetniaka, sg bardzo korzystne w poréwnaniu do innych urzadzen dostgpnych
na rynku®'. Kolejne badania kliniczne przynosza prawie identyczne wysokie
wyniki skutecznosci systemu i wykazuja, ze jest on bezpieczna opcja tera-
peutyczna. Dalsze obserwacje sa wciaz prowadzone z nadzieja,ze pozytywne
wyniki utrzymaja si¢ w dtuzszej perspektywie. Na dzieri dzisiejszy mozna po-
wiedzie¢, ze TREO spelnia swoje zalozenia i rzeczywiscie wplywa na kurcze-
nie si¢ worka tetniaka, poprawiajac tym samym wyniki przezycia pacjentéw,
u keérych zostal zastosowany®>%.
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Ryc. 13 Zdjecie pogladowe systemu TREO>
6.3. GORE®° EXCLUDER® i GORE' CONFORMABLE

Ten stentgraft jest juz na rynku ponad 20 lat. W tym czasie byly ulep-
szane jego systemy wprowadzajace, ale istota projektu pozostawala taka
sama. Jest to najlepiej przebadany i najszerzej stosowany system na $wiecie.
EXCLUDER to samorozpre¢zalny, modulowystentgraft wykonany materia-
tu politetrafluoroetylenowego polaczony z egzoszkieletem nitinolu i pokryty
wzmacniajaca tuleja z folii kompozytowej stworzonej z fluorowanego etylen-
-propylenu (ePTFE). Proksymalny przeszczep i dystalne kofczyny sa wyposa-
zone w mankiet uszczelniajacy z ePTFE, ktéry poprawia przyleganie do $ciany
tetnicy. Jego sukces techniczny jest oceniany na okoto 100%. Przeprowadzo-
no 10-letnie badanie kliniczne wykazujace przezycie pacjentéw w tym okresie

w 63%, a brak zgonéw zwiazanych z chorobami aorty jest szacowany na 97%.
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Brak powiktari po 5 latach wynosit 90,5%, 89% po 7 i 88% po 10 latach,
a wolnos¢ od ponownej interwengji po 5 latach- 87%, po 7 latach-82% i po
10 latach 80%. Podczas trwania badania wykryto, ze u okoto 27% pacjentéw
wystapil przeciek okoloprotezowy, ale co ciekawe zdarzaly si¢ one tylko na
poczatku obserwacji. Tylko jeden przeciek zostal zidentyfikowany po 5 la-
tach od zabiegu. Dane potwierdzaja duza trwalo$¢ i bezpieczeristwo systemu
w perspektywie dtugoterminowej®®.

System Conformable jest najnowszym projektem firmy Gore i przedlu-
zeniem lini Excluder. Obecnie pozostaje jeszcze w fazie badan klinicznych.
System zostat zaprojektowany do leczenia t¢tniakéw o bardziej wymagajacej
anatomii, to jest z krétka szyjka aorty, do 10 mm, wysokim zgicciem szyi, do
90 stopni, i szyjka aorty o malej $rednicy, do 16 mm. W tym systemie istnieje
mozliwo$¢ aktywnego zmieniania kata zgiecia stentgraftu i dopasowywania
proksymalnego korica do anatomii aorty. Pierwsza grupa pacjentéw z wszcze-
pionym GORE' CONFORMABLE sktadata si¢ z 10 chorych o nietypowej
anatomii aorty. U wszystkich uczestnikéw system zostat dopasowany i wszcze-
piony z powodzeniem, nie wystapily powiklania okolooperacyjne. Obecnie
czekamy na zakonczenie kilku wigkszych europejskich badai nad tym syste-
mem. Jesli Conformable okaze si¢ skuteczny, moze by¢ nadzieja dla pacjen-
tow, ktdrzy do tej pory nie kwalifikowali si¢ do zabiegu EVAR®*.
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Ryc.14 Zdjecie pogladowe systemu GORE® EXCLUDER®®®
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7. Metody inkorporacji tetnic trzewnych i nerkowych podczas naprawy
tetniaka aorty brzusznej

Do tej pory omawiajac postgpowanie w przypadku AAA skupilismy si¢
gléwnie na leczeniu najczestszego i najprosciej polozonego tetniaka podner-
kowego. Byly to rozwigzania ogélnie oméwione dla zmian znajdujacych si¢
w strefach ladowania 9-11 (ryc. 2). Najczesciej mamy do czynienia z tgtnia-
kami zlokalizowanymi w obrebie strefy 9. W ich przypadku korzystajac z me-
tody otwartej naprawiamy zmiang¢ dodajac wstawki naczyniowe lub omijajac
odejécia gléwnych naczyn. Chcac przeprowadzi¢ zabieg metodg EVAR mu-
simy skorzysta¢ z technik kominowych, fenestracji lub branchowanych stent-
graftéw, by utrzyma¢ przeplyw w gtéwnych odgalezieniach aorty®.

7.1. Technika kominowa - ChEVAR

Synonimem techniki ChEVAR (chimney technique)- kominowej jest
technika snorkel, pojecia te sa uzywane w literaturze zamiennie. Ta metoda
pozwala na umieszczenie stentu w aorcie o krétkiej szyi, przy zachowaniu
perfuzji trzewnych odgalezieni aorty. Pierwotnie byta uzywana jako procedura
ratunkowa w wypadku przypadkowego pokrycia tetnic stentgraftem, jednak
z czasem stala si¢ skuteczng endowaskularng technika naprawy tetniakéw
o trudnej anatomii. Zabieg jest przeprowadzany w sali hybrydowej, keéra
umozliwia lepsze obrazowanie w angiografii 3D. Pacjent jest znieczulony
ogdlnie i zapewniony jest dostep ramienny oraz udowy. Wprowadza si¢ do
aorty wstepujacej prowadnik i umieszcza dwie koszulki blisko docelowych
galezi trzewnych. Dla ulatwienia procedury wprowadzamy cewnik przez tet-
nicg udowa i wykonujemy angiografi¢, aby méc uzyska¢ obraz 3D, dzigki
ktéremu precyzyjnie ustawimy koszulki naczyniowe w docelowej lokalizacji.
Sprawdzamy drozno$¢ naczyni przez kontrolng angiografi¢. Teraz, tak jak to
juz zostalo wczesniej opisane, stosujemy technik¢ EVAR i przez dostep udo-
wy wprowadzamy stent aortalny. Najpierw pozycjonujemy i roprezamy gléw-
ny stent aortalny, a pézniej wycofujemy koszulki i réwnoczesnie rozprezany
trzewne stenty. Celem zabiegu jest utozenie stentéw naczyni trzewnych ponad

proksymalng krawedzia gléwnego stentu artalnego™”°.

107



M.DYGA, Z. KASIECZKA,P.PILAT, K. GRUDNIK, R. KOLODZIE]

Ryc.15 Wizualizacja ukladu stentu gléwnego i pobocznych stentéw w technice kominowe;”

Najwickszym badaniem diugoterminowym oceniajacym technike ko-
minowa byt rejestr Pericles. Retrospektywne badanie ewaluujace 898 przesz-
czepéw kominowych u 517 pacjentéw leczonych Ch-EVAR w latach 2008-
2014. Sredni okres obserwacji wynosit 17,1 miesiaca. W tym czasie droznoéé
pierwotna wyniosta 94%, drozno$¢ wtérna 95,3%, a przezycie catkowite pa-
cjentéw bylo na poziomie 79%. Srédoperacyjny przeciek typu Ia stwierdzono
u 41 (7,9%) pacjentéw. W wynikach sugerowano, ze istnieje mozliwo$¢ mini-
malizagji iloéci przeciekéw typu Ia poprzez kwalifikacje pacjentéw, u ktérych
strefa ladowania wynosi co najmniej 20 mm’>7. W perspektywie 3 lat faczne
catkowite przezycie wynosito 81%, reinterwencja nie byla wymagana w 86%
przypadkéw, a drozno$¢ naczynia zostata zachowana u 95,1% pacjentéw.
Potwierdza to, ze ChEVAR jest realna alternatywa dla leczenia aortalnych
tetniakéw okolonerkowych wysokiego ryzyka. W 2019 r. wytyczne Europej-
skiego Towarzystwa Chirurgii Naczyniowej (ESVS) zalecily ChEVAR jako
alternatywe w sytuacjach naglych lub gdy nie mozna zastosowaé stentgraftu
fenstrowanego. Wg badan kluczowym w tej technice jest wlasciwy dobér pa-
cjentéw wg kryteriéw anatomicznych”.
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7.2. Stentgrafty fenstrowane oraz rozgalezione

Stentgrafty z fenstracja (FEVAR) sa unikalnym rozwiaznaiem przena-
czonym do leczenia AAA. Ich zasada budowy jest identyczna jak standardo-
wych stentgraftéw, jednak réznia si¢ one obecnoscia okienek dla naczyn od-
chodzacych od aorty. Stentgraft zakfada si¢ jak w typowym zabiegu EVAR,
a po umieszczeniu urzadzenia kaniuluje si¢ naczynia nerkowe lub trzewne
i pozycjonuje okienka, by uzyska¢ prawidtowy przeptyw. W okolicy fenstracji
obecne s3 znaczniki nieprzepuszczane dla promieni RTG, co utatwia ustawie-
nie stentgraftu. Zaleta systemdw fenstrowanych jest brak tworzenia si¢ uktadu
rynny w przekroju naczynia, ktéra powstaje w przypadku zastosowania techni-
ki kominowej. Brak tego wewnetrzengo zagiecia ciata stentgraftu wywolanego
przez zewngtrznie polozone stenty naczyn pobocznych wplywa na zmniejsze-
nie si¢ prawdopodobiefistwa wystapienia przecicku okoloprotezowego typu
I. Urzadzenia produkowane sa na zaméwienie i dostosowywane do anatomii
konkretnego pacjenta. Projektowanie systemu odbywa si¢ na podstawie to-
mografii komputerowej wysokiej rozdzielczosci. Ich wyprodukowanie zwy-
kle zajmuje kilka tygodni, co sprawia, ze system jest zarezerwowany jednynie
dla stabilnych, planowych pacjentéw. Wyniki badan klinicznych sugeruja ze
FEVAR jest bezpieczng metoda o 100% wskazniku powodzenia technicz-
nego w okresie 2 lat i 20% catkowita $miertelnoscia. Poréwnujac chEVAR
i FEVAR, wyniki 30 dniowej $miertelnosci, péznej $miertelnosci i dziatan
niepozadanych ze strony nerek byly korzystniejesze w przypadku stentgraftéw
fenstrowanych. Jednak w grupie FEVAR S$redni czas zabiegu byl dluzszy,
a pacjenci byli narazeni na wigksza utrate krwi”.

Do stentgraftéw okienkowych mozna réwniez dolaczaé rozgalezienia
wprowadzane do naczyri docelowych. Rozgalezione urzadzenia mozna uzy-
ska¢ na dwa sposoby, przyszywajac ramiona w okolicy fenstracji lub wpro-
wadzajac w nig samorozprezalne ramiona. Systemy z fenstracja oraz rozgale-
zione zostaly dopuszczone do uzytku klinicznego w Europie, ale w Stanach
Zjednoczonych sa uwazane za urzadzenia eksperymentalne i nadal pozostaja
w fazie badan klinicznych. Poczatkowy sukees techniczny wynosit okoto 99%.
Perfuzja naczynia docelowego wahata si¢ od 90,5% do 100%. Smiertelnoéé
okolooperacyjna (30-dniowa) wyniosta 2%. Stentgrafty z fenestracja i roz-
galezieniem zostaly uznane jako minimalnie inwazyjna alternatywa leczenia
zozonych tgtniakéw u pacjentdw z grupy wysokiego’®”.

Odmiang FEVAR s3 stentgrafty modyfikowane przez lekarza. W przy-
padku tetniakéw, dla ktérych nie da si¢ stworzy¢ fenstrowanych fabrycznych
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stentgraftéw lub zabieg jest przeprowadzany w trybie naglym opcja moga by¢
modyfikowane przez operatora systemy. Niezbedne jest zaplanowanie prze-
biegu modyfikacji przed zabiegiem na podstawie tomografii komputerowe;.
W dniu zabiegu stentgraft jest zdejmowany z ostonki i na sterylnym polu
wycina si¢ w nim recznie fenestracje. Nastgpnie w kazdym otworze umieszcza
si¢ zakryty stent, ktdry stuzy jako odgalezienia do tetnic nerkowych lub trzew-
nych. Markery nieprzepuszczalne dla promieni rentgenowskich sa wszyte na
poczatku galezi oraz w przedniej i tylnej pozycji dla utatwienia pozycjonowa-
nia. Urzadznie zostaje ponownie ostonigte i za pomoca cewnika wprowadzo-
ne do naczynia pacjenta. Kolejne kroki przebiegaja standardowo, rozpoczy-
najac od pozycjonowania body stentgraftu, przez kaniulowanie docelowych
rozgalezien aorty i rozprezanie urzadzenia. Takie postgpowanie daje lekarzom
doatkowe mozliwosci leczenia pacjentéw nawet tych o bardzo ztozonej ana-
tomii. Obecnie istnieje mato danych na temat bezpieczenistwa i skutecznosci
modyfikowanych przez lekarzy systeméw. Ta metoda jest stosowana rzadko
i jedynie przez doswiadczonych specjalistéw posiadajacych wlasciwe zaplecze
sprzgtowe. Badania kliniczne sugeruja, ze stentgrafty modyfikowane majg wy-
soki wskaznik regresji worka tgtniaka- 95% w okresie 50 miesigcy oraz 94%
przezywalno$¢ w tym okresie. FEVAR ma jednak okolo trzykrotnie mniejsza
czgsto$¢ reinterwencji. Zaletami modyfikownych stentgraftow jest ich szeroki
zakres dostosowania do anatomii pacjenta i mozliwo$¢ zastosowania w przy-
padku operacji w trybie naglym. Jednak urzadzenia fenstrowane fabrycznie
pozwalaja na podwdjng kontrole projektu i jakosci systemu. Po wstepnej
ocenie i zarysowaniu ksztaltu stentgraftu przez lekarza prowadzacego dane
wysylane sa do firmy w ktérej inzynierowie weryfikuja i ulepszaja projekt. Po-
faczenie medycyny i wiedzy doswiadczonych naukowcéw, ktérzy zaplanowali
setki syteméw dla réznych pacjentéw pozwala wyeliminowaé wiele bleddw.
Fabrycznie systemy sa réwniez kontrolowane pod wzgledem jakosci i nieza-

wodnosci, czego nie mozna zrobi¢ modyfikujac urzadzenie recznie’®’8.

8. Podsumowanie

Badania dlugoterminowe poréwnujace klasyczna metode operacji AAA
i EVAR do tej pory nie dostarczyly wystarczajacej ilosci danych, by okresli¢
ktére podejécie jest nadrzedne. Jednak z roku na rok liczba endowaskularnych
zabiegéw wykonywanych na calym $wiecie intensywnie wzrasta. Specjalisci
wierza, ze jest to przyszto$¢ chirurgi i w jej kierunku szkola kolejne pokolenia.
Pierwszy zabieg EVAR zostal przeprowadzony mniej niz 30 lat temu, ale od

110



NAJNOWSZE TECHNOLOGIE W CHIRURGICZNYM LECZENIU TETNIAKOW...

tego czasu metody i systemy dostarczania stentgraftéw niezwykle szybko si¢
rozwijaly i byly ulepszane. Nowe generacje materialéw, innowacyjne projek-
ty stentgraftéw i urzadzenia ulatwiajace przeprowadzenie zabiegu w rekach
dos$wiadczonych specjalistéw daja pacjentom szans¢ na maloinwazyjny, bez-
pieczniejszy okoloperacyjnie zabieg. Pozwalaja tez uniknaé powaznych powi-
kiari oraz bélu zwiazanego z rozlegly rang pozabiegows. Komfort zycia pacjen-
ta po zabiegu EVAR jest znacznie lepszy niz po zabiegu otwartym, co skraca
czas hospitalizacji i pozwala na szybszy powrét do pelnej sprawnosci. W naszej
opinii dalszy rozwéj EVAR powinien nadal podaza¢ w kierunku systeméw
umozliwiajacych poszerzanie kryteriéw kwalifikacji pacjentéw. Majac na
uwadze, ze chorzy z AAA s3 zwykle w podesztym wieku, obciazeni chorobami
wspOlistniejacymi, ktére czgsto uniemozliwiaja przeprowadzanie zabiegdw
w znieczuleniu ogélnym EVAR moze by¢ jedyna szansy leczenia dla wigk-
szoéci z tych pacjentédw. Stentgrafty przyszlosci powinny jak najlepiej odwzo-
rowywa¢ ludzka anatomie i by¢ dostosowywane indywidualnie do chorego.
Poczatkiem tego podejécia sa urzadzenia z fenstracja. Za niezwykly uwazamy
rozwéj chirurgii naczyniowej na przestrzeni ostatnich lat. Jednak projekty
takie jak Nellix powinny by¢ dla nas ostrzezeniem przed zbyt pochopnym
wprowadzaniem nowych rozwigzad do ogélnego uzytku. Kazda innowacja
powinna by¢ dokladnie przetestowana, réwniez dtugoterminowo przed wpro-
wadzeniem na rynek. Warto tez biorac przyklad z krajéw prowadzacych ba-
dania przesiewowe w kierunku AAA zastanowic si¢ czy wezesniejsze wykrycie
obecnosci tetniaka nie mogloby by¢ pomocne w jego leczeniu. Wykrywajac
zmiany wcze$niej, mamy mozliwo$¢ lepszego zaplanowania zabiegu i stworze-
nia stentgraftu personalizowanego. Naszym marzeniem jest rozwdj technolo-
gii EVAR tak, aby byla to metoda fatwodostgpna, dostosowana do pacjenta

i dajaca mu szanse na peten powrét do sprawnosci.
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Abstrakt:

Ostatnie dekady dostarczyly nam wielu przelomowych rozwiazan we wszystkich dziedzinach
zycia 1 byly zlotym czasem, szczegélnie dla rozwoju nauki i technologii. Opatentowana juz
w 1986 roku technika druku 3D na przestrzeni ostatnich 10 lat mocno zyskata na popularnosci
i stala si¢ rewolucyjna metoda wytwarzania fizycznych obiektéw na podstawie modeli widocz-
nych na ekranie komputera. Coraz wigksza powszechnos¢ i jakos¢ drukarek 3D oraz szeroki
wachlarz dostepnych materialéw, sprawiaja, ze technologia ta daje ogromne mozliwosci, przez
co coraz czedciej i chetniej wykorzystywana jest jako narzedzie w srodowisku medycznym, mie-
dzy innymi w chirurgii szczekowo-twarzowej. Chirurdzy i inzynierowie zajmujacy si¢ rekon-
strukcja twarzy stoja przed wieloma wyzwaniami, zwiazanymi gléwnie ze ztozonoscia strukeur
anatomicznych w tym obszarze. Technika druku przestrzennego ulatwia nie tylko odbudowe
ubytkéw, ale réwniez w znacznym stopniu przyczynia si¢ do skrdcenia czasu trwania calego
zabiegu. Liczne modele anatomiczne, odwzorowujace dokladna budowe czaszki pacjenta, im-
planty, szablony, czy tez szyny chirurgiczne, to tylko kilka z wielu przykladéw zastosowania tej
technologii, przywracajacej unikalne struktury i funkcjonalnos¢ twarzoczaszki.

Stowa kluczowe: druk tréjwymiarowy, druk 3D, chirurgia szczegkowo-twarzowa

Abstract:

Recent decades have provided us with many breakthroughs in all areas of life and have been
a golden time, especially for the development of science and technology. Patented already
in 1986s, the 3D printing technique has grown in popularity over the last 10 years and has
become a revolutionary method of producing physical objects based on models visible on
a computer screen. The increasing popularity and quality of 3D printers and a wide range of
available materials make this technology offer great opportunities, which is why it is more
often and more willingly used as a tool in the medical environment, including maxillofacial
surgery. Facial reconstruction surgeons and engineers face many challenges, mainly related to
the complexity of the anatomical structures in this area. The 3D printing technique not only
facilitates the reconstruction of defects, but also significantly contributes to shortening the
duration of the entire procedure. Numerous anatomical models reflecting the exact structure
of the patient's skull, implants, guides or surgical splints are just a few of the many examples of
the use of this technology, restoring the unique structures and functionality of the craniofacial.
Keywords: three-dimensional printing, 3D printing, maxillofacial surgery
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1. Wprowadzenie

Chirurgia szczgkowo-twarzowa to niezwykle wazna dziedzina medycyny,
zajmujaca si¢ gléwnie rekonstrukejg defektéw w obrebie twarzoczaszki, wyni-
kajacych z wad wrodzonych lub nabytych, na przyklad w wyniku powaznego
wypadku. Niwelujac nieprawidtowosci daje ona wielu osobom szansg na lep-
sze zycie, przywracajac unikalne, anatomiczne, funkcjonalne i estetyczne cechy
kazdego czlowicka, takie jak wyglad, czy mowa, przez co w znacznym stopniu
poprawia interakcje ze spoteczeristwem. Dziedzina ta zajmuje si¢ leczeniem
chirurgicznym zaréwno tkanek mickkich, gléwnie: uszu, powiek, nosa, jezy-
ka, warg i twarzy, jak réwniez kosci szkieletu czaszkowo-twarzowego'. Liczne
ubytki tkanek migkkich lub kosci prowadza do powstawania nieestetycznych,
trudno gojacych si¢ ran. Rekonstrukcja wad w obrebie twarzoczaszki jest do$é
skomplikowana, gléwnie ze wzgledu na duza liczbe réznych typéw tkanek,
zozono$¢ struktur anatomicznych znajdujacych si¢ w bliskiej odleglosci oraz
nacisk na pozytywne wyniki estetyczne ze strony pacjentéw. Obecnie najpo-
pularniejszymi metodami stosowanymi w chirurgii rekonstrukeyjnej sa przesz-
czepy, implanty, czy tez mikrochirurgiczne transfery tkanki. Te powszechne
rozwigzania, mimo czgstego stosowania niosg za sobg wiele zagrozen, w tym
liczne powiklania zwiazane z komplikacjami przy wprowadzaniu implantéw,
dtugi czas operacji, czy niepelne wygojenie ran pooperacyjnych*’. Klopotliwe
w niektdrych przypadkach staje si¢ réwniez pozyskanie wystarczajacej ilosci
tkanki o takich samych wlasciwosciach, jak tkanka otaczajaca ubytek, w celu
przywrécenia jej prawidtowej budowy anatomicznej i pierwotnych funkgji.
W takiej sytuacji pomocna, a zarazem najbardziej optymalna okazuje si¢ inno-
wacyjna technika druku przestrzennego, inaczej tréjwymiarowego (ang. three
dimensional printing — 3DP), ktéra ewoluowala na przestrzeni kilku ostatnich
dekad i wiele zakoriczonych sukcesem implementagji tej technologii utwier-
dza nas w przekonaniu, ze w niedlugim czasie zrewolucjonizuje ona dziedzi-
ne medycyny rekonstrukcyjnej*>. Od momentu jej opatentowania w 1986
roku, dzigki szybkiemu wprowadzeniu nowoczesnych drukarek 3D i licznym
ulepszeniom, takim jak obrazowanie w wysokiej rozdzielczosci, czy zwigkszo-
na precyzja druku, technologia 3DP bardzo si¢ rozwingla, co pozwolito na
zastosowanie jej w wielu dziedzinach, w tym w lotnictwie, inzynierii, sztuce,
przemysle spozywezym, edukacji, produkgji i wreszcie w medycynie®®. Przy
wykorzystaniu zréznicowanych, zwykle ogélnodostgpnych materiatéw, takich
jak metale, ceramika, czy tworzywa sztuczne, z uzyciem technologii 3DP je-

ste$my w stanie wytworzy¢ fizyczne tréjwymiarowe obiekty o konkretnych
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ksztattach i wlasciwosciach’. Proces druku przestrzennego jest zdefiniowany
przez Migdzynarodowa Organizacj¢ Normalizacyjng (ISO) i Amerykariskie
Towarzystwo Badari i Materiatéw (ASTM), jako ,proces faczenia materia-
16w w celu wykonania cz¢sci z danych dla modelu 3D, zwykle warstwa po
warstwie, w przeciwieristwie do metodologii wytwarzania subtraktywnego
i formatywnego”®. Z biegiem czasu technika 3DP zyskala wiele réznych nazw,
takich jak: druk przestrzenny, bezposrednia produkcja cyfrowa, wytwarzanie
addytywne, wytwarzanie bryt swobodnych, szybkie wytwarzanie i szybkie pro-
totypowanie’. Warto takze podkresli¢, ze ze wszystkich publikacji naukowych
napisanych na podstawie wykorzystania 3DP w medycynie, te skupiajace si¢
wokét rekonstrukeji okolic twarzoczaszki stanowia bardzo wysoki odsetek,
a wiaze si¢ to gléwnie z wieloma mozliwosciami zastosowania tej technologii

we wspomnianym obszarze'’.
2. Najczesciej wykorzystywane techniki druku tréjwymiarowego

Pomimo tego, iz w medycynie, a szczegdlnie w chirurgii rekonstrukeyj-
nej dostgpnych jest obecnie wiele wariantéw 3DP, wszystkie z nich maja bar-
dzo podobng koncepcj¢ wytwarzania tréjwymiarowych modeli.

Caly proces rozpoczyna si¢ od wykonania skanu okreslonych strukeur
anatomicznych, przy uzyciu popularnych technik obrazowania, takich jak re-
zonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging - MRI) i tomografia
komputerowa (ang. computed tomography - CT). Projektowany model jest
przetwarzany i optymalizowany przy uzyciu okreslonych programéw kom-
puterowych, przeksztalcany w standardowy plik, a nastgpnie importowany
do drukarki 3D. Kazdy model zostaje sformatowany do wybranego ksztattu
geometrycznego, po czym jest krojony na cienkie warstwy, a ruchy glowicy
i platformy drukujacej umozliwiaja tworzenie modelu warstwa po warstwie,

wedlug scisle okreslonych i precyzyjnie zaprogramowanych parametréw”!'.

3. Stereolitografia

Pierwsza z technik 3DP jest stereolitografia (SLA), w tej metodzie mo-
del 3D jest wytwarzany w procesie nakladania si¢ warstw, ktére odpowiadaja
osiowym rzutom obrazéw uzyskanych, dzigki wykorzystaniu CT.

Technika ta opiera si¢ na procesie fotopolimeryzacji, w ktérym materiat
stanowi plynna zywica, ktdra nastgpnie zostaje utwardzona pod wplywem
$wiatla ultrafioletowego (UV). Kazda warstwa jest zwykle polimeryzowana
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na grubos$¢ 0,05-0,15 mm. Proces ten jest kontynuowany, az kazdy wycinek
obrazu uzyskanego dzigki CT zostanie zduplikowany na modelu zywicy. Wy-
korzystywane w chirurgii modele sa w wigkszosci przygotowywane z zywi-
cy akrylowej lub epoksydowej. Duza dokladno$¢ wydrukowanych obiektéw,
zgodno$¢ z anatomia pacjenta, a takze ich przydatno$¢ w postgpowaniu oko-
ooperacyjnym zostaly sprawdzone i potwierdzone w licznych doniesieniach

naukowych'*4,
4. Selektywne spiekanie laserowe

Selektywne spiekanie laserowe (SLS), bedace kolejng znang technika
3DP jest klasyfikowane jako proces stapiania ztoza proszkowego, ktére jest
obecnie szeroko stosowane w licznych dyscyplinach medycznych. System
umozliwiajacy tworzenie tréjwymiarowych obiektdw sklada si¢ z lasera, urza-
dzenia do nakfadania kolejnych warstw proszku, komputera z odpowiednim
oprogramowaniem do sterowania caltym procesem i niektérych dodatkowych
mechanizméw, takich jak systemy podgrzewania ztoza proszku.

Funkgja systemu SLS polega na skupieniu lasera o duzej mocy na pierw-
szej warstwie proszku, powodujac jej stopienie w pozadany ksztalt. Gdy po-
czatkowa warstwa zostanie utwardzona, kolejna warstwa proszkowego mate-
riatu jest dodawana na wierzch rozwijajacej si¢ konstrukgji, a laser spieka jej
okreslone obszary®. Do tego celu wykorzystywane sa rézne rodzaje laseréw,
takie jak lasery CO,, lasery wtéknowe lub lasery dyskowe, wybierane w zalez-
nosci od materiatu uzytego do produkeji oraz mechanizmu metalurgicznego
zageszczania proszku'®. Wspomniang procedur¢ nakladania warstw prosz-
ku powtarza si¢, warstwa po warstwie, az do momentu uzyskania gotowego
obiektu. Dostepno$¢ tego procesu umozliwia wytwarzanie szerokiej gamy
bardzo precyzyjnych obiektéw, w tym szyn chirurgicznych, wykonanych na
zamé6wienie tytanowych implantéw do orbity oczodotu, plytek uzupetniaja-
cych ubytki kosci czaszki i wielu innych, ktére doskonale dostosowuja si¢ do

17,18

indywidualnych potrzeb pacjentéw
5. Technologia FDM

Technologia FDM (ang. Fused Deposiotion Modeling), znana takze jako
technologia FFF (ang. Fused Filament Fabrication), to kolejny szeroko dostep-
ny i bardzo popularny sposéb wytwarzania przestrzennych obiektéw. Pod-
stawowa zasada tej techniki opiera si¢ na topieniu materiatu przez glowice
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drukarki, a nastgpnie przetlaczaniu go przez dysz¢ o Srednicy ok. 0,6 mm
i rozprowadzaniu w kontrolowany sposdéb, zgodnie z wczesniej zdefinio-
wang $ciezka. Po utworzeniu jednej warstwy o grubosci 0,1-0,3 mm, plat-
forma robocza przesuwa si¢ w dét lub glowica drukarki porusza si¢ w gére,
a nowa warstwa materiatu jest nakltadana na warstwe poprzednia'®. Ten pro-
ces 3DP jest popularny w §rodowisku medycznym, gléwnie ze wzgledu na
duze bezpieczenistwo, niski koszt sprzetu i dostgpnosé szerokiej gamy mate-
riatéw do druku. Zastosowanie tréjwymiarowych modeli stworzonych z wy-
korzystaniem technologii FDM jest bardzo szerokie, natomiast najcze¢sciej
przy pomocy tej metody tworzy si¢ szablony chirurgiczne, ktére nie tylko
podnosza precyzje wykonywanych zabiegéw, ale réwniez mocno skracajg sam
czas trwania operacji, co z kolei przeklada si¢ na znacznie mniejsze ryzyko

powiklant pooperacyjnych®.
6. Materialy uzywane w druku tréjwymiarowym

Kazdy proces wytwarzania fizycznych tréjwymiarowych obiektéw wy-
maga zewngetrznego zrédla energii, zwykle w postaci ciepta lub $wiatla. Dobér
odpowiedniego materiatu jest kluczowy i uzalezniony od konkretnych wy-
magan, co do pozadanych cech drukowanego modelu oraz wybranej techniki
3DP. Obecnie dostgpnych jest wiele materiatéw o réznych whasciwosciach,
zaréwno fizycznych, jak i chemicznych.

Najbardziej powszechnie stosowane sa tworzywa sztuczne, takie jak po-
lietylen, poliamid i nylon, ktére cechujg si¢ wysoka trwalocia i elastyczno-
$cia?'. Czesto wykorzystywanymi materialami sa réwniez akrylonitrylo-bu-
tadieno-styren (ABS) oraz fatwo biodegradowalny kwas polimlekowy (PLA),
wystepujacy miedzy innymi w postaci zywicy. Do wytwarzania biorusztowan,
gléwnie metoda FDM wykorzystywany jest kopolimer glikolidu z laktydem
(PLGA), stanowiacy rusztowanie dla komérek osteogennych $cian ubytku
kostnego i umozliwiajacy jego szybsza regeneracj¢ oraz odbudowe?. Mniej
popularnym tworzywem sztucznym jest alumid, ktéry powstaje przez pola-
czenie aluminium z poliamidem i spotykany jest zazwyczaj w postaci proszku,
uzywanego do spiekania.

Inng bardzo czgsto wykorzystywana grupa materiatéw sg metale, gtéwnie
stal nierdzewna oraz pochodne tytanu i kobaltu. Posiadaja one optymalne
whasciwosci mechaniczne oraz wysoka biokompatybilnog¢?'.

Ceramika stanowi kolejny powszechnie uzywany materiat w 3DP, zwy-
kle wykorzystywany jest proszek ceramiczny, ktéry po stopieniu tworzy silne
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wiazania. Dodatkowo wykazano, ze dodawanie do proszku ceramicznego
zwiazkéw wapniowo-fosforanowych daje wytworzonym modelom, pelniacym
rol¢ implantéw mozliwo$¢ tworzenia biokompatybilnego srodowiska, co z ko-
lei przektada si¢ na lepsze réznicowanie i proliferacje okolicznych komérek®.
Warto podkresli¢, ze caly czas prowadzone sa nowe badania nad wykorzysta-
niem licznych biomateriatéw w technice 3DP do zastosowari medycznych.

7. Zastosowanie technologii druku tréjwymiarowego

Technika 3DP znajduje coraz wigcej zastosowani w chirurgii, jednak jej
Scisle okreslone role wymagaja skrupulatnego usystematyzowania. Z pomo-
cg przychodzi analiza systematyczna, zatytulowana jako ,Nowa klasyfikacja
technologii druku tréjwymiarowego: systematyczny przeglad druku tréjwy-
miarowego w chirurgii czaszkowo-szczgkowo-twarzowej specyficznej dla da-
nego pacjenta”?, ktérej autorzy wyrdzniaja cztery podstawowe mozliwosci
zastosowania techniki 3DP w tej dziedzinie.

Pierwsza z nich obejmuje wytwarzanie przestrzennych modeli, na pod-
stawie powszechnie dostgpnych metod obrazowania, na przyklad CT, ktére
nastgpnie sa wykorzystywane do wizualizacji chirurgicznej (Zdjecie 1). Moz-
liwo$¢ obejrzenia takiego modelu przed, jak i w trakcie operagji jest bardzo
przydatna, daje szans¢ poznania szczegbtowej anatomii pacjenta, a w efekcie
moze pomdc w przeprowadzeniu szybkiego i sprawnego zabiegu. Modele te
sa rowniez bardzo pomocne w sytuacji, kiedy konieczne jest dopasowanie
implantu do ksztattu ubytku lub zastosowanie plytek rekonstrukeyjnych,
na przyktad przy ztamaniu zuchwy. Umozliwiaja one wéwczas wezesniejsze
i bardziej precyzyjne wygiccie takiej plytki na wydrukowanym modelu, nawet
przed operacja (Zdjecie 2).

Druga opisang mozliwo$cia wykorzystania 3DP jest tworzenie precyzyj-
nych szablonéw chirurgicznych, znajdujacych zastosowanie najczeéciej przy
rekonstrukeji po urazach twarzoczaszki. Przy uzyciu nowoczesnego oprogra-
mowania mozliwe jest stworzenie modelu idealnie uzupelniajacego ubytek
kosci, na podstawie ktérego podczas przeprowadzanej operacji mozna po-
bra¢ przeszczep kostny o wymaganym ksztalcie, co znacznie zaoszczedzi czas
i zwickszy bezpieczenistwo zabiegu, w poréwnaniu do tradycyjnej metody cia-
glego rzezbienia kosci i sprawdzania ksztattu, az do momentu jej catkowitego
dopasowania do ubytku.

Kolejnym pomystowym zastosowaniem technologii 3DP jest tworzenie

szyn chirurgicznych, uzywanych najczgéciej w chirurgii ortognatycznej. Ich
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zadaniem jest ulatwienie korekeji zgryzu, miedzy gérnym i dolnym tukiem
zgbowym, przy leczeniu operacyjnym deformacji szkieletu czaszkowo-twa-
rzowego. Zaleta zastosowania w tym przypadku 3DP jest przede wszystkim
zmniejszenie strat materialéw oraz oszczgdno$é czasu w poréwnaniu z trady-
cyjnymi metodami.

Ostatnig z wymienionych mozliwosci zastosowania tej technologii jest
tworzenie implantéw. Niesie to za soba jednak pewne ograniczenia, glownie
z uwagi na znacznie wigksze wymagania co do samego procesu wytwarzania
modelu, ktéry mialby stuzy¢ jako implant oraz trudnosci w doborze odpo-
wiednich materiatéw, ktére musza wykazywaé miedzy innymi takie cechy jak
biokompatybilno$¢ i pelna funkcjonalno$é. Mimo licznych niedogodnosci
coraz czgdciej obserwuje si¢ zastosowanie 3DP wlasnie w dziedzinie implanto-

logii i nieustannie prowadzone s nowe badania naukowe na ten temat.

Zdjecie 1. Model prawidtowej czaszki pacjenta z mocnym ztamaniem prawej strony zuchwy,
wydrukowany przy uzyciu technologii druku tréjwymiarowego. Projekt zostal uzyskany przez
stworzenie lustrzanego odbicia mniej uszkodzonej lewej strony zuchwy i nalozeniem go na
strong przeciwng, celem odtworzenia pierwotnego wygladu czaszki'.
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Zdjecie 2. Plytka rekonstrukcyjna, wygicta na podstawie przygotowanego wezesniej modelu
zuchwy, stworzonego za pomoca techniki druku tréjwymiarowego'.

8. Zastosowanie technologii druku tréjwymiarowego przy rekonstrukcji
ztamania dna oczodolu

Zlamanie dna oczodolu jest powszechnie wystepujacym urazem twa-
rzoczaszki. Jednym z jego najczestszych powiktan, a zarazem wskazaniem do
wykonania zabiegu chirurgicznej rekonstrukeji moze by¢ podwoéjne widzenie.
Zastosowanie w tym przypadku wydrukowanego modelu dna oczodotu wy-
konanego technika 3DP, na podstawie ktérego uformowany zostal implant,
umozliwito mig¢dzy innymi skrécenie czasu calej operacji oraz czasu trwania
znieczulenia i zostalo opisane w jednej z publikacji naukowych®. Do bada-
nia wlaczono dwoéch pacjentéw. Pierwszym z nich byl 37-letni mezczyzna,
u ktérego po wykonaniu CT wykazano zlamanie dna prawego oczodolu
z przepukling mig$nia prostego dolnego gatki ocznej (Zdjecie 3). W wyni-
ku powyzszych urazéw u pacjenta wystapito podwéjne widzenie oraz ogra-

niczenie ruchéw zewngtrznych migsni gatki ocznej. Druga pacjentka byla
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50-letnia kobieta, u ktérej na zdjeciu wykonanym za pomoca CT zaobser-
wowano ztamanie dna lewego oczodotu z przepukling mig$niowa (Zdjecie 3).

Zdjecie 3. Skan uzyskany przy uzyciu CT w trzech plaszczyznach. Pacjent 1 — zlamanie dna
prawego oczodolu, pacjent 2 — ztamanie dna lewego oczodotu®.

Z wykorzystaniem zaawansowanego oprogramowania do modelowania
3D, na podstawie skanéw otrzymanych dzigki uzyciu CT zaprojektowano
modele, bedace doktadnym odwzorowaniem rzeczywistej anatomii pacjentéw.
Do ich wykonania uzyto drukarki przemystowej, wykorzystujacej technologie
FDM, natomiast zastosowanym materiatem byt ABS (Zdjecie 4).

Przed przystapieniem do zabiegéw wydrukowane modele zostaly wyste-
rylizowane z uzyciem niskotemperaturowej plazmy gazowej nadtlenku wo-
doru. Operacje wykonywane byly przy znieczuleniu ogélnym. Na poczatku
wykonano niewielkie nacigcie i przeprowadzono preparacje do dolnego obrze-
za oczodolu. Po odstonigciu dna oczodotu wprowadzono plytke wykonana

z polietylenu o grubosci 0,85 mm, pelniaca role implantu (Zdjecie 5).
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Zdjecie 4. Model z defektem prawego oczodotu, wykonany technika druku tréjwymiarowego
z wykorzystaniem technologii FDM*.

Zdjecie 5. Zdjecia wykonane podczas operacji, ukazujace wprowadzanie polietylenowej plytki
w miejsce ubytku kostnego dna oczodotu®.

Dzigki mozliwosci wezesniejszego przycigeia i uformowania implantéw
na sterylnych modelach 3D, tak aby pasowaly do rozmiaru ubytkéw, wprowa-
dzono i stabilnie osadzono je juz za pierwszym razem, a co za tym idzie unik-
ni¢to koniecznosci wielokrotnego wyjmowania i ponownego wprowadzania
plytek w celu uzyskania oczekiwanego ksztaltu. Takie rozwiazanie pozwolito
skréci¢ czas kazdego z zabiegéw o prawie 30 minut, w poréwnaniu do wcze-
$niej wykonywanych operacji rekonstrukeji dna oczodotu z wykorzystaniem
tradycyjnej metody formowania implantéw.

Przez kolejne dwa miesiace obaj pacjenci byli pod stala obserwacja,
w wyniku ktérej nie stwierdzono zadnych nieprawidlowosci. Rany chirurgicz-
ne zostaly prawidlowo zagojone, a podwdjne widzenie ustapito. Oprécz sa-
mego planowania chirurgicznego, wydrukowane modele 3D zostaly réwniez
uzyte do edukacji pacjentéw, dla lepszego zrozumienia przez nich procedury

i celu wykonywanego zabiegu na podstawie wlasnej anatomii.
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9. Zastosowanie technologii druku tréjwymiarowego przy rekonstrukcji
wieloodlamkowego ztamania zuchwy

Rekonstrukeja wieloodtamkowego ztamania zuchwy jest do$¢ skompli-
kowanym zabiegiem, gléwnie z uwagi na trudno$¢ w odtworzeniu odpowied-
niego ksztattu tuku zuchwy podczas operacji. Bardzo pomocnym rozwiaza-
niem okazuje si¢ zastosowanie w tej sytuacji technologii 3DP. Pozawala ona
na wydrukowanie tréjwymiarowego modelu zuchwy pacjenta, na podstawie
skanu uzyskanego, dzigki uzyciu popularnej techniki obrazowania, jaka jest
CT, a nastgpnie odpowiednie wygiccie plytki rekonstrukcyjnej jeszcze przed
operacja.

Autorzy jednej z publikacji naukowych opisali w niej zastosowanie takie-
go rozwiazania przy rekonstrukeji wieloodtamkowego ztamania kosci zuchwy
u pieciu réznych pacjentéw?. Postgpowanie okolooperacyjne oraz przebieg
kazdej z operacji byly bardzo podobne. Na poczatku dokonano skanu twa-
rzoczaszki przy uzyciu CT, na podstawie ktérego z wykorzystaniem zaawan-
sowanego oprogramowania stworzono tréjwymiarowy projekt uszkodzonej
zuchwy pacjenta (Zdjgcie 6) i z pomoca przemystowej drukarki 3D, opiera-
jacej si¢ na technologii SLA wydrukowano modele, bedace odwzorowaniem
fragmentéw zfamanej zuchwy. Uzytym materialem byl ABS.

Zdjecie 6. Wirtualny tréjwymiarowy projekt uszkodzonej zuchwy pacjenta, stworzony na pod-
stawie skanu, uzyskanego z uzyciem CT?.
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Chirurg odpowiedzialny za przeprowadzenie operacji zweryfikowat, czy
skalowanie modelu jest prawidtowe, poréwnujac wymiary wydrukowanych
z¢béw z zgbami pacjenta. Nastgpnym krokiem bylo sklejenie wydrukowa-
nych fragmentéw przy pomocy kleju cyjanoakrylowego oraz ich dodatkowe
wzmocnienie metalowymi plytkami, w wyniku czego odtworzono model pra-
widlowej zuchwy pacjenta (Zdjecie 7). Po jego przygotowaniu mozliwe bylo
przystapienie do wstgpnego wygiecia plytki rekonstrukeyjnej, ktéra przed
operacja zostala starannie wysterylizowana.

Zdjecie 7. Tréjwymiarowy model prawidlowo odtworzonej zuchwy pacjenta, wraz ze wstepnie
wygieta plytka rekonstrukcyjna®.

We wszystkich pigciu przypadkach, zaréwno w trakcie, jak i po operacji
nie wystapily zadne powazne komplikacje. Ponadto dzigki zastosowaniu tech-
nologii 3DP czas trwania kazdej z operacji zostat skrécony od 45 do nawet
60 minut. Potencjalng wada takiego rozwiazania pozostaje koszt 3DP, ktdry
wynosit w tym przypadku od 1500 do 2000 dolaréw za pojedynczy model.

10. Podsumowanie

Technologia 3DP jest stosunkowo nowym, ale bardzo obiecujacym
i preznie rozwijajacym si¢ rozwiazaniem, dajacym szerokie mozliwosci wyko-
rzystania w chirurgii szczekowo-twarzowej. Wirtualna symulacja tréjwymia-
rowych obiektéw, polaczona z 3DP umozliwia miedzy innymi bardzo do-
kladne odtworzenie uszkodzonych kosci twarzoczaszki, zachowujac przy tym

naturalny ksztalt i symetrig, co stanowi ogromne ulatwienie w ich pézniejszej
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rekonstrukgji na sali operacyjnej. Swoje zastosowanie znajduje réwniez przy
produkeji implantéw, a takze szablonéw i szyn chirurgicznych. Zaawansowa-
ne programy komputerowe, szeroka gama dostgpnych materialéw oraz tech-
nik druku, warunkuja niemalze nieograniczone mozliwosci, co do tworzenia
tréjwymiarowych modeli. Opisane przez nas zastosowania stanowig zapewne
jedynie maly procent mozliwosci wykorzystania technologii 3DP w tej dzie-
dzinie. Jej gléwnymi zaletami sg skrécenie czasu trwania operacji, zwigksze-
nie ich dokladnosci, a zarazem zmniejszenie inwazyjnosci, co w znacznym
stopniu wplywa na jakos¢ pracy chirurgéw oraz komfort samych pacjentéw.
Potencjalne wady 3DP obejmuja dodatkowe koszty, ktére pojawiaja si¢ przy
procesie produkeji tréjwymiarowych modeli, potrzeb¢ znajomosci skompli-
kowanego oprogramowania do tworzenia wirtualnych projektéw 3D i nie-
kiedy dtugi czas realizacji, szczegdlnie kiedy wykonanie modelu zlecane jest
zewngtrznej firmie. Mimo, iz technologia 3DP jest obecnie wykorzystywana
w stosunkowo waskim zakresie, z biegiem czasu ma szansg zrewolucjonizowaé
dziedzing chirurgii i by¢ tym samym kolejnym krokiem milowym w rozwoju
nauk medycznych.
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Abstrakt:

Endometrioza jest przewlekla choroba okolo 10% kobiet w wieku rozrodczym, charakteryzu-
jaca si¢ obecnoscig gruczotdéw i podscieliska endometrium poza jama macicy. Stanowi duzy
problem kliniczny ze wzgledu na brak odpowiedniej formy leczenia oraz jej wezesnego wy-
krywania. Obecnie stosowane leki przeciwbdlowe, terapie hormonalne, zabiegi chirurgiczne
sa czesto nieskuteczne i wiaza si¢ z powaznymi skutkami ubocznymi, oraz wysokim odsetkiem
nawrotéw, dlatego niezbedne jest opracowanie nowych terapii ukierunkowanych na mecha-
nizmy komérkowe i molekularne odpowiedzialne za endometrioze. Nadzieje na innowacyj-
na forme leczenia daje terapia inhibitorami NPSR1 wykorzystywana w leczeniu stadium IIT
i IV endometriozy oraz polaczenie terapii genowej i leczenia hormonalnego, czyli jednoczesne
podawanie nanoczastek CPP/siRNA wraz z danazolem, ktére hamuja proliferacje i inwazje
komérek. Celem pracy jest przyblizenie inhibitoréw NPSR1 oraz terapii genowej z danazolem
jako nowoczesnych form terapii.

Stowa kluczowe: endometrioza, nowoczesne leczenie, NPSR1, CPP/siRNA

Abstract:

Endometriosis is a chronic disease of approximately 10% of women of reproductive age,
characterized by the presence of endometrial glands and stroma outside the uterine cavity.
It is a major clinical problem due to the lack of an appropriate form of treatment and its early
recognition. Medications that are currently used such as painkillers, hormone therapies, and
surgical procedures are often ineffective and are associated with severe side effects and a high
recurrence rate, so it is necessary to develop new therapies targeting the cellular and molecular
mechanisms responsible for endometriosis. Therapy with NPSR1 inhibitors is giving a hope
for the innovative form of treatment, which is used in the treatment of III and IV stage of
endometriosis and the combination of gene therapy and hormone therapy, which is simultane-
ous administration of CPP/siRNA nanoparticles with danazol, which inhibit proliferation and
invasion of a cell. The aim of the study is to introduce NPSR1 inhibitors and gene therapy with
danazol as modern forms of therapy.

Keywords: endometriosis, new treatment, NPSR1, CPP/siRNA
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1. Wstep

Endometrioza jest przewlekla choroba zapalna zalezna od estrogenu, cha-
rakteryzujacy si¢ obecnoscia tkanki podobnej do endometrium poza jama ma-
cicy'. Wystepuje u prawie 10% kobiet w wieku rozrodezym, z czego az 30 do
50% z nich cierpi na przewlekly bél i/lub nieptodnos¢?. Sumarycznie powo-
duje bdl i nieptodnos¢ u okoto 8-10% kobiet w wieku rozrodczym?®. Najcze-
$ciej zglaszanymi objawami sg bolesne miesigczkowanie, gleboka dyspareunia,
dyschezja i dyzuria'coelomic metaplasia and Miillerian remnants. Choroba
ta gléwnie obejmuje narzady rozrodcze, miednicg mniejsza, ale jej lokalizacja
moze by¢ réwniez bardzo odlegla. Najczeéciej wystepuje endometrioza jajnika,
otrzewnej i jajnika, pochwy, oraz otrzewnej. W 64% przypadkéw schorzenie to
diagnozowane jest dopiero w IIT i IV stadium, co jest ogromnym problemem
dla pacjentek pozostajacych bez rozpoznania w pierwszych okresach choroby*.
Patogeneza jest ztozona, a leczenie polega na tagodzeniu bélu, terapiach hor-
monalnych, leczeniu chirurgicznym, ale niestety zaden z dostgpnych lekéw
nie jest w stanie catkowicie jej wyleczy¢. W przegladzie systematycznym oceny
metod leczenia endometriozy Becker i in. szacuja, ze okolo 10% pacjentéw
nie ulega poprawie dzigki terapii hormonalnej i wymaga innych lekéw, takich
jak NLPZ. Do tej pory nie mozna zaproponowaé optymalnego leczenia en-
dometriozy, poniewaz wybrane terapie cz¢sto zawodza. Pilnie potrzebny jest
rozwoj nowych celéw biologicznych. Opisano wiele kryteriéw idealnego leku
na endometriozg. Wsrdd tych kryteriéw gtéwnym jest opracowanie srodkéw
leczniczych, zamiast lekéw dumiacych, kedre majg réwnoczesny wplyw na
bél i nieptodno$é, maja niski profil skutkéw ubocznych, nie sg antykoncepcja

i ktére mozna bezpiecznie stosowaé przez dhugi okres.
1.1. Podziat endometriozy

Endometrioz¢ mozna podzieli¢ na trzy podtypy na podstawie jej histo-
patologii i lokalizacji anatomicznych: endometrioz¢ powierzchowng (otrzew-
nowa), endometriozg gleboko naciekajaca (DIE)- definiowana jaka zmiany
naciekajace o glebokosci powyzej 5 mm’ i torbiele endometriotyczne jajnika
(tzw. torbiele czekoladowe). Amerykanskie Towarzystwo Medyczne Rozrodu
(ASRM) dokonalo klasyfikacji ze wzgledu na stopient zaawansowania choroby,
bazujac na liczbie, lokalizacji i glebokosci implantéw oraz obecnosci zrostéw,
co zostalo przedstawione w Tabeli 1.° Chociaz podzial ten zostal opracowa-

ny do oceny plodnosci, jest powszechnie stosowany w celu oceny nasilenia
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endometriozy i ujednolicenia zaréwno badai naukowych, jak i opieki nad
pacjentka.

Tabela 1. Podziat endometriozy wedtug ASRM”

Stopienn | Nazwa stopnia | Opis

I Minimalny Kilka niewielkich i powierzchownych ognisk endometriozy.

II Maly Zmiany osiagaja wicksza $rednice i siegaja glebiej, obecnos¢
pojedynczych zrostéw.

I Sredni Duzo glebokich implantéw, obecnos¢ malych torbieli czeko-
ladowych na jednym lub obu jajnikach, obecno$¢ zrostéw.

v Ciezki Wiele glebokich implantéw, ogniska endometriozy w réznych
lokalizacjach, duze torbiele czekoladowe na jednym lub obu
jajnikach, geste zrosty obecne réwniez w jelitach. Macica
moze pozostawaé nieruchoma, jej tylna czg$¢ moze by¢ przy-
ro$nicta do odbytnicy.

1.2. Nietypowe lokalizacje endometriozy

Endometrioza powierzchowna pojawia si¢ zwykle na powierzchni lub
w podsurowicowej tkance migkkiej otrzewnej lub narzadéw trzewnych, pod-
czas gdy DIE obejmuje zmiany si¢gajace gleboko do warstwy migsniowe;j je-
lita, $ciany pecherza moczowego, przepony i innych narzadéw. Nietypowe
lokalizacje endometriozy zostaly przedstawione w tabeli 2°. Rézne typy endo-
metriozy charakteryzuja si¢ odr¢bnymi cechami biologicznymi i klinicznymi.
W przeciwienistwie do endometriozy powierzchownej, DIE czesto powoduje
powazne objawy kliniczne, w tym znaczny bél oraz nieprawidlowosci ze stro-
ny przewodu pokarmowego i ukladu moczowo-plciowego 2. Dlatego w przy-
sztosci priorytetem powinno by¢ zwigkszenie hamowania i unikanie rozwoju
nowych zmian, a takze mozliwos¢ leczenia wszystkich fenotypéw endometrio-

zy oraz zmian poza miednica i adenomiozy.
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Tabela 2. Opis najczestszych typéw endometriozy pozagenitalne;j®

Zmiany obecne
sa na oplucnej
$ciennej,

W przeponie,

a takze na
oplucnej trzew-
nej oraz

w miazszu phuc

béle- kiedy za-
jety jest jeden
z wigkszych
nerwéw, bl
promieniuje
do obszaru
dystrybucji
nerwu. Bl
moze by¢
zwiazany z
okreslonymi
pozycjami cia-
fa lub ruchami.
Z czasem
pojawia sie
jeden lub
wiecej innych
objawéw neu-
rologicznych.

Zmiana czgsto
znajduje si¢
miedzy skéra

a powiezia,
rzadko pod
powiezig i nie
przechodzi
przez otrzewna.
Objawy
pojawiajg sie
najczesciej w
ciagu 1 roku od
operacji, najbar-
dziej wyraznym
jest cykliczna
tkliwos¢ ponad
ograniczony
obszar. Stop-
niowo rozwija
si¢ guzek, ktéry
moze zmieniaé
wielkos¢/
zanikad

w zaleznosci od
cyklu miesigcz-
nego. Zwykle
sa to pojedyn-
cze guzki na
jednym lub obu
koticach blizny.

pecherza przeszta
w przesztosci
operacje na
miednicy,

a zmiany czesto
byly zlokalizowa-
no w bliznach po
zabiegu
Symptomy

to gléwnie bél,
zaburzenia od-
dawania moczu,
krwiomocz. Cha-
rakterystyczne
dla endometriozy
moczowodu jest
przewlekly, pod-
stepny przebieg
bez objawéw.

Lokalizacja | Endometrioza Endometrioza | Endometrioza | Endometrioza Endometrioza
klatki piersiowej | pachwinowa w $cianic jamy | drég moczowych | przewodu
brzusznej pokarmowego
Cechy Jest bardzo Zwykle zloka- | Wystepuje Zajecie drég Najczgstsze
rzadka i mozna | lizowana w bliznach moczowych jest | miejsce
ja podzieli¢ na w okolicy po operacji prawie zawsze endometriozy
endometriozg kanatu podbrzusza, wskazaniem pozagenitalnej,
oplucnowa i pachwinowego, | najczesciej an- agresywnej wystepuje
plucna- objawy | w rzadkich tefleksji macicy | postaci choroby. | u okoto 5%
oplucnowe s przypadkach i histerektomii, | Najcze¢dciej pier- | wszystkich
znacznie czgstsze | w rejonie oraz innych wotng lokalizacjq | przypadkéw.
niz oskrzelowo- | kregostupa operagji gineko- | sa wi¢zadla krzy- | Dotyczy seg-
-plucne kulszowego logicznych, zowo-maciczne, | mentéw jelita
Dominujacym, | lub kosci a takze wycigcia | odnotowano zlokalizowa-
ale rzadkim fonowej wyrostka jednak izolowang | nych gléwnie
objawem Opisano robaczkowego, | pierwotng w poblizu
endometriozy przypadki przezbrzusznym | endometriozg narzadéw
oskrzelowo-ptu- | zlokalizowane | nakluciu macicy, | w pecherzu i plciowych
cnej jest krwio- | w kosci lub po urazie moczowodach, (esica, odbyt-
plucie, zwykle podudzia i $ciany brzucha | gdzie stanowi nica, wyrostek
wystepujace w krzyzowo-gu- | i chirurgii wazng przyczyng | robaczkowy).
$cistym zwiazku | zicznej plastycznej niedroznosci Wyrazna lub
z krwawieniem | Gléwnymi przepukliny Wickszos¢ kobiet | catkowita
miesiecznym. objawami sa pachwinowej. z endometrioza niedrozno$¢

rozwija si¢

w okoto 20%
wszystkich
przypadkéw
endometriozy
okreznicy,

ale wyrazne
zwezenie jelita
cienkiego wy-
stepuje znacz-
nie rzadziej.
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1.3. Mutacje genéw w endometriozie

Odkryciem ostatnich lat jest to, ze somatyczne mutacje gendw zwiaza-
nych z rakiem sa powszechnie spotykane w réznych typach endometriozy,
w tym DIE, torbielach endometrialnych i jatrogennej endometriozie. Mimo
to tkanka endometriotyczna wydaje si¢ normalna i histopatologicznie nie réz-
ni si¢ od endometrium eutopowego, a w przeciwienistwie do komérek rako-
wych, komérki endometriotyczne majg ograniczong aktywno$¢ proliferacyj-
na. Niemniej jednak oryginalne badanie przeprowadzone przez Anglesio et al.
w 20171, zglosilto, ze 83% tagodnych zmian DIE zawierato mutacje somatycz-
ne, a 26% nosito mutacje prowadzace, w tym w KRAS, PIK3CA, ARID1A
i PPP2R1A, z ktérych wszystkie byly ograniczone do nablonka. Te dobrze
znane geny sa réwniez czgsto zmutowane w rakach macicy macicy i rakach
jajnika zwigzanych z endometrioza®. Jednak czgsto$¢ wystgpowania ztosliwe;j
transformacji w endometriozie wynosi blisko 1%, a wyniki sugeruja, ze
sama obecno$¢ mutacji kierujacych nie jest wystarczajaca do wywolania trans-
formacji endometriozy ani nie wskazuje na prawdopodobna progresje do raka.
Co najmniej jedno badanie na mysim modelu endometriozy dostarczylo juz
dowodéw na to, ze (subklonalne) aktywujace mutacje Kras moga podtrzymy-
waé endometrioze, ale nie s wystarczajace do transformacji nowotworowej''.
Endometriotyczne komérki zrgbowe wykazuja specyficzne nieprawidtowosci
epigenetyczne, ktdre zmieniajg ekspresje kluczowych czynnikéw transkryp-
cyjnych. Na przyklad nadekspresja czynnika 6 wiazacego GATA przeksztatca
komoérke zrgbu endometrium w fenotyp endometriotyczny, a nadekspresja
czynnika 1 steroidogennego powoduje nadmierna produkcje estrogenu, co
prowadzi do zapalenia poprzez patologicznie wysoki poziom receptora estro-
genowego-f. Niedobér receptora progesteronu powoduje za$ opornos¢ na

progesteron'?.
2. Patofizjologia endometriozy

Podczas cyklu menstruacyjnego tkanka endometrium moze rozprzestrze-
ni¢ si¢ poza jej normalne polozenie i zostaé wszczepiona w inne miejsca, co
aktywuje odpowiedZ immunologiczng, ktéra w tym przypadku wydaje si¢
niewystarczajaca do usunigcia tych zmian. Zmiany przyciagaja makrofagi,
komoérki NK i cytotoksyczne limfocyty T, a nastgpujaca po tym aktywacja
odpowiedzi zapalnej sprzyja wydzielaniu cytokin i chemokin w jamie otrzew-

nej. Tworzy to mikrosrodowisko, ktdre przyczynia sie do rozwoju ektopowej
] y przyczy ¢ ) powej
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tkanki endometrium, ulatwiajac zlokalizowana angiogeneze i zakl6cajac pra-
widlowe procesy apoptotyczne. Wséréd czynnikéw zwiazanych ze zwigkszo-
nym ryzykiem rozwoju endometriozy s3 m.in. pochodzenie azjatyckie', oraz
przedtuzona ekspozycja na estrogeny (np. wezesny wiek pierwszej miesigezki,
krétsze cykle miesigczkowe). Ze wzgledu na to, ze wieloczynnikowy cha-
rakter endometriozy wiaze si¢ z udziatem mechanizméw immunologicznych,
proceséw angiogenetycznych i zmian biochemicznych, mozna wywniosko-
waé, ze czynniki genetyczne oraz modyfikacje epigenetyczne wspoltdziataja
w manifestacji choroby. Wzorzec dziedziczenia endometriozy zostal po raz
pierwszy zaproponowany przez Goodalla w 1943 roku, w jego odniesieniach
do 5 przypadkéw historii rodziny'®. Od tego czasu prowadzone s3 dalsze ba-

dania rodzinne®.
2.1. Czynniki genetyczne

Badania bliznigt i cztonkéw ich rodzin sugeruja skfadnik genetyczny
wystapienia endometriozy'’. Wyniki badan eksperymentalnych, dotyczacych
analizy genéw ESR1, ESR2, PGR i CYP19A1 wskazuja na istnienie pewnych
korelacji ich ekspresji z endometrioza. W badanych grupach kobiet z endo-
metrioza zaobserwowano istotny wzrost ekspresji genéw ESR2 i CYP19A1,
co moze wskazywaé na pewna rol¢ tego czynnika w patogenezie endometrio-
zy'®. Analiza ostatnich publikacji dotyczacych genetyki endometriozy wyka-
zaka rozbieznos¢ wynikéw w zaleznosci od danej populacji. Niemniej jednak
dane podkreslaja znaczenie oceny wariantéw genetycznych w réznych popula-
cjach, mozliwe ze w réznych grupach etnicznych okreslone allele ryzyka moga
dziala¢ inaczej w patogenezie choroby'. U podstaw progresji endometriozy
leza cztery wyrazne nieprawidtowosci w jamie macicy i tkance endometriozy

pozamaciczne;j:

- rozregulowanie réznicowania komérek mezenchymalnych endometrium,
- nieprawidlowe oznaki epigenetyczne,
- zapalenie aktywowane nadmiarem estrogenéw

- rozw6j opornosci na progesteron.

Wigkszo$¢ zmian stanowia komérki zrebowe endometriozy, ktére wyka-
zuja rozlegle nieprawidlowosci epigenetyczne. Komérki zrebu endometrial-
nego wykazuja réwniez szeroki zakres nieprawidtowej ekspresji NR. Siero-
ce NR5A1 i NR2F2 konkuruja o regulacj¢ gendéw syntetyzujacych steroidy

w komérkach zrebu endometriozy. Dominacja NR5A1 powoduje nadmierne
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tworzenie estrogenéw. Komérki zrebu endometrialnego wykazuja nienor-
malnie niski stosunek ESR1:ESR2 z powodu nadmiernego poziomu ESR2,
ktéry posredniczy w procesie zapalnym napedzanym estrogenem i tworze-
niu prostaglandyn. Komérki te maja réwniez niedob6r PGR, co prowadzi do
opornosci na progesteron i nieprawidlowej syntezy retinoidéw. Biologiczne
konsekwencje tych nieprawidlowosci w tkance endometriotycznej obejmu-
ja intensywne zapalenie, wadliwe réznicowanie i zwickszona przezywalnos¢
komoérek®. Jako integralng skfadowa choroby wskazuje si¢ metylacje DNA,
uwzgledniajac nowg rolg rodziny GATA jako kluczowych regulatoréw fizjo-
logii macicy. Nieprawidlowa metylacja DNA w komérkach endometriotycz-
nych koreluje ze zmiang ekspresji izoformy GATA, ktéra utatwia oporno$¢ na
progesteron i stymuluje postep choroby*..

2.2. Zmniejszona apoptoza

Apoptoza jest znacznie zmniejszona w endometriotycznym nablonku
gruczolowym i utracona jest jej cykliczna zmienno$¢ w stosunku do grupy
kontrolnej. Zauwazono tendencj¢ do zmniejszenia nasilenia apoptozy wraz
z postgpujacym stadium choroby, ale réznice nie byly istotne statystycznie.
Badania sugeruja, ze tkanka endometrium zlokalizowana w lokalizacjach
ektopowych rézni si¢ od endometrium eutopowego szybkoscia proliferacii,
poziomem hormondw steroidowych i markerami apoptozy. Nie stwierdzono
korelacji miedzy apoptoza a poziomem receptora estrogenowego w tkankach
endometrialnych, bez cyklicznej modulacji, ale stwierdzono mniejsza ilo§¢
receptora steroidowego w poréwnaniu z endometrium eutopowym®. Dodat-
kowo w pracy z 2016 roku dowiedziono, ze ERB (Estrogen receptor- receptor
estrogenowy P) prowadzi do nadekspresji SGK1 (glucocorticoid-regulated
kinase 1- Kinaza regulowana przez glukokortykoidy) w endometriozie, co
przyczynia si¢ do przezycia zmian endometrialnych poprzez hamowanie apo-
ptozy**. Ekspresja ERB moze by¢ >100 razy wyzsza w tkance endometriotycz-
nej niz w endometrium. ERB hamuje ekspresje ERa, co moze by¢ powodem
opornosci tych tkanek na progesteron. Wysoki poziom ERP symuluje wytwa-
rzanie prostaglandyn w tkankach i komérkach endometriozy poprzez induk-
gje ekspresji COX2, co skutkuje indukowaniem bdlu®. Réwniez czasteczki

miRNA moga wplywaé na zahamowanie apoptozy i postgp choroby®.
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2.3. Angiogeneza

W zmianach endometrialnych cz¢sto obserwuje si¢ nadmierne tworzenie
nowych naczyn krwionosénych zalezne od hormonéw steroidowych. Cytokiny,
takie jak IL-17A, moga nasila¢ angiogenez¢ w jamie otrzewnej i powodowaé
wzrost zmian endometrialnych'. Co wiecej, ERB stymuluje ekspresje SLIT3,
ktéry moze odgrywac kluczowa role we wzmacnianiu angiogenezy w endome-
triozie?”’. Nawracajace i przewlekle krwawienia widoczne dzigki makrofagom

obcigzonym hemosyderyna sa unikalng cecha histologiczna endometriozy.
2.4. Wadliwe zréznicowanie

Kluczowa obserwacja w endometriozie jest niedostateczne réznico-
wanie (decidualizacja) komoérki zrebu, ktére powiazano z opornoscia na

progesteron®"*%%,

2.5. Zapalenie

Zapalenie jest jednym z przyczyn bélu w endometriozie. Prowadzi
réwniez do przebudowy sasiednich tkanek, zwldknienia, tworzenia zrostéw
i nieptodnosci'?. Powszechnie wiadomo, ze mediatory zapalne promuja angio-
genez¢ i oddzialujg z neuronami czuciowymi indukujacymi sygnat bolu. Ha-
mowanie syntezy mediatoréw stanu zapalnego moze zaoferowa¢ nowatorskie
i skuteczne leczenie bélu spowodowanego stanem zapalnym w endometriozie.
W szczegblnosei, rodzina chemokin CXC, fraktalkina i PGE2 odgrywaja ak-
tywng role w wywolywaniu bélu. Dodatkowo IL-1B wydaje si¢ by¢ gléwna
interleukina, ktéra wraz z IL-6 stymuluje wigkszo$¢ czynnikéw zapalnych,
ktére biorg udzial w neuroangiogenezie®. Nieprawidlowa autofagia wystepu-
jaca w eutopowych ogniskach endometrium i ektopowych ogniskach endo-
metriozy, przyczynia si¢ do patogenezy endometriozy poprzez promowanie
hiperplazji tkanek endometrialnych i komérek zr¢bu, ograniczanie apoptozy
i wywolywanie nieprawidlowych odpowiedzi immunologicznych. Obserwuje
si¢ réwniez zmieniona ekspresj¢ genéw zwiazanych z autofagia (ATG). Obec-
nie w nieprawidlowg autofagic tkanek endometrialnych zaangazowanych jest
wiele czynnikéw, w tym hormony zenskie, niektére leki, niedotlenienie i stres
oksydacyjny®'. U kobiet z endometrioza plyn otrzewnowy charakteryzuje
si¢ zwickszong liczba aktywowanych makrofagéw i istotnymi réznicami w
profilu cytokin/chemokin. Zidentyfikowano unikalne biatko strukturalnie
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podobne do haptoglobiny w ptynie otrzewnowym, ktére to wiaze si¢ z makro-
fagami, zmniejsza ich zdolnoé¢ fagocytarng i zwigksza produkgje interleukiny
6. Zwigkszong aktywno$¢ w plynie otrzewnowym maja réwniez czynnik ha-
mujacy migracje makrofagéw, TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, MCP-1. Mikrosro-
dowisko otrzewnej w endometriozie jest szczegdlnie bogate w prostaglandyny,
a mediatory te prawdopodobnie odgrywaja kluczows role¢ w patofizjologii
choroby, jak réwniez w klinicznych nastgpstwach bélu i nieptodnosci. Ma-
krofagi otrzewnej kobiet z endometrioza wykazuja wyzszy poziom cyklooksy-
genazy-2 (COX-2) i uwalniaja znacznie wigksze ilosci prostaglandyn niz ma-
krofagi kobiet zdrowych. TNF-a promuje wytwarzanie prostaglandyny F2a
i prostaglandyny E2 w komérkach endometrium®. Transkrypcja genu
PTGS2 dla COX-2 jest zwiazana z wieloma sygnatami wewnatrzkomérkowy-
mi, ktére powoduja aktywacje kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami
(MAPK). Ekspresja COX-2 moze by¢ regulowana przez kilka czynnikéw, ta-
kich jak estrogen, hipoksja, cytokiny prozapalne, zanieczyszczenia srodowiska,
metabolity i enzymy metaboliczne oraz plytki krwi. Wysokie st¢zenia COX-2
prowadza do duzej proliferacji komérek, niskiego poziomu apoptozy, duzej
inwazji, angiogenezy, bélu zwiazanego z EMS i nieptodnos$ci®®. Dodatkowo
aktywacja COX-2 przez IL-1P zwicksza produkcje PGE2, ktéra aktywuje
ostry regulator steroidogenny (StAR) i aromatazg. Regulujac w gore synte-
z¢ PGE2, estrogen uzupelnia petle dodatniego sprzezenia zwrotnego, ktéra
promuje zwigkszong lokalng biodostgpnoé¢ estradiolu. Ta $ciezka podkresla
wzajemne oddzialywanie estrogenéw i stanu zapalnego w endometriozie®.
W badaniu z 2001 roku u pacjentek z endometrioza ekspresja COX-2 w na-
blonku gruczotowym byla wyzsza niz w grupie kontrolnej, chociaz zmieniata
si¢ w trakcie cyklu miesiaczkowego. Wyrazna ekspresje COX-2 obserwowano
w komérkach gruczotowych z ektopowej tkanki endometrium $cian endome-
trium jajnika we wszystkich przypadkach, niezaleznie od fazy menstruacyj-
nej”. Wydaje si¢, ze zmiany endometrialne rozrastaja si¢ do$¢ intensywnie
w podskérnej tkance tuszczowej $ciany jamy brzusznej, mozna wigc bra¢ pod
uwage wplyw aromatazy obecnej w fibroblastach tej tkanki®.

3. Terapia inhibitorami NPSR1%

Jedna z coraz czgéciej poszukiwanych przez pacjentki form leczenia en-
dometriozy jest terapia nichormonalna. Wynika to z faktu, ze stosowana do-
tad jako leczenie pierwszego rzutu terapia hormonalna, ma wiele wad, m.in.

wplywa na owulacje, dlatego jej stosowanie jest kontrowersyjne u kobiet
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starajacych si¢ o zajécie w ciaze. Ponadto jest to terapia dtugotrwala, po ktérej
zaprzestaniu cz¢sto nawracaja objawy choroby®. Bezpieczeristwo i skutecz-
no$¢ wigkszosci lekéw niechormonalnych nie zostaly jeszcze dokladnie ocenio-
ne w ramach duzych badar klinicznych, niemniej jednak badania na mode-
lach zwierzecych sg bardzo obiecujace. W przedstawionym ponizej badaniu
skupimy si¢ na nichormonalnym celu interwengji terapeutycznej, czyli recep-
torze powierzchniowym komoérek NPSR1 sprzezonym z biatkiem G, ktéry
jest zwiagzany w wigkszosci z rodzinng endometrioza w stadium III/IV wedlug
ASRM. Dotychczas pojawila si¢ tylko jedna praca badajaca receptory NPSR1
jako mozliwy punkt uchwytu dla leczenia endometriozy”’.

3.1. Receptor powierzchniowy komérek NPSR1 i jego ligand NPS

Podstawowa sekwencja NPS uludzi to SFRNGVGTGMKKTSFQRAKS.
Aminokwasem N-koAcowym peptydu jest seryna (S) u wszystkich gatunkéw
zwierzat, dlatego bylo to powodem nazwania go Neuropeptydem S. NPS
charakteryzuje si¢ wysoce konserwatywna wéréd kregowcéw N-koricows se-
kwencja aminokwasowg Ser-Phe-Arg-Asn-Gly-Val-Gly, ktéra jest identyczna
u wszystkich gatunkéw zwierzat i reprezentuje bioaktywna cze$¢ czasteczki,
co zostato przedstawione na rycinie 1. Dla ludzkiego NPSR opisano kilka
wariantéw splicingu i wiele polimorfizméw pojedynczego nukleotydu. Najin-
tensywniej badanymi izoformami NPSR sa hNPSR Asn107 i hNPSR Ile107.
Wydaje si¢, ze ten polimorfizm receptora ma implikacje funkcjonalne, gdyz
izoforma hNPSR Ile107 ma 10-krotnie wyzszg sil¢ dzialania niz na hNPSR
Asn107%. W badaniach laboratoryjnych jedynym typem komérki obwodowej,
ktéry jest wrazliwy na NPS, jest makrofag, ktdry reaguje na NPS zmniejszong
adhezja oraz zwickszong fagocytoza i chemotaksja®. Te wyniki wraz z wynika-
mi badani genetycznych, wskazuja, ze uktad NPS-NPSR moze odgrywac role
w modulowaniu wrodzonej odpornosci i przewlektych choréb zapalnych na-
blonkowych narzadéw barierowych®. NPS selektywnie wigze i aktywuje swoj
receptor NPSR1 (receptor neuropeptydu S, znany réwniez jako GPR154 lub
receptor sprz¢zony z biatkiem G dla podatnosci na astme¢, GPRA), a takze
7-transblonowy receptor sprz¢zony z biatkiem G (GPCR), ktéry moze in-
dukowa¢ sygnalizacje wewnatrzkomérkowa poprzez kilka mechanizméw:
mobilizacje wapnia, wzrost poziomu cyklicznego monofosforanu adenozyny
(cAMP) i szlak kinazy bialkowej aktywowanej mitogenami (MAPK)*. NPS
i NPSR1 sa wyrazane sa gléwnie w okreslonych obszarach mézgu i wydaja si¢
modulowa¢ kilka funkeji biologicznych, w tym Iek, poruszanie si¢, pobudzenie,
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przyjmowanie pokarmu, pamig¢ strachu i uzaleznienia od narkotykéw. Dzia-
faja w tych procesach za posrednictwem osi podwzgérze-przysadka-nadner-
cza. Dodatkowo ukfad ten jest wyrazany w tarczycy, gruczolach slinowych
i sutkach®. Ponadto ostatnie badania wykazaly bezposredni wptyw NPS na
przyleganie makrofagdéw, migracje i fagocytoze bakeerii, indukcje transkrypcji
cytokin prozapalnych (interleukiny 8 i substancji P) po stymulacji NPS ko-
morek nablonka stabilnie transfekowanych cDNA NPSR oraz podwyzszone
poziomy mRNA NPSR1 w aktywowanych leukocytach, w jednojadrzastych
komérkach krwi obwodowej stymulowanych LPS oraz w stanach zapalnych
tkanek od pacjentéw cierpiacych na astme i nieswoiste zapalenie jelit (IBD)*.
Zauwazono powiazanie szlaku sygnalowego NPS-NPSR1 z astma*, choro-
bami zapalnymi jelit®, reumatoidalnym zapaleniem stawéw*®, zaburzeniami
paniki i posrednimi fenotypami zaburzeni czynnosciowych przewodu pokar-
mowego®’. Dodatkowo badania wykazaly, ekspresie¢ NPSR1 w komérkach
neuroendokrynnych, oraz wplyw jego ligandu NPS na proliferacj¢ komérek,
oraz to, ze NET (guzy neuroendokrynne) sa Zrodtem NPS i NPSR1 oraz ze
NPS wplywa na szlaki zwiazane z rakiem*.

7 2 Ser Phe Asn Val z

Rycina 1. Wysoce konserwatywna sekwencja aminokwasowa NPS
3.2. Analiza funkcjonalna polimorfizméw promotora NPSR1

W badaniu z 2011 roku Anedda F. i wsp. uwzgledniono wszystkie pro-
motory NPSR1 i kodujace SNP powszechnie spotykane w populacji kauka-
skiej. Wyniki wskazuja, ze niektére z tych polimorfizméw wplywaja zaréwno
na regulacje ekspresji mRNA NPSR1, jak i whasciwosci sygnalizacyjne od-
powiedniego receptora. Cztery powszechne SNP (rs1963499, rs2168890,
152530547 i 1s887020) mapuja si¢ w obrebie promotora NPSR1, odpowied-
nio w pozycjach -565, -553, -103 i -43, od kodonu start. Oceniono ich po-
tencjalny wplyw na transkrypcje NPSR1 i chociaz nie wykryto zadnej istotnej
réznicy dla innych SNP, zastagpienie cytozyny (C) tymidyng (T) w miejscu
-103 SNP skutkowalo znacznym zmniejszeniem (62%) aktywnosci lucyferazy.
152530547 (-103), byt zwigzany z efektami allelicznymi na aktywnos¢ tran-

skrypcyjna, zaréwno w testach lucyferazy in vitro, jak i w leukocytach krwi
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obwodowej zdrowych ochotnikéw i dlatego moze mie¢ to znaczenie dla pa-
togenezy choroby. Co ciekawe, przewiduje si¢, ze mniejszy allel T rs2530547
znosi konsensusowe miejsce wiazania dla czynnika transkrypcyjnego ELKI.
ELK1 jest celem jadrowym dla kaskady sygnalowej kinazy biatkowej akey-
wowanej mitogenami (MAPK), ktéra jest prozapalna i jest réwniez induko-
wana przez sygnalowanie NPS-NPSR1, a zatem ELK1 stanowi doskonatego
kandydata do dalszych badan nad regulacja ekspresji NPSR1. Schemat tego
procesu zostal przedstawiony na rycinie 2. Scharakteryzowano réwniez niesy-
nonimiczne polimorfizmy Cys197Phe (rs34705969), Arg241Ser (rs727162)
i Gln344Arg (rs6972158) ze wzgledu na ich wplyw na NPSR1 pod wzgledem
ekspresji blonowej, zmian transkryptomu w dét od sygnalizacji NPS, akeyw-
nosci farmakologicznej i przewidywanych wiasciwosci strukturalnych recepto-
ra (1s34705969). Wyniki sugeruja, ze zaréwno Cys197Phe i Arg241Ser, maja
istotny wplyw funkcjonalny na receptor NPSR1. Polimorfizm kodujacego
15727162, ktéry odpowiada zmianie aminokwasu z Arg na Ser w pozycji 241
(Arg241Ser) wiaze si¢ ze zmniejszong sygnalizacja indukowana przez NPS, co
wida¢ zaréwno na poziomie zmian transkrypcyjnych w genach docelowych
w dét, jak i w wielkosci aktywacji zaleznej od cCAMP ekspresji lucyferazy™.

Aktywacja
kaskady MAPK

©— ==

Rycina 2. Mniejszy allel T rs2530547 znosi konsensusowe miejsce wigzania dla czynnika
transkrypcyjnego ELK1. ELKI jest celem jadrowym dla kaskady sygnalowej kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenami (MAPK), indukowanej réwniez przez sygnalowanie NPS-NPSR1.
Elk-1 dziata jako aktywator transkrypcji, mogac wywotywa¢ np. efeke prozapalny. [opracowa-

nie wlasne]

3.3. Metodologia
W omawianym badaniu przeprowadzono nieparametryczna analizg sprze-

zeni z dokfadnym mapowaniem i analiz¢ haplotypéw tego regionu przy uzyciu

32 rodzin, ktére przyczynily si¢ do sygnalu sprzezenia i zawezily interesujacy
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region do 5-Mb segmentu flankowanego przez D75683 i D7S510, wysrod-
kowanego wokét D752251, zawierajacego 28 genéw. Nastepnie zsekwencjo-
nowano ten 5-Mb region u o$miu niespokrewnionych kobiet z o$miu rodzin.
Sposréd 28 gendéw w regionie 5 nosifo >1 niesynonimiczne, przewidywane
szkodliwe warianty kodujace w co najmniej 50% zsekwencjonowanych ro-
dzin: EEPD1, KIAA0895, AOAH, ELMO1 i NPSR1. [Wykres 1] Znale-
ziono nadreprezentacj¢ przypadkéw z 21 wariantami o niskiej czgstotliwosci,
niesynonimicznymi wariantami kodowania w NPSR1 w poréwnaniu do kon-

troli. W sumie znaleziono trzy rézne warianty mutacji zmiany sensu (missen-

se) w NPSR1 w 9 z 32 rodzin:

*  Wariant ¢7_34698148 (p.Gly42Cys), dotychczas nieznany, wariant
byl obecny u wszystkich dotknietych choroba siéstr.

*  Dwa warianty o niskiej czestotliwosci, (p.Cys197Phe), w czterech
rodzinach, obecne w 6 z 12 genotypowanych przypadkéw

e 15116825950 (p.Gly358Asp) w innym zestawie czterech rodzin,
obecne w 11 z 12 genotypowanych przypadkéw.

Sposréd 25 przypadkdéw ze znanym stadium choroby, u 18 (72%) zdia-
gnozowano stadium III/IV, a 7 (38%) stadium I/II. Genotypowano wszystkie
3 warianty zmiany sensu zwigzane z rodzinna endometrioza, a takze 20 in-
nych wariantéw kodowania w NPSR1 obecnych w macierzy w 3155 przypad-
kach endometriozy i 2332 kontrolach populacji z dwéch zestawéw danych
jako czgéci genomu w szeroko zakrojonym badaniu asocjacyjnym (GWAS).
Wariant rs34705969 nie mégl by¢ genotypowany z powodu probleméw
z projektowaniem starteréw, a z pozostalych 22 wariantéw tylko 5 z MAF
<0,01i2zMAF < 0,10 byly polimorficzne. Analiza SNP wariantéw o niskiej
czestotliwosci nie wykazata znaczacego zwiazku z endometrioza, podobnie jak
analiza obciazenia mniejsza liczbg alleli w obregbie SNP. Jednak analiza zbior-
cza ograniczona do przypadkéw ze znana rodzinng historia endometriozy wy-
kazala istotny zwiazek.

3.4. Typowe warianty NPSR1 zwiazane z endometrioza

Warianty zwiazane z NPSR1 byly wariantami kodowania o niskiej cze-
stotliwosci. Zbadano, czy wspdlne warianty mapujace w poblizu NPSR1
i jego liganda NPS byly réwniez zwiazane z endometrioza, Przeanalizowa-
no wszystkie powszechne warianty NPSR1 z opublikowanego zbioru danych

asocjacyjnych calego genomu dla wszystkich przypadkéw endometriozy
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(3194 przypadki), dla stadium I/IT (1364 przypadki), stadium III/IV (1686
przypadkéw) i rodzinnego stadium III/IV (606 przypadkéw) w porédwnaniu
z 7060 prébami kontrolnymi. Zaobserwowano istotny zwiazek rs142885915
w NPSR1 ze stadium III /IV endometriozy, ale nie w przypadku wlaczenia
wszystkich stadiéw endometriozy i nie w stadium I/II. Dane z bazy danych
Genotype-Tissue Expression (GTex)” sugeruja, ze delecja (G- versus GA)
w 1s142885915 jest zwiazana ze zmniejszong ekspresja NPSR1 w mézdzku,
ale ze zwickszona ekspresja w korze czotowej. Rs142885915 nie znajdowal
si¢ w nieréwnowadze sprz¢zen z dwoma wariantami o niskiej czestotliwo-
$ci 1s34705969 i rs116825950 znalezionymi w analizie sekwencjonowania
opartego na rodzinie. Nie zaobserwowano istotnego zwiazku z powszechnymi

wariantami w NPS.
3.5. Warianty NPSR1 sa obecne u makakdéw rezus

Réwnolegle do badan na ludziach zostala przeprowadzona analiza ge-
netyczna w wielopokoleniowym rodowodzie makakéw rezus z samoistng en-
dometrioza, u ktdérych wykazano rodzinne wystgpowanie choroby. Uzywa-
jac markeréw mikrosatelitarnych specyficznych zaréwno dla ludzi, jak i dla
makakdw rezus przeprowadzono genotypowanie wzgledem dwéch istotnych
regionéw sprzezen zidentyfikowanych wezesniej u ludzi: chromosoméw ludz-
kich 10926 (14) i 7p13-15. Chociaz nie znaleziono znaczacego powigzania
w ortologu makaka ludzkiego chromosomu 10, znaleziono istotne powiazanie
miedzy D78497 zlokalizowanym na chromosomie 3 makaka rezus (ortolog
ludzkiego chromosomu 7), a endometrioza. Podczas ukierunkowanego se-
kwencjonowania NPSR1 w 62 przypadkach makakéw rezus i 49 kontroli,
zidentyfikowano 10 wariantéw missense. W sumie 44 z 544 (8,09%) alleli
w przypadkach makakéw rezus nosito co najmniej jeden z szesciu warian-
téw zmiany sensu wylacznie lub przewazajacych w przypadkach w poréw-
naniu z 26 z 512 (5,08%) alleli w kontroli makakdéw rezus. Wielko$¢ préby
byla niewystarczajaca, aby uzasadni¢ testy statystyczne pod katem zwiagzku
genetycznego z chorobg po uwzglednieniu relacji rodzinnych. Te réwnolegle
analizy genetyczne na dwoch gatunkach sugeruja role NPSR1 w patogenezie

endometriozy.
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3.6. NPSR1 ulega ekspresji w tkankach endometrium i monocytach

w plynie otrzewnowym

W przytoczonym badaniu zbadano réwniez obecnos¢ NPSR1 i pokrew-
nego mu ligandu NPS w tkance endometrium, a takze na komérkach ukla-
du odpornosciowego obecnych w plynie otrzewnowym. NPSR1 ulegat silnej
ekspresji w gruczotowych komérkach nablonka zaréwno w endometrium
eutopowym, jak i ektopowym wykazujac ciemno zabarwione jadra otoczone
jasniej zabarwionymi blonami komérkowymi. Odwrotnie, NPS byt wyrazany
w zrebie, ale nie w nablonku gruczotowym, podczas gdy barwienie NPSR1
bylo nieliczne w zr¢bie. Nie znaleziono wzorca okotonaczyniowej ekspresji
ani NPSRI ani NPS. Sugeruje to parakrynny mechanizm sygnalizacji w na-
rzadzie z ligandem i receptorem w bliskiej odlegtosci, podobny do tego, ktéry
zaobserwowano w plucach i przewodzie pokarmowym

W badaniu zastosowano drobnoczasteczkowy inhibitor SHA 68 (3-
okso-1,1-difenylo-tetrahydrooksazolo[3,4-a]pirazyno-7-karboksylowy-4-
fluoro-benzyloamid) do zahamowania sygnalizacji NPSR1 w monocytach,
w celu oceny hamujacego wplywu na rézne etapy przekazywania sygnatu
NPS/NPSRI in vitro, w tym dimeryzacj¢ receptora, pdzniejsze uwalnianie
wtérnych przekaznikéw Ca2+ i cAMP oraz uwalnianie TNF-a i chemotak-
sj¢ ludzkich monocytéw ze zdrowych kontroli w kierunku NPS. [Rycina 3]
Zastosowano enancjomer R (SHA 68R) czyli izomer hamujacy. Inhibitor wy-
kazat zalezne od dawki hamowanie aktywacji receptora NPSR1, co okreslo-
no przez zmniejszone wigzanie B-arrestyny, wykazujac mediang skutecznego
stezenia dla NPS wynoszaca 88 nM i mediang st¢zenia hamujacego 86 nM.
Stwierdzono, ze zaréwno sygnalizacja cAMP, jak i Ca2+ jest hamowana przez
SHA 68R w sposéb zalezny od dawki. Zaobserwowano hamowanie induko-
wanej przez NPS mobilizacji Ca2+ przez 0,16 pM SHA 68R na pierwotnych
ludzkich monocytach. Zbadano réwniez zdolno$¢ SHA 68R do hamowania
uwalniania TNF-a po stymulagji lipopolisacharydem (LPS) i NPS komérek
monocytowych THP-1, poniewaz cechg charakterystycznych endometrio-
zy jest przewlekle zapalenie otrzewnej, i stwierdzono, ze SHA 68R znaczaco
zmniejsza ilo§¢ TNF-a w dawce 10 nM.

Na koniec okreslono réwniez dawke NPS, ktéra moze by¢ zastosowa-
na do hamowania infiltracji monocytéw in vivo. Przy uzytym 100 nM NPS
okreslono IC50 28 nM dla SHA 68R przeciwko chemotaksji indukowanej
przez NPS. Dodatkowo wstrzyknigcie SHA 68R (40 mg/kg, podskérnie)
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wystarczylo, aby zahamowa¢ chemotaksj¢ monocytéw przez okres do 4 go-
dzin bez zadnych skutkéw ubocznych w zachowaniu lub wygladzie.

Rycina 3. Swoisty inhibitor NPSR1, SHA 68R, zmniejsza sygnalizacje zapalna,
w ktérej posredniczy NPSR1 w sposéb zalezny od dawki. Po zwiazaniu swojego
liganda NPS, NPSR1 uwalnia Ca2+ i cAMP co skutkuje pézniejszym uwalnianiem
TNF-a i chemotaksjg [opracowanie whasne]

3.7. Hamowanie NPSR1 zmniejsza bél i stan zapalny w mysich modelach

zapalenia otrzewnej i endometriozy

Zbadano réwniez wplyw hamowania NPSR1 in vivo w modelu zapale-
nia otrzewnej indukowanego zymostanem (ktéry ma wiele cech wspdlnych
z ludzkim zapaleniem otrzewnej) na zmniejszenie bélu i stanu zapalnego. Po-
przez zmierzenie liczby naciekajacych monocytéw w poréwnaniu z makrofa-

gami rezydujacymi stwierdzono, ze:

- SHA 68R skutecznie zmniejsza liczbe naciekajacych monocytéw przy
dawce 40 mg/kg.
- Stezenie cytokin zapalnych, interleukiny-4, IL-12p40 i IL-17 w osoczu

krwi bylo znaczaco obnizone.
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Dzialanie przeciwzapalne SHA 68R zostalo juz potwierdzone w ekspery-
mentalnym modelu endometriozy u myszy BALB/c, polegajacym na wszcze-
pieniu do jamy otrzewnej 12 fragmentéw tkanki macicznej pochodzacych od
myszy w fazie rujowej. Tutaj réwniez ilo§¢ cytokin zapalnych zostata zmniej-
szona przez SHA 68R. W tescie dynamicznego obciazenia zmierzono wplyw
hamowania NPSR1 na bél brzucha i stwierdzono, ze SHA 68R jest skuteczny
w zmniejszaniu bélu brzucha w obu modelach ZIP oraz modelu inokulagji
endometriozy. Model ZIP obejmuje wszystkie etapy zapalenia, w tym fazg
ustgpowania, co pozwala na badanie réznych typéw komérek odpornoscio-
wych zaangazowanych na réznych etapach, podczas gdy model endometrio-
zy obejmuje obecno$¢ zrostéw endometrium w jamie otrzewnej. Indukcja
zachowan zwiazanych z bélem stata si¢ widoczna w grupach kontrolnych
w ciagu 2 dnia, przy czym SHA 68R znaczaco zmniejszat zachowanie zwiazane
z bélem w czasie okna terapeutycznego.

3.8. Wnioski

Pomimo badaf genetycznych sugerujacych, ze patogeneza choroby
ASRM w stadium I/II jest genetycznie odr¢bna od stadium III/IV, nie opra-
cowano jeszcze terapii ukierunkowanych na okreslone podtypy choroby.

Przytoczone badanie polaczyto dowody z analiz genetycznych endome-
triozy u ludzi i makakéw rezus, kedre mialy poméc zidentyfikowaé nichor-
monalny cel interwencji terapeutycznej: receptor powierzchniowy komérek
NPSR1 sprz¢zony z biatkiem G. Metody dokladnego mapowania, haploty-
powania i sekwencjonowania nowej generacji w rodzinach ujawnily zwiazek
wariantéw kodowania zmiany sensu o niskiej czgstotliwosci w NPSR1 z ro-
dzinng endometrioza w stadium III/IV, gtéwnie ASRM.

Ukierunkowane analizy danych GWAS na duza skale dla przypadkéw
potwierdzonych chirurgicznie réwniez wskazaly na zwiazek powszechnych
niekodujacych wariantéw NPSR1 z endometrioza w stadium III/IV w popu-
lacji ogélne;.

Warianty genetyczne w NPSR1 powiazano z szeregiem fenotypéw za-
palnych i neuropsychiatrycznych. Powszechny wariant insercji/delecji zwiaza-
ny z endometrioza w NPSR1, rs142885915, ma charakter introniczny i jest
niezalezny od powszechnych wariantéw wezesniej zwiazanych z IBD, astma
i fenotypami neuropsychiatrycznymi.

Jedna z mutacji zmiany sensu o niskiej czgstotliwosci obserwowanych

jako zwiazana z rodzinna endometrioza, 34705969, zostala opisana jako

153



PATRYCJA PABIS, ALEKSANDRA WtOSOWICZ, KAROL ZMUDKA

powodujaca zmniejszona zdolno$¢ do indukowania zmian w ekspresji ge-
néw w dot lub sygnalizacji za posrednictwem cAMP. Wplyw pozostalych
dwéch wariantéw missense rs116825950 i dotychczas nieznanego wariantu
C7_34698148 na strukturg lub funkcje NPSR1 jest nieznany.

Niezbedne sa dalsze badania, ktére umozliwia zastosowanie receptora
NPSRI jako cel w leczeniu endometriozy.

Po przeprowadzeniu analiz genetycznych wykazano funkcjonalny wplyw
NPSR1 na procesy prozapalne zaréwno w eksperymentach in vitro, jak i in
vivo. Zidentyfikowano populacje¢ naciekajacych monocytéw wysoce pozytyw-
nych dla NPSR1 u kobiet z endometrioza oraz dowiedziono, ze hamowa-
nie NPSR1 przez selektywny inhibitor, SHA 68R, powodowalo zmniejszona
migracj¢ monocytéw indukowanych przez NPS in vitro. Ponadto wykazano
dzialanie przeciwzapalne i zmniejszenie zachowari wywotanych bélem brzu-
cha po podaniu SHA 68R u myszy, przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby

naciekajacych monocytéw i obnizonym st¢zenie cytokin we krwi.

Rzadkie warianty w 5 genach

30
25
20

15

5 I I
; ] | - S
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Wykres 1. Liczba kobiet z niekodujacymi, przewidywanymi szkodliwymi, rzadkimi wariantami
w pigciu genach wéréd 100 przypadkéw rodzinnych (kolor pomarariczowy) i 105 przypadkéw
rodzinnych i populacyjnych (kolor niebieski)

4. Peptyd penetrujacy komérki (CPP) i dzialanie terapeutyczne

za posrednictwem siRNA na endometrioze i raka w modelach in vitro®
W omawianym ponizej badaniu z 2021 roku, zbadano dzialanie tera-
peutyczne nanoczastek CPP i siRNA przy uzyciu modeli in vitro fagodnej

endometriozy i glejaka zlosliwego, poniewaz oba te stany wykazuja wiele
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podobienstw, takich jak nadmierna, nieskoordynowana i autonomiczna pro-
liferacja i inwazja komorek, ktdrej towarzysza nakladajace si¢ wzorce ekspresji
genéw. Wykorzystano wysoce skuteczne wektory dostarczania- peptydy pene-
trujace komoérki (CPP), jako nosniki oligonukleotydéw w celu opracowania
podejécia terapeutycznego do endometriozy i raka. Jest to jedyne dostepne
badanie, ktére zwraca uwagg na mozliwe dzialanie za posrednictwem CPP
i siRNA w leczeniu endometriozy.

Jednoczesnie badano wplyw danazolu, ktéry jest znanym i powszechnie
stosowanym lekiem w leczeniu endometriozy. Jest on skuteczny w fagodzeniu
bélu i indukowaniu regresji zmian, dzigki jego androgennym whasciwosciom,
zwickszaniu st¢zenia wolnego testosteronu oraz hamowaniu produkeji stery-
déw przez jajniki’!, niemniej jednak jego zastosowanie jest ograniczone, gdyz
powoduje cigzkie hiperandrogenne dziatania niepozadane w przypadku poda-
nia ogélnoustrojowego, w tym nieprawidlowe zmiany w gospodarce hormo-
nalnej, zaburzenia cyklu miesigczkowego i ogélne efekty meskie.

Terapia genowa moze stuzy¢ jako odpowiednia strategia leczenia, po-
niewaz jest ukierunkowana na geny, ktére ulegaja nieprawidtowej ekspresji
w chorej tkance. Niestety endometrioza jest choroba wysoce heterogeniczna,
dlatego sugerowano tylko kilka potencjalnych kandydatéw jako geny docelo-
we. Jednym z nich jest czynnik wzrostu §rodblonka naczyniowego (VEGE),
ktéry ulega nadekspresji w zmianach endometrialnych w poréwnaniu do
zdrowych tkanek i jest z powodzeniem stosowany jako cel w przedklinicznej
terapii endometriozy®®>. W niniejszej pracy zbadano potencjalng role wyci-
szania podjednostki M2 reduktazy rybonukleotydowej (RRM2) w leczeniu
endometriozy, oprécz opisanego powyzej VEGEF-A, jako terapeutycznego
celu dla siRNA- wysoce wydajnego wektora niezbednego do osiagniecia przez

kwasy nukleinowe swoich celéw wewnatrzkomérkowych.
4.1. Peptydy penetrujace komérki (CPP)

CPP sa jednymi z bardziej wydajnych i obiecujacych wektoréw niewi-
rusowych, ktére s3 ogélnie uwazane za bezpieczne, fatwe w syntezie i mody-
fikacji oraz umozliwiaja proste niekowalencyjne formulowanie nanoczastek
CPP/siRNA>. Pozwalaja na transport duzych, hydrofilowych biomakro-
molekut przez pozornie nieprzepuszczalng blong plazmatyczng bez pekania
komérek®®. CPP kondensuja oligonukleotydy i plazmidowy DNA (pDNA)
w nanoczasteczki, umozliwiajac w ten sposdb transfekcje materiatu genetycz-

nego do komérek. Opracowano kilka nosnikéw dostarczajacych siRNA do
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komérek, ale ich uzyteczno$¢ jest czgsto ograniczona przez uwigzienie po en-
docytozie”. Uzyte w badaniu rodzaje CPP przedstawiono na Rycinie 4. Uwa-
za si¢, ze PF6 i NF70 moga odnies¢ sukces w modelach in vivo nowotworu
i endometriozy, m.in. ze wzgledu na ich wrazliwo$¢ na pH, co moze promo-
waé wychwyt nanoczastek tylko w tkankach o nizszym pH, podczas gdy uwa-

za sig, ze zaréwno rak, jak i endometrioza maja kwasne mikrosrodowisko’®”.

Rycina 4. Peptydy penetrujace komérki (CPP) wykorzystane w badaniu. [opracowanie wiasne]

4.1.1. PepFect6

Jednym z wysoce skutecznych CPP do dostarczania oligonukleotydéw
jest PepFect6 (PF6), ktéry zawiera peptyd stearylo-TP10, majacy ugrupo-
wania trifluorometylochinoliny wiaczone w celu ulatwienia uwalniania en-
dosomalnego®. Dzi¢ki temu stabilne nanoczastki wnikaja do catych popu-
lacji komérek i szybko promuja ucieczke endosomalna, co skutkuje silnymi
odpowiedziami w réznych typach komérek, zaréwno w transfekeji komérek
pierwotnych jak i w hodowlach organotypowych 3D*. Juz w 2016 roku
wykazano, ze PF6 jest odpowiednim nosnikiem transportowym dla siRNA
w hodowli komérkowej i ogélnoustrojowo in vivo u myszy*”. Ponadto do-
starczanie za po$rednictwem PFG6 jest niezalezne od konfluencji komoérek
i w wigkszosci przypadkéw, nie jest znaczaco hamowane przez biatka surowi-
cy®¢!. Ponadto PF6 okazal si¢ nietoksyczny in vitro i nie wykazal immuno-

gennosci in vivo %%,

4.1.2. NickFect70

Inny CPP, niedawno zaprojektowany NickFect70 (NF70)%, moze
z powodzeniem dostarcza¢ terapeutyczne miRNA do pierwotnych ludzkich

keratynocytéw i komérek dendrytycznych (DC)*®. Jest on wysoce skuteczny
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w transfekcji hodowli pierwotnych jak i komérkowych 3D. W badaniu do-
starczajagcym miRNA i/lub siRNA do hodowli komérkowych i in vivo za po-
moca PF i NF, miR-146a dostarczane przez NF wykrywano czgiciej poza
endosomami w DC. Zaréwno nanokompleksy PF-, jak i NF-miR-146a byly
réwnie skuteczne w keratynocytach, podczas gdy NF byly bardziej wydajne
w komoérkach dendrytycznych. Potwierdzono réwniez, ze wstgpne wstrzyk-
nigcie nanokomplekséw NFE71:miR-146a hamuje reakcje zapalne w mysim
modelu kontaktowego zapalenia skéry z podraznienia, jak wykazano przez
zmniejszong odpowiedz obrz¢ku ucha i regulacje w dét cytokin prozapalnych,
w tym IL-6, IL-1B, IL-33 | TNE-a®.

4.2. Zastosowane hodowle komérkowe

W badaniu zastosowano tréjwymiarowe hodowle komérkowe, poniewaz
bardziej przypominaja rzeczywista patologiczng tkanke, a takze s bardziej
odporne na leki niz hodowle jednowarstwowe®. Po potwierdzeniu, ze PF6
i NF70 sa zdolne do transfekeji sferoid 3D, hodowle 3D potraktowano tera-
peutycznymi nanoczasteczkami CPP/siRNA.

4.3. Cele terapeutyczne w leczeniu endometriozy
4.3.1. Rola RRM2 w endometriozie

Reduktaza rybonukleotydowa M2 (RRM2) jako enzym katalizujacy
deoksyredukeje nukleozydéw do trifosforanu dezoksyrybonukleozydowego
(ANTP) zostala szeroko zbadana i odgrywa kluczowa role w syntezie DNA
i regulacji proliferacji komérek®8®?. Istnieja dwa rodzaje podjednostek
reduktazy rybonukleotydowej i stanowia one formg tetrameru (kompleks
a2P2) wywierajacy dzialanie katalityczne®. Podjednostka M1 reduktazy
rybonukleotydowej (RRM1) jest duza podjednostka, ktdra jest kodowana
przez gen RRM1, podczas gdy mata podjednostka ma dwie izoformy- RRM2
i RRM2B. Holoenzym RRMI1-RRM2 wspomaga trifosforany dezoksy-
rybonukleozydéw (dANTP) w replikacji i naprawie jadrowego DNA fazy
S w proliferujacych komérkach™. Do tej pory pojawito si¢ tylko kilka do-
niesiet na temat RRM2 w endometriozie. Analiza bioinformatyczna wyka-
zaka, ze ekspresja RRM2 jest niska w endometriozie i wysoka w raku jajnika,
w poréwnaniu ze zdrowa tkanka endometrium w macicy. RRM2 jest pozy-

tywnie wyrazany w tkankach endometrium eutopowego (EU), endometrium
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ektopowego (EC) i tkankach nowotworowych pacjentéw z rakiem jajnika
zwiazany z endometrioza- EAOC. Wysoka ekspresja RRM2 sprzyja niepra-
widlowej proliferacji histiocytéw, a sam RRM2 moze by¢ stosowany jako
potengjalny marker zlosliwej transformacji OE’'. Co wigcej, w innym do-
niesieniu wykazano brak aktywnej formy reduktazy rybonukleotydowej
w zmianach endometriozy po udanym zahamowaniu ich wzrostu w szczu-
rzym modelu endometriozy. Biorac pod uwage znaczenie RRM2 dla proli-
feracji komoérek i wzrostu zmian endometrialnych, stanowi on potencjalnie

dobry cel w terapii genowej endometriozy’.
4.3.2. Rola VEGF w endometriozie

Rola VEGF w rozwoju i progresji endometriozy zostala dobrze opisa-
na. Angiogeneza stanowi integralng czg$¢ patogenezy endometriozy, a réz-
ne srodki antyangiogenne indukuja regresje¢ zmian endometrialnych poprzez
ukierunkowanie na ich ukrwienie®. Gléwnym czynnikiem zaangazowanym
w neowaskularyzacj¢ ektopowej tkanki endometrium w endometriozie jest
VEGF, ktéry jest wytwarzany zaréwno przez implant endometrium, jak
i makrofagi otrzewnowe”. Pacjentki z endometrioza wykazuja znacznie wyz-
sze poziomy VEGF w surowicy w poréwnaniu z grupa kontrolng’®. Niedaw-
no wykazano, ze wstrzykniecie siVEGF i polipeptydu L1 bezposrednio do
zmian podskérnych przypominajacych endometrioz¢ zmniejszaly poziom
ekspresji VEGF i koricowa objetos¢ zmian u szczuréw”. Jest to jedna z nie-
licznych publikacji, w ktérych wykorzystano no$niki oparte na peptydach, od
tego czasu nie bylo dalszych aktualizacji dotyczacych znaczenia klinicznego
tych wynikéw.

4.4. Inwazja komérek endometrialnych zmniejszona po knockdown
RRM2 i VEGF

Ze wzgledu na istotng role inwazji komérkowej w progresji zaréwno
raka, jak i endometriozy, oceniono zdolnosci inwazyjne chorych komérek.
Zauwazono, po leczeniu PF6/siRRM2 i PF6/siVEGF w przypadku pierwot-
nych komérek endometriotycznych otrzewnej i jajnika, utrudniong nawet do

80% inwazj¢ przez macierz zewnatrzkomérkowa.
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4.5. Jednoczesne leczenie CPP/siRNA NP i Danazolem synergistycznie
hamuje proliferacje i inwazje komérek endometrialnych

We wezesniejszych badaniach wykazano, ze danazol oprécz androgen-

nego sposobu dzialania, indukuje apoptozg i cytotoksycznos¢’®

oraz hamuje
proliferacj¢ komoérek endometrialnych in vitro w sposdb zalezny od dawki”.
Dodatkowo jest skuteczny w leczeniu objawéw i oznak endometriozy®'. Moze
réwniez poprawia¢ zdolnosci rozrodeze poprzez tumienie nieprawidtowych
pozioméw autoprzeciwcial, np. przeciw przeciwko komérkom endometrium
i fosfolipidom, histonom i nukleotydom pochodzacym z komérek endo-
metrium’®. Dodatkowo 6-miesi¢czna kuracja danazolem redukuje poziom
VEGF w surowicy, ktdry jest znacznie podwyzszony w poréwnaniu z grupg
kontrolna’.

Danazol byl historycznie stosowany w leczeniu endometriozy i innych
probleméw ginekologicznych, w przypadku ktérych wykazal wigksza sku-
teczno$¢ niz inne terapie medyczne, takie jak progestageny, NLPZ i OCP.
W omawianym badaniu postulowano, ze faczac syntetyczny steroid, danazol,
ze strategia leczenia NP, mozliwe byloby zmniejszenie ilosci stosowanego dana-
zolu i uzyskanie dodatkowej synergicznej supresji komérek endometrialnych.

Po polaczeniu terapeutycznego leczenia NF70/siRNA NP z réznymi
stezeniami danazolu mozna bylo zaobserwowad znaczacy efeke synergiczny.
Efekt byl najlepiej widoczny przy stezeniu 20 pM danazolu, gdzie jednocze-
sne traktowanie NP zmniejszyto liczbe komérek o okolo 40% w poréwnaniu
z komoérkami nietraktowanymi, podczas gdy sam 20 pM danazol zmniejszyt
ja tylko o 12%.

Zmierzono réwniez zdolno$¢ do inwazji komoérek endometrialnych
przez macierz zewnatrzkomérkowsa. W rezultacie, przy stezeniu danazolu 15
pM, inwazja komoérek zostala znaczaco zahamowana, nawet o 60% w poréw-
naniu z komérkami nietraktowanymi lub bez faczenia danazolu z NP NF70/
siRNA. Sam danazol w st¢zeniu 20 uM pozostawat inwazj¢ komérek na tym
samym poziomie, ale po dodaniu terapeutycznych NP NFE70/siRNA do da-
nazolu podczas leczenia zaobserwowano dalsze znaczace zahamowanie inwazji.
Tylko okoto 5% komérek byto zdolnych do utrzymania swojej inwazyjnosci

w poréwnaniu ze stanem nieleczonym.
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4.6. Efekty

1. Badanie ukazalo wysoki potencjal wykorzystania peptydéw pe-
netrujgcych komérki PF6 i NF70 jako wektoréw dostarczania
siRNA w leczeniu raka i endometriozy. Oba CPP byly zdolne do
pomyslnej transfekcji dwu- (2D) i tréjwymiarowych (3D) hodowli
komérkowych.

2. Nanoczastki CPP sa zdolne do indukowania specyficznego dla siR-
NA wyciszenia genéw terapeutycznych RRM2 i VEGF co skutkuje
zmniejszeniem proliferacji, inwazji i migracji komérek in vitro.

3. Wykazano specyficzne dla choroby efekty terapeutyczne poprzez
zmniejszenie migracji komoérek i synergistyczne zmniejszenie liczby
komoérek endometrialnych i inwazyjnosci po terapeutycznym lecze-
niu nanoczastkami CPP/siRNA (NP) i danazolem.

4. Wynikiujawnily, ze NP PF6iNF70 sazdolne do wywolywania znacza-
cegoknockdown genu docelowego w poréwnaniuzkomérkami trakto-
wanymiczystymsiRNAw przypadkuendometriozyjajnikaiotrzewnej.
W rezultacie, oprécz wezesniej pokazanego wyciszania genéw, oby-
dwa nanoczastki CPP/siRNA byly zdolne do indukowania spadku
biatka RRM2 w tych komérkach. NP CPP/siRRM2 wywolujg za-
trzymanie cyklu komérkowego w fazie G1/8.

Komérki endometrium Komérki endometrium otrzewnej
otrzewnej 120
120
100
T 100 z
E S a0
& g0 g
g [
P 2 se0
E 60 >
=
E 40
I :
]
i
Ig 20 20

, | . ] I

siRRM2 PF6/sIRRMNF70/sIRRM2 sIVEGF  PF6/sIVEGF NF70/sIVEGF

Tabela 3. NP CPP/siRNA indukujg obnizenie poziomu genéw terapeutycznych, obnizenie
poziomu ekspresji RRM2 i VEGF mierzonych w komérkach endometrium otrzewnej*’
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4.7. Whnioski z badania

W przytoczonym badaniu udowodniono bardzo wysoka skutecznosé
PF6 i NF70 w jednoczesnej transfekeji pierwotnych i 3D kultur komérko-
wych z indukeja odpowiednich efektéw terapeutycznych, w ktérych posredni-
czy siRNA. Wykazano réwniez, ze jednoczesne leczenie danazolem i terapeu-
tycznymi nanoczasteczkami NF70/siRNA synergistycznie hamuje proliferacje
i inwazj¢ komorek endometrialnych, oraz pozwala na zmniejszenie jego da-
wek terapeutycznych. Podsumowujac, badanie to wskazuje na nowoczesny
cel terapeutyczny- reduktazg rybonukleotydowa, do leczenia endometriozy,
oraz sugeruje nowe podejécie terapeutyczne za posrednictwem CPP i siRNA

w przypadku raka i endometriozy.
5. Wnioski

Endometrioza jest wysoce heterogenna chorobg dotyczaca gléwnie
mlodych kobiet w wieku rozrodczym. Mimo nieustannych badari nad no-
woczesnymi formami leczenia, stanowi duzy problem kliniczny ze wzgledu
na niewystarczajaca skutecznos$¢ lekéw oraz przez trudnosci w jej szybkim
diagnozowaniu. Na rynku obecnych jest wiele lekéw przeciwbdlowych, tera-
pii hormonalnych oraz zabiegéw chirurgicznych, ktdre czesto sa nieskuteczne
i wiaza si¢ z powaznymi skutkami ubocznymi, wysokim odsetkiem nawrotéw.
Niezbedne jest wigc nowatorskie podejscie ukierunkowane na mechanizmy
komérkowe i molekularne odpowiedzialne za endometriozg. Przytoczona
w badaniu praca opierajaca si¢ na metodzie podawanie nanoczastek CPP/
siRNA oraz CPP/siRNA wraz z danazolem, daje duza nadziej¢ na nowa
i skuteczng metode leczenia, gdyz charakteryzuje si¢ wysoka skutecznoscia
i nie wiaze si¢ z groznymi dzialaniami niepozadanymi. Podobnie wyniki
wskazuja, ze NPSR1/NPS jest genetycznie zwalidowanym, nichormonalnym
celem leczenia endometriozy, o prawdopodobnie zwigkszonym znaczeniu dla
leczenia endometriozy w stadium III/IV, niezbedne s3 jednak dodatkowe ba-

dania potwierdzajace skuteczno$¢ tych terapii.
6. Dyskusja

Terapia genowa to potezne narzedzie dajace mozliwosci leczenia wielu
choréb poprzez transport materialu genetycznego do komoérek. Niezbedne

do osiagniecia celéw wewnatrzkomérkowych sa wysoce wydajne wektory.
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Opracowano juz kilka no$nikéw dostarczajacych siRNA, w tym CPP, ale ich
uzyteczno$¢ jest czesto ograniczona przez uwiezienie po endocytozie®. Wyna-
leziono wigc CPP, ktére dzigki modyfikacji w ich budowie®®, promuja uciecz-
ke z endosoméw, co poskutkowato pomys$lnymi wynikami®. Udowodniono
skuteczno$¢ NickFect70 w dostarczaniu z powodzeniem terapeutycznego
miRNA do pierwotnych ludzkich keratynocytéw i komérek dendrytycz-
nych®®. Jednoczesnie badania wykorzystujace PepFect6 na modelu mysim
pokazaly, ze jest on odpowiednim nosnikiem transportowym dla siRNA w
hodowli komérkowej i ogdlnoustrojowo™*®. W przytoczonym badaniu sku-
piono si¢ nad badaniem efektywnosci tych wektoréw w dostarczaniu siRNA
w leczeniu raka i endometriozy. Wyniki sa obiecujace, gdyz oba byly zdolne
do pomyslnej transfekeji 2D i 3D hodowli komérkowych, skutkujac odpo-
wiednim efektem terapeutycznym poprzez wyciszenie genéw terapeutycznych.
Dodatkowo wykazuja skutecznos¢ zaréwno in vitro i in vivo, sa nieszkodliwe
dla zdrowej tkanki, fatwe w syntezie i nie wywoluja cig¢zkich reakeji immu-
nologicznych. Oprécz tego odnaleziono nowy terapeutyczny cel wewnatrzko-
moérkowy oprécz poznanego juz VEGF- RRM2, ktéry jako enzym katalizuja-
cy deoksyredukcje nukleozydéw do trifosforanu dezoksyrybonukleozydowego
odgrywa kluczowa role w syntezie DNA i regulacji proliferacji komérek®.
Do tej pory pojawito si¢ tylko kilka doniesieri na temat roli reduktazy rybonu-
kleotydowej w endometriozie, ale kazda z nich miala ograniczenia, nie pozwa-
lajace na sformutowanie koricowych wnioskéw”. Wyciszenie ich skutkowato
zmniejszeniem proliferacji, inwazji i migracji komérek in vitro. Proponowane
podejécie jednoczesnej terapii- danazolem i terapeutycznymi nanoczasteczka-
mi NF70/siRNA wydaje si¢ by¢ korzystne dzigki ich synergistycznemu dzia-
faniu w hamowaniu proliferacji i inwazji komérek endometrialnych. Pozwala
to na zmniejszenie dawek terapeutycznych danazolu, ktérego skutecznosé
w leczeniu endometriozy zostala wielokrotnie potwierdzona w badaniach’,
a ktérego stosowanie wigzalo si¢ réwniez z wysokim odsetkiem uciazliwych
dla pacjentek skutki uboczne, takie jak hirsutyzm, tradzik, przyrost masy
ciala i obnizene glosu’'. Ten sposéb stosowania danazolu moze skutkowaé
oczekiwanym przez nas efektem zmniejszenia ilosci hiperandrogennech skut-
kéw ubocznych. Przedstawione wyniki pokazuja nowe podejscie i mozliwosci
w leczeniu przyczynowym i objawowym endometriozy, ale wymagaja dodat-
kowych badan, aby stosowanie ich weszto do prakeyki klinicznej. Opisywane
inhibitory NPSR1 sa zupelnie nowym i niezbadanym dotad sposobem w le-
czeniu endometriozy. NPS i NPSR1 odnaleziono w okreslonych obszarach

moézgu gdzie wplywaja na lgk, poruszanie si¢, pobudzenie, przyjmowanie
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pokarmu, pamig¢ strachu i uzaleznienia od narkotykéw. Dodatkowo uktad
ten jest wyrazany w tarczycy, gruczofach linowych i sutkach®’. Zauwazono
jego powiazanie z chorobami takimi jak: astma*, choroby zapalne jelit®, reu-
matoidalne zapalenie stawéw*. Ostatnie badania, ktdre wykazaty bezposredni
wplyw NPS na przyleganie makrofagéw, migracje i fagocytoze baketerii, in-
dukeje transkrypcji cytokin prozapalnych (interleukiny 8 i substancji P) po
stymulacji NPS komérek nablonka stabilnie transfekowanych cDNA NPSR
oraz podwyzszone poziomy mRNA NPSR1 w aktywowanych leukocytach®,
pozwolily zwréci¢ uwage na mozliwe jego pozytywne dziatanie w leczeniu
endometriozy. Przytoczone badanie polaczylo dowody z analiz genetycz-
nych endometriozy u ludzi i makakéw rezus, co pozwolito ujawnié zwiazek
wariantéw kodowania zmiany sensu o niskiej czestotliwosci w NPSR1 z ro-
dzinng endometrioza w stadium III/IV, gléwnie ASRM. Dowiedziono réw-
niez, z¢ NPSR1 zmniejsza bol i stan zapalny w mysich modelach zapalenia
otrzewnej i endometriozy. Niestety nie dostarcza nam ono bezposredniego
celu terapeutycznego, a jedynie zwraca uwagg na wspdlne warianty mapujace
w poblizu NPSR1 i jego liganda NPS, ktére sa zwigzane z endometrioza. Jest
ono bardzo innowacyjne, niespotykane i zapewne otworzy droge wielu innym
badaniom, ktére wykorzystaja t¢ wiedz¢ do stworzenia leczenia bardziej sper-
sonalizowanego, skupiajacego si¢ réwniez na réznych stadiach choroby.
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Abstrakt:

Rak urotelialny pecherza moczowego (UC) jest najczgstszym nowotworem zlosliwym ukla-
du moczowego i przyczyna prawie 170 000 zgondw rocznie na calym $wiecie. Dotychczas

stosowana immunoterapia z dopecherzowym wlewem Bacillus Calmette-Guérin (BCG) jest
standardem leczenia nieinwazyjnego raka pecherza moczowego (NMIBC). Pojawienie si¢ inhi-
bitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych (ICI) catkowicie zmienilo schemat leczenia,
zaréwno NMIBGC, jak i raka pecherza moczowego naciekajacego migsnie (MIBC), umozliwia-
jac rozszerzenie strategii leczenia. Do pigciu zatwierdzonych przez FDA ICI naleza: atezolizu-
mab, durwalumab, awelumab, niwolumab, pembrolizumab. W ciagu ostatnich 10 lat innowa-
cje w technologiach sekwencjonowania doprowadzily do szybkiej charakterystyki genomicznej

raka pecherza moczowego, poglebiajac wiedze na temat patogenezy i ujawniajac potencjalne

stabosci terapeutyczne. Dodatkowo, powszechnie wyrazane cele molekularne wykorzystano do

opracowania terapii celowanych. Najnowsze kierunki rozwoju obejmuja leki celujace w biatka

punktéw kontrolnych oraz leki celujace w receptory kostymulujace. Trwajq takze badania nad

zastosowaniem agonistéw receptora czynnika martwicy nowotworu indukowanego glukokor-
tykoidami (GITR), agonistéw OX-40 i agonistéw receptora Toll-podobnego (TLR). Szero-
ki wachlarz nowych mozliwosci nie pomija lekéw nakierowanych na CD47, CEACAM-1

i 6, CD26, kinazg zalezna od cyklin (CDK), szlak interleukin. W§réd bardziej innowacyjnych

rozwigzani znajduja sig: terapia CAR-T, koniugaty lekéw, fotoimmunoterapia, szczepionki,
wykorzystanie wiruséw onkolitycznych oraz nowotworowych komérek macierzystych. Celem

niniejszej pracy jest przeglad dotychczasowej immunoterapii w UC, z rozwazeniem jej skutecz-
nosci oraz przeglad nowych punktéw uchwytu lekéw immunologicznych w UC.

Stowa kluczowe: immunoterapia, rak pecherza moczowego, BCG, inhibitory immunologicz-
nych punktéw kontrolnych
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Abstract:

Urothelial carcinoma of the urinary bladder (UC) is the most common malignant neoplasm
of the urinary system with almost 170,000 deaths annually worldwide. The so far used immu-
notherapy with intravesical infusion of Bacillus Calmette-Guérin (BCG) is the standard treat-
ment for non-invasive bladder cancer (NMIBC). The advent of immune checkpoint inhibitors
(ICIs) has completely changed the treatment regimen of both NMIBC and muscle-infiltrating
bladder cancer (MIBC), allowing more robust treatment strategies. The five FDA-approved
ICIs include: atezolizumab, durvalumab, avelumab, nivolumab, and pembrolizumab. Over the
past 10 years, innovations in sequencing technologies have led to the rapid genomic character-
ization of bladder cancer, deepening the understanding of pathogenesis and revealing potential
therapeutic weaknesses. Additionally, commonly expressed molecular targets have been used to
develop targeted therapies. Recent developments include drugs targeting checkpoint proteins
and drugs targeting costimulatory receptors. Research is also underway on the use of glucocor-
ticoid-induced tumor necrosis factor receptor (GITR) agonists, OX-40 agonists and Toll-like
receptor (TLR) agonists. The wide range of new possibilities does not overlook drugs target-
ing CD47, CEACAM-1 and 6, CD26, cyclin dependent kinase (CDK), interleukin pathway.
Among the more innovative solutions are CAR-T therapy, drug conjugates, photoimmuno-
therapy, vaccines, the use of oncolytic viruses and cancer stem cells. The aim of this study
is to review the current immunotherapy in UC, considering its effectiveness, and to present
new targets of immunobiological drugs in UC.

Keywords: immunotheraphy, bladder cancer, BCG, immune checkpoints inhibitors

1. Wprowadzenie

Rak pecherza moczowego jest siddmym najczgéciej wystgpujacym no-
wotworem na $wiecie i najczestszym nowotworem ztosliwym ukladu moczo-
wego. Kazdego roku na calym $wiecie rak pecherza moczowego diagnozu-
je si¢ u okolo 430 000 osdéb, a umiera na niego okoto 165 000 pacjentdw.
W momencie rozpoznania 75-80% przypadkéw raka pecherza klasyfikuje
si¢ jako nienaciekajacy rak pecherza moczowego. Ta grupa sklada si¢ z pa-
tologicznych stadiéw: Ta (brodawkowaty), T1 (naciekanie blaszki wlasciwej)
i raka in situ (Tis). Stopnie patologiczne sa dalej klasyfikowane jako niskie
lub wysokie w oparciu o klasyfikacje Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
z 2004 r. oraz jako stopnie 1, 2 lub 3 w oparciu o klasyfikacje WHO z 1973
. Czynniki ryzyka rozwoju raka pecherza obejmuja ple¢ meska, ras¢ bia-
13, palenie tytoniu, osobista lub rodzinna histori¢ raka pecherza moczowe-
go, napromieniowanie okolicy miednicy, ekspozycje na niektdre leki, prze-
wlekle infekcje, podrainienia drég moczowych oraz niektére schorzenia,
w tym otylo$¢ i cukrzyca. Niektére zespoly genetyczne, w szczegdlnosci zespdt
Lyncha, réwniez predysponuja do raka urotelialnego®” . Okoto 75% nowych
przypadkéw i zgonéw dotyczy mezczyzn. Catkowite 5- i 10-letnie przezycie
dla naciekajacego mig$nidwke raka pecherza moczowego po leczeniu wynosi
odpowiednio okolo 50 i 36%°. 5-letnie przezycie w przypadku przerzutowe-

go raka pecherza moczowego wynosi tylko 15%. Pacjenci z rakiem pecherza
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moczowego z przerzutami sg leczeni chemioterapia skojarzong oparta na pla-
tynie w leczeniu pierwszego rzutu, zapewniajaca mediang przezycia catkowi-
tego wynoszaca okolo 15 miesiecy’. Chemioterapie drugiego rzutu, takie jak
paklitaksel, pemetreksed, docetaksel i winflunina, maja ograniczong skutecz-
no$¢, a mediana przezycia wynosi okoto 7 miesi¢cy®’. Niedawne przetomy
w biologii i immunologii nowotworéw doprowadzity do lepszego zrozumie-
nia wplywu mikro$rodowiska guza na ukfad odpornosciowy gospodarza'®.
PDL-1 wykazywany na powierzchni komérki nowotworowej lub na komér-
kach odpornosciowych gospodarza w mikrosrodowisku nowotworu angazuje
receptor PD-1 na aktywowanych cytotoksycznych komérkach T, prowadzac
do regulacji w dét odpowiedzi immunologicznej gospodarza przeciwko ko-
moérkom nowotworowym. Inhibitory PDL-1 blokuja to ujemne sprzgzenie
zwrotne, a tym samym wzmacniaja odpowiedZ immunologiczna przeciwko
komérkom nowotworowym''. Celem niniejszej pracy jest oméwienie roli
obecnych $rodkéw immunoterapeutycznych dostepnych w leczeniu raka pe-
cherza moczowego zaréwno w monoterapii, jak i w polaczeniu z chemiotera-
pia lub innymi lekami immunoterapeutycznymi. Rozwazone réwniez zostang
rézne nowe $rodki immunoterapeutyczne, kedrych skutecznoéé jest obecnie

poddawana ocenie, oraz ich mozliwa rola w przysztym paradygmacie leczenia.
2. Immunoterapia Bacillus Calmette-Guerin (BCG)

Od kilkudziesigciu lat onkologiczne zastosowanie BCG, czyli zywe-
go, atenuowanego szczepu Mycobacterium bovis jest standardem leczenia
NMIBC. Mechanizm dziatania BCG w leczeniu raka pecherza moczowego
wciaz nie jest w pelni poznany. Uwaza sig, ze ekspozycja na BCG hamuje
wzrost komérek nowotworowych w sposéb zalezny od dawki przez miejsco-
w3 odpowiedz immunologiczna, o czym $wiadczy naciek pecherza moczowe-
go komérkami zapalnymi i gwaltowny wzrost poziomu cytokin w moczu'®.
Aktualne wytyczne zalecaja stosowanie dopgcherzowej immunoterapii BCG
z indukcja dopecherzowa u pacjentéw z NMIBC $redniego lub wysokiego
ryzyka (T1, Tis i Ta o wysokim stopniu ztosliwosci)'?. W kilku badaniach
z randomizacja sugerowano, ze immunoterapia BCG ma przewage nad réi-
nymi dopecherzowymi $rodkami chemioterapeutycznymi w zmniejszaniu
nawrotéw i opéznianiu progresji choroby'. Metaanaliza dziewieciu badan
z randomizacja wykazala istotnie nizszy odsetek miejscowych nawrotéw guza
u pacjentéw, ktérzy otrzymali BCG do pecherza moczowego po przebyciu

przezcewkowej resekcji guza w poréwnaniu z pacjentami poddanymi samej
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resekcji przezcewkowej lub resekeji przezcewkowej z nast¢pujaca dopecherzo-
wa chemioterapia®. Najnowsze dane potwierdzaja zastosowanie podtrzymu-
jacej terapii dopecherzowej BCG u wybranych pacjentéw z NMIBC. Ran-
domizowane badanie wykazalo, ze w NMIBC wysokiego ryzyka przezycie
bez nawrotéw bylo lepsze, gdy podtrzymujace BCG podawano przez 3 lata,
jednak w przypadku NMIBC o posrednim ryzyku 1 rok leczenia podtrzy-
mujacego byl wystarczajacy'®. Dzialania niepozadane wlewéw BCG obejmu-
ja miejscowe skutki uboczne wynikajace z odpowiedzi zapalnej na podanie
dopecherzowe oraz powiktania ogélnoustrojowe bedace wynikiem zakazenia
BCG. Migjscowe powiklania BCG sa czgste, wystepuja u 62,8%-75,2% pa-
cjentéw i na ogdt nie sa powazne. Czesto pojawiaja si¢ one w ciagu kilku
godzin od podania BCG i ustgpuja samoistnie do 48-72 godzin. Obejmuja
one chemiczne zapalenie pecherza, bakteryjne zapalenie pecherza, krwiomocz.
Ogdlnoustrojowe dzialania niepozadane odpowiadaja za mniejszy odsetek re-
akcji na dopecherzowe BCG, ale nadal dotycza ogélnie 30% - 40% pacjen-
téw i rzadko moga zagraza¢ zyciu. Nalezg do nich ogélne zte samopoczucie
(15,5%-24,8%), wysypka (2,2%-2,7%), goraczka (7,5%-17,1%) oraz zaka-
zenia, w tym posocznica u <1%-9% pacjentéw'’. Niestety, prawie 40% pa-
cjentéw z NMIBC nie poddaje si¢ terapii BCG. Do mozliwych przyczyn nie-
powodzenia zalicza si¢: niewystarczajace leczenie, utajong chorobe inwazyjna
lub przerzutowa, niewystarczajaca odpowiedZz immunologiczna, stopniowe
zanikanie odpowiedzi immunologicznej lub polimorfizm genu makrofagowe-
go biatka-1 zwiazanego z naturalng odpornoscia (NRAMP-1)'. W ostatnich
latach niedobér BCG byt wyzwaniem dla onkologéw na calym $wiecie. Wraz
z definitywnym zaprzestaniem produkeji gléwnego szczepu (tj. Immucyst® )
z koricem 2018 roku, poszukuje si¢ alternatywnych strategii, w tym stoso-
wania réznych szczepéw'??. W przyszlosci zaproponowano, aby sciana ko-
moérkowa BCG i szkielet $ciany komérkowej BCG (BCG-CWS) zastapily
zywe BCG w celu wywolania tej samej odpowiedzi immunologicznej, ale bez
ryzyka infekcji ogélnoustrojowej. Wykazano, ze nanoczasteczka BCG-CWS

podawana dopecherzowo w modelach gryzoni hamuje wzrost guza®.
3. Inhibitory Immunologicznych Punktéw Kontrolnych (ICI)

Uklad odpornosciowy chroni organizm przed inwazja obcych czynni-
kéw etiologicznych. Prezentacja antygenéw limfocytom T przez komérki
prezentujace antygen (APC) jest procesem krytycznym. CD28 bylo pierw-
szym biatkiem zidentyfikowanym jako koreceptor, ktdry przekazuje sygnaly
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stymulujace do komérek T. Po zwiazaniu CD28 ze swoim ligandem, biatkiem
B7, na powierzchni APC, proliferacja komérek T jest aktywowana w celu
zwickszenia odpornosci. Cytotoksyczny antygen limfocytéw T-4 (CTLA-4)
i biatko zaprogramowanej $mierci komérki-1 (PD-1) przekazuja sygnaly ha-
mujace po zwigzaniu ich z ligandami, B7-1/B7-2 i PD-L1 (B7-H1)/PD-L2
(B7-DC), odpowiednio, na APC lub nowotworach. Czasteczki biatka zaan-
gazowane w regulacje odpornosci sa okreslane jako immunologiczne punkty
kontrolne. Zazwyczaj uklad odpornosciowy jest zdolny do rozpoznawania
i niszczenia komérek nowotworowych, jednak komérki nowotworowe moga
wykorzystywa¢ mechanizm hamujacy i unika¢ aktywnosci przeciwnowotwo-
rowej gospodarza poprzez hamowanie proliferacji komérek odpornosciowych,
a nastepnie przezywaé i kontynuowaé proliferacje. Opracowano inhibitory
immunologicznych punktéw kontrolnych (immune checkpoints inhibitors
- ICI), aby kontrolowa¢ guzy immunologiczne, w tym UC. Najszerzej ba-
danymi ICI w UC sg przeciwciala monoklonalne anty-CTLA-4, anty-PD-1
i anty-PD-L1%2%, ktére celuja w szlaki regulacyjne komérek T w celu wzmoc-
nienia przeciwnowotworowych odpowiedzi immunologicznych”. Od maja
2016 r. do maja 2017 r. pigé przeciwcial monoklonalnych anty-PD-1/PD-L1
otrzymalo przyspieszona lub regularna zgode amerykariskiej Agencji ds. Zyw-
nosci i Lekéw (FDA) na leczenie pacjentéw z miejscowo zaawansowanym lub

przerzutowym UC?.
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Rysunek 1. Przedstawia immunoterapi¢ przeciwpunktows ze wskazaniem miejsc uchwytu

ICI?. Plusy oznaczajq sygnalizacje aktywujaca, a minusy hamujaca.
3.1 Atezolizumab

Atezolizumab jest pierwszym inhibitorem immunologicznych punk-
téw kontrolnych zatwierdzonym przez FDA w dniu 18 maja 2016 r. do le-
czenia pacjentéw z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem
urotelialnym, u ktérych choroba postgpowata podczas lub po chemioterapii
zawierajacej platyng lub w ciagu 12 miesi¢cy po leczeniu neoadiuwanto-
wym lub uzupelniajacym chemioterapia zawierajaca platyng. Atezolizumab
jest humanizowanym przeciwcialem IgG1 skierowanym przeciwko punk-
towi kontrolnemu PD-L1. Przyspieszone zatwierdzenie przez FDA w USA
uzyskano na podstawie wynikéw badania IMvigor-210, wieloosrodkowego,
miedzynarodowego, jednoramiennego badania z udzialem 310 pacjentéw
z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem urotelialnym, u kté-
rych doszto do progresji choroby po wczesniejszej chemioterapii zawierajacej
platyng®” . Wszyscy pacjenci otrzymywali dozylnie 1200 mg atezolizumabu
co 3 tygodnie. W badaniu IMvigor-210 podzielono pacjentéw na podstawie
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pozioméw ekspresji PD-L1 w komérkach odpornosciowych naciekajacych
nowotwor. Pacjenci z 25% komoérek immunologicznych naciekajacych nowo-
twor wybarwionych przez PD-L1 w guzie zostali zaklasyfikowani jako grupa
PD-L1-dodatnia. W tym badaniu tacznie 100 (32%) i 210 (68%) pacjentéw
zostato sklasyfikowanych odpowiednio jako PD-L1 dodatni i PD-L1 ujemny.
Z badania wykluczono pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi
w wywiadzie lub wymagajacych ogélnoustrojowych lekéw immunosupresyj-
nych. Kluczowymi miarami skutecznosci byly odsetek obiektywnych odpo-
wiedzi (ORR) oceniany w niezaleznym przegladzie wedlug kryteriéw oceny
odpowiedzi w guzach litych w wersji 1.1 (RECIST v1.1) oraz czas trwania
odpowiedzi (DoR). Przy medianie obserwacji wynoszacej 14,4 miesiaca ORR
wynidst 14,8% u wszystkich leczonych pacjentéw?” 2. Mediana DoR wahata
si¢ od 2,1 do 13,8 miesigca. Sposréd 46 oséb, ktére odpowiedzialy, 37 pa-
gjentéw wykazywalo ciagly odpowiedz przez = 6 miesigcy. Ocena stosunku
korzysci do ryzyka byla korzystna dla poparcia przyspieszonego zatwierdze-
nia27, 2‘)'

Zjawiskiem odnotowanym pézniej w 2017 roku bylo lepsze przezycie
catkowite w przypadku kontynuacji leczenia atezolizumabem w momencie
progresji w poréwnaniu z pacjentami, u ktérych odstawiono atezolizumab.
Mediana catkowitego przezycia (OS) dla 0séb kontynuujacych leczenie atezo-
lizumabem po progresji choroby wyniosta 12,8 miesiaca, w poréwnaniu
z 3,6 miesigca dla oséb nieleczonych atezolizumabem po progresji choro-
by. Jednak konieczne sa dalsze badania, aby potwierdzi¢ jego powtarzalno$¢
z innymi inhibitorami punktéw kontrolnych. Nast¢pnie w 2017 roku atezo-
lizumab zostat zatwierdzony do leczenia pacjentéw z zaawansowanym rakiem
pecherza moczowego, kt6rzy nie kwalifikuja si¢ do terapii opartej na platynie
jako terapii pierwszego rzutu®.

Badanie IMvigor211, poréwnujace atezolizumab z chemioterapia dru-
giego rzutu, niestety nie wykazalo jego wyzszosci pod wzgledem OS'.

Badanie IMvigor130 dotyczy atezolizumabu w monoterapii lub
w skojarzeniu z chemioterapia oparta na platynie u pacjentéw z nieleczonym
miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem pecherza moczowego
i wykazuje, ze dodanie atezolizumabu do chemioterapii opartej na platynie
jako leczenia pierwszego rzutu wydtuzylo czas przezycia bez progresji choroby
u pacjentéw z przerzutowym rakiem urotelialnym®. Inne badania rozwazaja
jego zastosowanie jako leczenie neoadjuwantowe w MIBC (NCT02662309),
w polaczeniu z BCG w NMIBC wysokiego ryzyka (NCT02792192)%
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i monoterapi¢c w nawracajacych NMIBC niereagujacych na BCG
(NCT02844816)*.

3.2. Durwalumab

Durwalumab jest selektywnym, zmodyfikowanym ludzkim przeciwcia-
fem, ktére blokuje wiazanie PDL-1 z PD-1 i CD80% 1 maja 2017r. FDA
przyznala przyspieszona zgode na zastosowanie durwalumabu w leczeniu pa-
cjentdéw z zaawansowanym lub przerzutowym UC, ktéry rozwinat si¢ podczas
lub po weczesniejszej chemioterapii opartej na platynie. Zatwierdzenie zosta-
fo oparte na jednoramiennym badaniu pacjentéw z UC, u ktérych chemio-
terapia pierwszego rzutu oparta na platynie zakoriczyla si¢ niepowodzeniem®>
36, W badaniu tym acznie 61 pacjentéw, z ktérych 40 uznano za pacjentéw
z dodatnim nowotworem PD-L1 (225% komérek nowotworowych lub ko-
morek odpornosciowych naciekajacych nowotwér z ekspresja PD-L1), leczo-
no durwalumabem w dawce 10 mg/kg co 2 tygodnie. Sposréd tych pacjen-
tow 93,4% otrzymalo jedna lub wiccej linii wezesniejszej terapii z powodu
zaawansowanej choroby. ORR wynidst 31% w calej populadji i 46,4% w pod-
grupie PD-L1 dodatniej w poréwnaniu do 0% w podgrupie PD-L1 ujemnej™.
W niedawnym badaniu I/II fazy (NCT01693562), dotyczacym durwalumabu
badano pacjentéw z réznymi typami guzéw litych pod katem analizy bezpie-
czeristwa ekspozycji. Badanie to obejmowato 191 pacjentéw, ktérym podawano
durwalumab réwniez w dawce 10 mg/kg dozylnie co 2 tygodnie. Obiektyw-
ne odpowiedzi odnotowano u 17,8 % pacjentéw. Odpowiedz byla wyisza u
tych, kedrzy mieli wyzszy wskaznik ekspresji PD-L1 (28% w poréwnaniu z 5%
w przypadku niskiej lub ujemnej ekspresji PD-L1). Mediana OS wyniosta 18,2
miesiaca dla wszystkich pacjentéw i 20,0 miesigcy i 8,1 miesiaca odpowiednio
w grupach o wysokiej i niskiej (lub ujemnej) ekspresji PD-L1%.

Trwa badanie III fazy MEDI4736 (NCT02516241) oceniajace skojarze-
nie durwalumabu i tremelimumabu we wczesniej nieleczonym raku pecherza
moczowego, podczas gdy inne badanie ocenia terapi¢ skojarzong (durwalum-
ab + tremelimumab) w leczeniu pacjentéw z naciekajacym migsnie UC wy-
sokiego ryzyka, ktérego nie mozna leczy¢ terapia oparta na cisplatynie przed
zabiegiem chirurgicznym (NCT02812420). W tym roku maja by¢ réwniez
opublikowane wyniki badania, w ktérym skojarzono durwalumab z radiote-
rapig (NCT02891161).
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3.3. Awelumab

Awelumab to w pelni humanizowane przeciwcialo IgG1 skierowane
przeciwko punktowi kontrolnemu PD-L1. 9 maja 2017 r. awelumab otrzymat
przyspieszona aprobat¢ FDA na podstawie wynikéw otwartego, jednoramien-
nego, wieloosrodkowego badania JAVELIN Solid Tumor (NCT01772004).
W badaniu nastgpowato kolejne rozszerzenie grup réwnoleglych dla réznych
kohort podtypéw raka®. Badano kohorty zaréwno wtérnej ekspansji, jak
i ekspansji skutecznosci u pacjentéw z przerzutowym rakiem urotelialnym,
u ktérych doszto do progresji po co najmniej jednej wezesniejszej probie le-
czenia chemioterapia oparta na platynie”. Pacjentom podawano awelumab
w dawce 10 mg/kg dozylnie co 2 tygodnie do progresji choroby, nietolero-
wanej toksycznosci lub wycofania si¢ z badania. Przed podaniem awelumabu
wszyscy pacjenci otrzymywali lek przeciwhistaminowy i paracetamol. Laczng
analiz¢ obu badan przeprowadzono na 161 pacjentach. ORR wyni6st 17%,
przy czym byl on znacznie wyzszy u pacjentéw z dodatnim wynikiem PD-L1,
w pordéwnaniu z pacjentami z ujemnym wynikiem PD-L1 i wynosil odpo-
wiednio 24% i 14%%%°. Mediana czasu trwania odpowiedzi wahala si¢ od 1,4
do 17,4 miesi¢cy®®. Co istotne, u 20% pacjentéw wystapily reakcje zwigzane
z infuzja, keérych wezesniej nie obserwowano w przypadku zadnego innego
inhibitora PD-1/PDL-1%. Trwa randomizowane badanie 3 fazy z zastosowa-
niem awelumabu w polaczeniu z leczeniem podtrzymujacym w porédwnaniu
z samym leczeniem podtrzymujacym u pacjentéw z rakiem pecherza moczo-
wego z przerzutami, u kedrych nie doszto do progresji po leczeniu pierwszego
rzutu opartym na platynie (NCT02603432).

3.4. Niwolumab

Niwolumab jest ludzkim przeciwcialem IgG4 skierowanym przeciw-
ko punktowi kontrolnemu PD-1. Na podstawie jednoramiennego badania
klinicznego CheckMate-275%, 2 lutego 2017 r. FDA przyznala przyspie-
szong zgode na zastosowanie niwolumabu w leczeniu UC po nieskutecznej
chemioterapii pierwszego rzutu opartej na zwiazkach platyny. Niwolumab
jest rowniez pierwszym inhibitorem immunologicznych punktéw kontrol-
nych zatwierdzonym w Unii Europejskiej do leczenia UC, 4 czerwca 2017 r.
Wplyw niwolumabu na zmniejszenie wielkosci guza u pacjentéw z przerzu-
towym lub nieoperacyjnym miejscowo zaawansowanym UC, badano w jed-
noramiennym, otwartym badaniu fazy II CheckMate-275 (NCT02387996).
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W badaniu CheckMate-275 niwolumab podawano 270 pacjentom z UC
w dawce 3 mg/kg co 2 tygodnie do czasu wystapienia progresji choroby, po-
gorszenia stanu klinicznego lub niedopuszczalnej toksycznosci. Ekspresje no-
wotworu PD-L1 oznaczono ilo$ciowo jako 25 % lub >1 %. ORR wynidst
19,6%, odpowiedzi odnotowano na wszystkich poziomach ekspresji PD-L1,
z wigksza odpowiedzia u pacjentéw z wyzsza ekspresja PD-L1 (28% dla oséb
powyzej 5% i 23,8% dla 0s6b miedzy 5 a 1%). Mediana czasu trwania odpo-
wiedzi wyniosta 10,3 miesigca, a mediana przezycia catkowitego (OS) wynio-
sta 8,7 miesigca® >, W trwajacym badaniu Checkmate-274 (NCT02632409)
niwolumab jest testowany w poréwnaniu z placebo u pacjentéw z rakiem
pecherza moczowego lub gérnych drég moczowych, po operacji usunigcia
nowotworu. Inne trwajace badanie dotyczy niwolumabu w skojarzeniu
z kabazytakselem, z ipilimumabem lub bez u pacjentéw z przerzutowymi gu-
zami ukladu moczowego (NCT02496208). W trakcie rekrutacji jest bada-
nie majace na celu poréwnanie niwolumabu w monoterapii i w skojarzaniu
z urelumabem (przeciwcialo agonistyczne anty-4-1BB) u pacjentéw z UC

niekwalifikujacych si¢ do stosowania cisplatyny lub odmawiajacych chemio-

terapii (NCT02845323).
3.5. Pembrolizumab

Pembrolizumab jest humanizowanym przeciwcialem IgG4 skierowa-
nym przeciwko punktowi kontrolnemu PD-1%. Jest to najnowszy inhibitor
immunologicznych punktéw kontrolnych zatwierdzony przez FDA w dniu
18 maja 2017 r. do leczenia pacjentéw z UC. Oprécz zatwierdzenia w te-
rapii drugiego rzutu, pembrolizumab uzyskal réwniez przyspieszong zgodg
na zatwierdzenie do terapii pierwszego rzutu. Wskazania do leczenia pierw-
szego i drugiego rzutu zostaly zatwierdzone na podstawie odpowiednio ba-
dat KEYNOTE-052 i KEYNOTE-045*. W badaniu II fazy Keynote-052
oceniano aktywnos¢ i bezpieczestwo 200 mg pembrolizumabu podawanego
co 3 tygodnie (przez 24 miesiace) u 370 pacjentéw uprzednio nieleczonych,
badz niekwalifikujacych si¢ do leczenia cisplatyng z przerzutowym lub miej-
scowo zaawansowanym rakiem pecherza*. Ze wzgledu na ekspresje PDL-1
w komoérkach nowotworowych i odpornosciowych pacjentéw podzielono na
dwie grupy. W pierwszej grupie ekspresja PDL-1 byla na poziomie > 1%,
w drugiej wynosita > 10%.W grupach tych odpowiedz na leczenie wynosita
odpowiednio 25,4% i 38%. Badanie wykazalo ORR na poziomie 24%. Me-
diana obserwacji wyniosta 7,8 miesigca. Mediana czasu trwania odpowiedzi
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wahata si¢ od 1,4 do 17,8 miesigca. 6-miesi¢czne przezycie wyniosto 67%%.
Kluczowe badanie fazy III Keynote-045 zostalo zaprojektowane w celu oceny
pembrolizumabu w dawce 200 mg podawanej co 3 tygodnie w poréwnaniu z
chemioterapia wybrana przez badacza (paklitaksel, docetaksel lub winflunina)
u 542 pacjentéw z przerzutowym rakiem pecherza moczowego, u ktérych
doszto do progresji po chemioterapii opartej na platynie®. Ekspresja PDL-1
zostala sklasyfikowana w podobny sposéb jak w Keynote-052, ale oceniono
tylko odpowiedZ na poziomy PDL-1 > 10%, co stanowilo okolo 30% ca-
fej kohorty. ORR w grupie pembrolizumabu wynidst okolo 20% w poréw-
naniu z 11% w grupie chemioterapii. Mediana OS wynosita dla obu grup
odpowiednio 10,3 miesi¢cy, w poréwnaniu z 7,4 miesiaca. Przezycie roczne
wyniosto odpowiednio 43,9%, w poréwnaniu z 30,7%. Biorac pod uwage
poziom PDL-1 > 10%, mediana OS wyniosta 8 miesi¢gcy w grupie pembro-
lizumabu, natomiast 5,2 miesigca w grupie chemioterapii® *. Takie wyniki
wzbudzily watpliwosci, czy PDL-1 jest wiarygodnym markerem w nowotwo-
rach nablonka drég moczowych. Pembrolizumab uznano za lepiej tolerowany
niz chemioterapia. Niestety, jako$¢ zycia nie byla mierzona we wszystkich
grupach pacjentéw w tym badaniu® “. Pembrolizumab by} réwniez badany
w polaczeniu z réznymi srodkami cytotoksycznymi. W badaniu z udzialem
12 pacjentéw z przerzutowym rakiem pecherza, pembrolizumab w skojarze-
niu z chemioterapia (docetaksel lub gemcytabina) wykazal dobra skuteczno$¢
z ORR wynoszacym 33%?. Badanie to dostarcza wstepnych dowodéw na to,
ze polaczenie pembrolizumabu i chemioterapii moze by¢ korzystne w raku pe-
cherza moczowego, jednakze mechanizm $mierci komérek immunogennych
poprzez wzajemne oddzialywanie immunoterapii i chemioterapii wymaga
dalszego wyjasnienia. W trakcie III fazy jest badanie Keynote-361, w kt4-
rym ocenie poddawana jest terapia pembrolizumabem z chemioterapia sko-
jarzong oparta na platynie lub bez niej w poréwnaniu z sama chemioterapig
u pacjentéw z zaawansowanym rakiem pecherza moczowego (NCT02853305).
Inne badania dotycza réznych nowych zastosowari pembrolizumabu, w tym
stosowania monoterapii u pacjentéw z NMIBC wysokiego ryzyka (Keyno-
te057 (NCT02625961)), w polaczeniu z BCG u pacjentdéw z nawracajacym
NMIBC (NCT02808143) oraz w polaczeniu z chemioradioterapia w MIBC
(PCR-MIB (NCT02662062)). Badane jest réwniez zastosowanie pembro-
lizumabu w leczeniu neoadiuwantowym w monoterapii (NCT02736260),
a takze w skojarzeniu z chemioterapia z dubletem platyny (NCT02690558)
lub z gemcytabing w populacji kwalifikujacej si¢/niekwalifikujacej si¢ do pla-
tyny (NCT02365766). Inne badanie ocenia skuteczno$¢ pembrolizumabu
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w terapii podtrzymujacej po poczatkowej chemioterapii w chorobie przerzu-
towej (NCT02500121). Pembrolizumab jest stosowany w polaczeniu z radio-
terapia w trwajacym badaniu fazy I w MIBC lub raku pecherza z przerzutami,
w celu poprawy wynikéw. Rozwazana jest takze skuteczno$é pembrolizumabu
po zakonczeniu radioterapii przez rok lub do progresji choroby (PLUMMB
(NCT02560630)).

Tabela 1. Zdarzenia niepozadane zwiazane z leczeniem zatwierdzonych przez FDA inhibitoréw
PD-1/PI-L1 u pacjentéw z rakiem urotelialnym?

Nazwa Zdarzenia niepozadane Zdarzenla i
Cel Sl ; ; zadane o podiozu
inhibitora zwiazane z leczeniem . .
immunologicznym
- zapalenie pluc
- zapalenie watroby
- zapalenie okreznicy
- zmeczenie - endokrynopatie (choroba
- zmniejszony apetyt tarczycy, niewydolno$é
. - nudnosci nadnerczy, zapalenie przy-
PD-L1 | Atezolizumab ) _ zakazenie drég moczowych sadki, cukrzyca typu 1)
- goraczka - zapalenie opon moé-
- zaparcia zgowo-rdzeniowych/
mozgu
- zapalenie trzustki
- zapalenie skory/wysypka
- zmeczenie - zapalenie pluc
- zmniejszony apetyt - zapalenie watroby
- nudnosci - zapalenie okreznicy,
PD-L1 | Durwalumab - zakazenie drég moczowych |- endokrynopatie (choroba
- biegunka tarczycy, niewydolno$¢
- béle miesniowo-szkieletowe nadnerczy, zapalenie przy-
- zaparcia sadki, cukrzyca typu 1)
- obrz¢ki obwodowe - zapalenie nerek
. - zapalenie pluc
- zmeczenie .
o - zapalenie watroby
T ZMIEjszony apetyt - zapalenie okre¢znic
PD-L1 | Awelumab - nudnosci b ey
RN - endokrynopatie
- zakazenie drég moczowych .
o . - zapalenie nerek
- béle mig$niowo-szkieletowe g .
- dysfunkcja nerek
- zapalenie phuc
- zmeczenie - zapalenie watroby
- zmniejszony apetyt - zapalenie okreznicy
PD-1 Niwolumab - nudnosci - endokrynopatie,
u - béle mig§niowo-szkieletowe |- zapalenie nerek,
- biegunka - dysfunkcja nerek,
- wysypka - zapalenie mézgu
- wysypka
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- zmeczenie
- zmniejszony apetyt - zapalenie pluc
- nudnosci - zapalenie watroby
PD-1 Pembrolizumab | lgf)le mig$niowo-szkieletowe | - zapalenie okrc;.zmcy
- biegunka - endokrynopatie
- wysypka - zapalenie nerek
- $wiad - dysfunkcja nerek
- zaparcia
3.6. Impilimumab

Ipilimumab jest przeciwcialem monoklonalnym skierowanym przeciw-
ko cytotoksycznemu antygenowi zwiazanemu z limfocytami T (CTLA-4)
i obecnie zatwierdzonym do leczenia przerzutowego czerniaka®. Ostatnie
dane sugeruja, ze niektére leki stosowane w chemioterapii (np. standardowa
dawka gemcytabiny) posrednicza w przeciwnowotworowym dziataniu ICI
poprzez wywolywanie immunogennej $mierci komérek®. Wiadomo réwniez,
ze inne leki, takie jak cisplatyna, moduluja odporno$¢ nowotworu®. Zbada-
ne zostaly terapie skojarzone obejmujace antagoniste CTLA-4, antagoniste
immunologicznego punktu kontrolnego i chemioterapi¢ w przypadku raka
pecherza moczowego. W badaniu II fazy oceniano ipilimumab w skojarze-
niu z chemioterapia cisplatyna i gemcytabing w przerzutowym raku pecherza
moczowego’'. W badaniu tym uczestniczylo 36 pacjentéw wczesniej niele-
czonych (w wigkszosci z przerzutami do narzadéw trzewnych), ktdrzy byli le-
czeni sze$cioma cyklami powyzszej kombinacji. ORR wyni6st 23%, mediana
przezycia wolnego od progresji (PES) 8 miesi¢ccy, Mediana OS 14,6 miesigcy,
a roczny wskaznik przezycia 59%. Najczestszymi zdarzeniami niepozadanymi
stopnia 3./4. byly neutropenia (36%), hiponatremia (31%) i niedokrwisto$¢
(25%), natomiast najczgstszymi zdarzeniami niepozadanymi stopnia 3./4.
pochodzenia immunologicznego bylo zapalenie okreznicy (6 %) i przysadki
(3%). Chociaz badanie to nie osiagnelo pierwszorzedowego punktu koricowe-
go 80% przezywalnosci w ciggu roku’’, jednak wyznaczylo nowy punkt od-
niesienia dla przysztych badar i potwierdzito, ze rak pecherza moczowego jest
immunogenny. Badanie wykazalo, ze powyzsza kombinacja jest wykonalna
i wykazuje skutecznos¢. Obecnie trwaja starania na rzecz wzmocnienia aktywa-
¢ji immunologicznej poprzez potaczenie srodkéw anty-CTLA-4 i anty-PD-1.
W otwartym badaniu fazy 1/2 Checkmate032, oceniano bezpieczeristwo

i skutecznos¢ niwolumabu w potaczeniu z ipilimumabem w przerzutowych
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guzach litych. Badano dwie rézne kombinagje, ipilimumab w dawce 3 mg/
kg z niwolumabem w dawce 1 mg/kg lub ipilimumab w dawce 1 mg/kg
z niwolumabem w dawce 3 mg/kg podawane co 3 tygodnie przez 4 cykle,
a nastgpnie niwolumab w monoterapii podawany co 2 tygodnie u pacjentéw
z wezesniej leczonym przerzutowym rakiem pecherza moczowego™. Obser-
wowano obiecujacy ORR wynoszacy 38,5% (ipilimumab w dawce 3 mg/kg)
w poréwnaniu z 26% (ipilimumab w dawce 1 mg/kg). Mediana PFS wyniosta
4,3 miesigca w poréwnaniu do 2,6 miesiaca, natomiast mediana OS wyniosta
10,2 miesiaca w poréwnaniu do 7,3 miesiaca™. Wskazniki te byly niezalez-
ne od poziomu ekspresji PDL-1. Najczestszymi zdarzeniami niepozadanymi
stopnia 3./4. w pierwszej kombinacji byly biegunka (7,7%) i zapalenie pluc
(3,8%), podczas gdy podwyzszong aktywnos¢ enzyméw watrobowych (5,8%)
i biegunke (4,8%) zaobserwowano w drugiej kombinacji leczenia®. Koniecz-
na wydaje si¢ dalsza ocena tego polaczenia w duzych, dtugoterminowych ba-
daniach w celu potwierdzenia powyzszych wynikéw.

4. Nowe cele i nadchodzace $rodki immunoterapeutyczne w leczeniu

raka pecherza
4.1. Leki celujace w biatka punktéw kontrolnych
4.1.1. Aktywacja limfocytéw Gen-3 (LAG-3)

LAG-3 ulega ekspresji na powierzchni komérek limfocytéw i zostal nie-
dawno uznany za wazny, nowy cel w immunologii raka*®. Leki anty-LAG-3
wykazywaly zwickszona aktywacje komérek T specyficznych wobec antygenu
w miejscu guza, co skutkuje zmniejszonym wzrostem guza. Badania przedkli-
niczne ujawnily powszechna wspétekspresje PD-1 i LAG-3 na naciekajacych
nowotwér limfocytach T w kilku nowotworach, a podwéjna blokada (anty-
-LAG-3/anty-PD-1) wykazala dobre wyniki synergiczne w nowotworach na
modelach zwierzecych®. Na tej podstawie powstato badanie (NCT04140500),
bedace w fazie rekrutacji, majace na celu oceng eskalacji dawki dwuswoistego
przeciwciata przeciw PD1-LAG3 u pacjentéw z zaawansowanymi i/lub prze-
rzutowymi guzami litymi. Dalsza ocena kliniczna tego typu celu terapeutycz-

nego moze wykaza¢ pozytywne rezultaty w raku pecherza moczowego.

186



IMMUNOTERAPIA W RAKU PECHERZA MOCZOWEGO.

4.1.2. Receptory Ig-podobne do komérek zabéjczych (KIR)

Receptory KIR sa obecne na dojrzalych komérkach NK, a ich ligan-
dami sg czasteczki HLA. Wiazanie czasteczek HLA z KIR skutkuje hamu-
jaca sygnalizacja, ktéra zmniejsza niszczenie guza za posrednictwem komé-
rek NK. Lirilumab (anty-KIR) byl testowany w badaniu zwigkszania dawki
i zostal uznany za dobrze tolerowany™. Jest oceniany w nowotworach narza-
déw migzszowych w polaczeniu z niwolumabem i ipilimumabem. Badanie I
fazy wykazalo ostatnio istotng aktywnos¢ kliniczna lirilumabu (w skojarzeniu
z niwolumabem) u pacjentéw z zaawansowanym rakiem plaskonablonkowym
glowy i szyi opornym na platyn¢”. Dalsze dane z innych kohort ekspansyj-
nych tego badania moga zatem dostarczy¢ waznych informacji na temat przy-

sztego rozwoju tych lekéw w innych nowotworach ztosliwych, w tym w UC.
4.2. Leki celujace w receptory kostymulujace

4.2.1. CD-137 (4-1BB)

CD-137 jest receptorem kostymulujacym obecnym na cytotoksycznych
i regulatorowych komérkach T (Treg) oraz komérkach NK. Jego funkeje
obejmuja aktywacje cytotoksycznych komérek T i hamowanie supresyjnych
funkeji Treg. Jest to potencjalnie odpowiedni cel terapeutyczny w raku pe-
cherza moczowego™®. Po raz pierwszy skuteczno$¢ urelumabu - przeciwciala
monoklonalnego, bedacego agonista CD-137 zbadano w 2008 roku u pacjen-
téw z zaawansowanym rakiem. Wowczas dane dotyczace skutecznosci okazaly
si¢ obiecujace, natomiast réwnoczesnie stwierdzono znaczaca toksycznos¢ wa-
trobowa, najprawdopodobniej zalezng od dawki. Badania wznowiono 2012
roku, tym razem z w polaczeniu z rytuksymabem, cetuksymabem, elotuzuma-
bem i niwolumabem. Zdabano urelumab réwniez w monoterapii. Ponownie
toksycznos$¢ watrobowa byla znaczaca. Ostatnie dane dotyczace urelumabu
u pacjentéw z przerzutowym czerniakiem wykazaly podobne wskazniki od-
powiedzi migdzy pacjentami z guzami PD-L1 dodatnimi i PD-L1 ujemnymi,
co sugeruje, ze urelumab moze poszerzaé pule pacjentéw, ktérzy odpowia-
daja na przeciwciata monoklonalne anty-PD-17. Z tego powodu, pomimo
ograniczonej aktywnosci klinicznej urelumabu w tolerowanej dawce, nalezy

pozosta¢ obiecujaco nastawionym do rozwoju agonistéw CD-137.
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4.2.2. CD27

CD27 jest receptorem kostymulujacym, ktéry nalezy do nadrodziny
receptoréw czynnika martwicy nowotworu i ulega ekspresji zaréwno na ko-
morkach T, komérkach B, jak i komérkach NK*. Warlilumab, przeciwciato
bedace agonista CD27, wykazat obiecujacg aktywno$é przeciwnowotworowa
w badaniu fazy 1 u pacjentéw z nowotworami hematologicznymi®'. Badanie
skojarzenia warlilumabu i atezolizumabu u pacjentéw z zaawansowanym ra-
kiem pecherza moczowego zostalo zakonczone, jednak nalezy oczekiwaé jego

wznowienia i publikacji wynikéw (NCT02543645).

4.2.3. CD40

CD40 jest w duzej mierze wyrazany na APC, po$redniczy w ich dojrze-
waniu i wzmocnieniu odpornosci, co skutkuje aktywacja komérek T specy-
ficzna dla nowotworu®. CP-870,893, anty-CD40, w badaniu fazy 1 u pacjen-

tow z zaawansowanymi guzami litymi wykazal zachecajacy aktywnosé®.

4.3. Agonisci receptora czynnika martwicy nowotworu indukowanego

glukokortykoidami (GITR) i agonisci OX-40
4.3.1. GITR

GITR - biatko zwigzane z receptorem czynnika martwicy nowotworu
indukowane glukokortykoidami jest atrakcyjnym celem immunoterapii, ze
wzgledu na jego zdolno$¢ do promowania funkeji efektorowych komérek T

i hamowania tlumienia regulatorowych limfocytéw Treg®

. Badania przedkli-
niczne przeciwcial agonistycznych GITR (w tym w polaczeniu z ICI) wykaza-
ly wstepny sygnat aktywnosci®. W badaniu MK-4166 (NCT02132754) od-

powiedzi obserwowano w przypadku terapii skojarzonej z pembrolizumabem,

gléwnie u pacjentéw z czerniakiem nieleczonych wezesniej ICI®.

4.3.2. 0X-40

OX-40 ulega ekspresji na komérkach CD4+, CD8+, NK i wzmacnia
sygnalizacj¢ receptora komoérek T na powierzchni limfocytéw T, prowa-
dzac do ich aktywacji i wzmocnienia aktywnosci Treg®”. W badaniu fazy 1
z agonista OX-40, 9B12/MEDI0562 wykazywal ograniczone dziatanie

188



IMMUNOTERAPIA W RAKU PECHERZA MOCZOWEGO.

przeciwnowotworowe przy akceptowalnym profilu bezpieczeristwa u pacjen-
tow z przerzutowymi nowotworami litymi opornymi na terapi¢ konwencjo-
nalng®®. Humanizowana wersja tego samego leku (MEDI0562) byla testowa-
na na pacjentach z nowotworami narzadéw miazszowych w badaniu fazy 1
(NCT02318394). Powstalo réwniez inne badanie z zastosowaniem RG7888/
MOXR0916 w polaczeniu z atezolizumabem z bewacyzumabem lub bez be-
wacyzumabu u pacjentéw z rakiem przerzutowym (NCT02410512). Wyniki
obu powyzszych badan nie zostaly dotychczas opublikowane.

4.4. Leki nakierowane na CD47 oraz CEACAM-11i6
4.4.1. CD47

CDA47 jest hamujacym biatkiem sygnalowym obecnym na komérkach
nowotworowych w celu uniknigcia fagocytozy. Wstepne dane sugeruja réw-
niez, ze CD47 jest podwyzszony w réznych nowotworach. Tak wigc bial-
ko to ma wszystkie cechy dobrego celu molekularnego. Opracowywane sa
przeciwciala monoklonalne ukierunkowane na ten antygen powierzchnio-
wy komoérki. Dwie molekuly CC-90002 (NCT02367196) i Hu5F9-G4
(NCT02216409) sa obecnie oceniane w nowotworach litych i hematologicz-
nych, w przysztoéci nalezy oczekiwaé wynikéw. Rak pecherza jest uwazany za
bardzo immunogenny, zatem przyszle wysitki powinny koncentrowa¢ si¢ na

stymulowaniu fagocytozy w tym nowotworze®.
4.4.2. CEACAM-1 i CEACAM-6

CEACAM naleza do rodziny antygenéw rakowo-plodowych (CEA) im-
munoglobulin glikoproteinowych czasteczek adhezyjnych (CAM) i sa coraz
czgéciej uznawane za odgrywajace kluczowa role w modulowaniu czerniaka,
raka pluc, raka pecherza moczowego i innych nowotworéw”’. CEACAM-1
odgrywa role w progresji raka, inwazji i angiogenezie guza. Jest obecny za-
réwno na komérkach nowotworowych, jak i limfocytach T, a po aktywacji
ulega transoligomeryzacji i zapobiega aktywacji immunologicznej, zapobie-
gajac zniszczeniu komérek nowotworowych przez limfocyty T i komérki
NK"'. Oczekuje si¢, ze blokowanie CEACAM-1 lekiem CM-24 spowoduje
bardziej specyficzna dla raka aktywacje niz ogélna aktywacje immunologicz-
na i jest oceniane (z pembrolizumabem) w badaniu fazy 1 (NCT02346955).
CEACAM-6 jest czasteczka adhezyjna, ktéra wiaze cytotoksyczne komérki T,
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hamujac ich aktywacje i prowadzac do oszczedzania guza”. L-DOS47 dziala
na CEACAM-6 i jest oceniany w raku pluc (NCT02340208). Wyniki obu
powyzszych badan nie zostaly dotychczas opublikowane.

4.5. Katabolizm tryptofanu ukierunkowany na leki

2,3-dioksygenaza indoloaminy-1 (IDO1) jest enzymem katabolizujacym
tryptofan stwierdzanym w wielu nowotworach, ktéry indukuje tolerancje¢ im-
munologiczna poprzez tumienie aktywnosci komérek T. IDO1 powiazano
z progresja raka pecherza moczowego, co ma znaczenie prognostyczne i moze
by¢ przysztym celem w leczeniu raka pecherza moczowego’. Epakadostat jest
skutecznym inhibitorem IDO]1 i znajduje si¢ obecnie we wczesnej fazie roz-
woju klinicznego. Jest badany zaréwno w monoterapii, jak i w polaczeniu
w kilku nowotworach ztosliwych. Oceniono go w skojarzeniu z pembrolizu-
mabem w badaniu I/1I fazy z udzialem 54 pacjentéw z rakiem przerzutowym.
U siedmiu kwalifikujacych si¢ pacjentéw z czerniakiem ORR wynidst 57%.
U pigciu ocenianych pacjentéw z rakiem nerkowokomérkowym ORR wy-
niést 40%7°. W innym badaniu epakadostat podawany z ipilimumabem pa-
cjentom z czerniakiem z przerzutami dat ORR rzedu 30%7¢. Zalozenie, ze
inhibitory IDO1 moga nasila¢ dzialanie przeciwnowotworowe poprzez po-
prawe odpowiedzi na konwencjonalng chemioterapig, doprowadzito do badan
skojarzonych”. Indoksymod, inny inhibitor IDO1 oceniano w skojarzeniu
z docetakselem w badaniu zwigkszania dawki u 27 pacjentéw z rakiem prze-
rzutowym. Badacze odnotowali odsetek odpowiedzi czgsciowych wynoszacy
18%, stabilizacj¢ choroby trwajaca krécej niz 6 miesigcy u 36% i stabilng

chorobg trwajaca ponad 6 miesigcy u 4% pacjentéw’.
4.6. Sygnalizacja chemokinowa nakierowana na lek

Obecnoé¢ komérek odpornosciowych w mikrosrodowisku guza w duzej
mierze zalezy od ligandéw chemokin na tych komérkach i ich receptoréw
na komoérkach nowotworowych”. Chemokiny s strukturalnie podzielone na
cztery podgrupy, a mianowicie CXC, CC, CX3C i C’®. Ukierunkowanie na
szlak chemokin moze okaza¢ si¢ przefomem w leczeniu UC.
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4.6.1. CXCR1, CXCR2

O$ CXCR1/2-CXCL8 aktywuje wiele wewnatrzkomérkowych szlakéw
sygnalowych, ktére reguluja réznicowanie i proliferacje komoérek odporno-
$ciowych. Of$ ta posredniczy réwniez w progresji wielu nowotworéw, co wigze
si¢ ze ztym rokowaniem”. Dane przedkliniczne sugeruja, ze o§ CXCR1/2 bie-
rze udzial w progresji raka pecherza moczowego i powstawaniu przerzutéw, co
wymaga dalszych badan nad rolg inhibitor6w CXCR1/2%. Reparixin, inhibi-
tor CXCR1/2, wykazal juz aktywnos$¢ w polaczeniu z paklitakselem zaréwno
w raku piersi z dodatnim, jak i potréjnie ujemnym receptorem hormonalnym.
Jednak jego wplyw na mikrosrodowisko immunologiczne raka pecherza wy-
maga badan®'. Badanie NCT02499328 ocenia AZD5069, inhibitor CXCR2
w skojarzeniu z durwalumabem pod katem nowotworéw litych, w tym raka
pecherza moczowego. Wyniki posrednie sugerujg korzysci kliniczne z mozli-
wym do kontrolowania profilem bezpieczefistwa®.

4.6.2. CXCR4

Aktywacja osi CXCR4-CXCL12 aktywuje wewnatrzkomérkowe szlaki
zwiazane z progresja nowotworu i rozwojem przerzutdw®’. Ostatnie dowody
sugeruja, ze komérki raka pecherza wykazuja ekspresjc CXCR4, ktéra jest
podwyzszona w chorobie przerzutowej®. Potrzebne sa badania kliniczne ukie-
runkowane na ten szlak zaréwno w monoterapii, jak i w polaczeniu z ICI

w celu modulowania odpowiedzi immunologicznej.
4.7. Receptor czynnika stymulujacego tworzenie kolonii 1 (CSF1R)

Receptory czynnika stymulujacego tworzenie kolonii makrofagéw ule-
gaja ekspresji na powierzchni komérek raka pecherza moczowego. Czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii 1 (CSF1) wyrazany na powierzchni guza jest
odpowiedzialny za aktywacj¢ makrofagéw zwiazanych z nowotworem i ko-
morek supresorowych pochodzenia szpikowego, co skutkuje brakiem réwno-
wagi miedzy populacja limfocytéw T w ich mikrosrodowisku, i opornoscia na
chemioterapi¢®. Obecnie nie ma jeszcze badari nad wykorzystaniem antago-

nistéw CSF1R/CSF1.
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4.8. Agonisci receptora Toll-podobnego (TLR)

TLR wzmacniaja odporno$¢ poprzez rozpoznawanie wzorcéw moleku-
larnych zwigzanych z patogenami drobnoustrojéw (PAMP) i endogennych
sygnatéw zagrozenia (DAMP) uwalnianych z umierajacych komérek. Do-
niesiono, ze ekspresja TLR jest zmniejszona w raku pecherza moczowego.
W badaniach przedklinicznych wykazano, ze agonisci TLR sa w stanie akty-
wowa¢ odpowiedZ immunologiczng przeciwko rakowi pecherza moczowego®.
Obecnie TLR i zwiazane z nimi ligandy lub regulatory sa uwazane za ude-
rzajacych kandydatéw do badan nad nowymi metodami leczenia nowotwo-
réw, w tym NMIBC. Niestety agonisci TLR jako pojedynczy srodek cechuja
si¢ stabg skuteczno$cia we wezesniejszych prébach, stad koniecznos¢ dalszej
oceny w polaczeniu z innymi $§rodkami w celu wzmocnienia ich dziatania

immunostymulujacego®’.
4.9. Leki skierowane na szlak interleukin
4.9.1. ALT-801

Rekombinowana ludzka interleukina-2 (IL-2) jest zdolna do indukowa-
nia trwalych, catkowitych odpowiedzi u niewielkiej liczby pacjentéw z prze-
rzutowym czerniakiem i rakiem nerki, wiaze si¢ jednak ze znaczna toksycz-
noscia, taka jak niedocisnienie, zespot przesiakania wlosniczek i skapomocz®.
ALT-801 to innowacyjne immunoterapeutyczne biatko fuzyjne skladajace si¢
z IL-2, polaczonej z jednotaricuchowa domeng receptora komérek T, ktéra
rozpoznaje epitop peptydowy (aa264-272) ludzkiego antygenu p53 ekspo-
nowany na komérkach nowotworowych. ALT-801 jest bardziej immunosty-
mulujacy niz sama IL-2 i silniej zwalcza lite nowotwory ztosliwe u pacjentéw
z guzami z dodatnim wynikiem p53%. Badanie I/II fazy dotyczace zaawanso-
wanego/ przerzutowego raka pecherza moczowego u 62 pacjentdéw, z ktérych
wickszo$¢ byla oporna na chemioterapie, wykazalo skuteczno$¢ i bezpieczen-
stwo ALT-801 w polaczeniu z gemcytabing i cisplatyng. ORR zaobserwo-
wano u 35% pacjentéw”. W badaniu fazy 1 oceniano dwa cykle indukgji
dozylnym ALT-801 (4 dawki, dni 3, 5, 8, 15) i gemcytabing (2 dawki, dni
1, 8) w odstepie 13 dni w NMIBC wysokiego ryzyka opornego na BCG. Pa-
cjenci, u ktdrych uzyskano catkowita odpowiedz potwierdzong biopsja otrzy-
mali jeden cykl podtrzymujacy i przeszli oceng odpowiedzi. Sposréd szesciu
pacjentéw, ktorzy otrzymali leczenie indukeyjne i podtrzymujace, odpowiedz
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trwala > 18 miesigcy zaobserwowano u dwéch pacjentéw”'. Stwarza to poten-
cjat terapeutyczny potaczenia ALT-801 z chemioterapia lub innymi §rodkami

immunoterapeutycznymi.
4.9.2. ALT-803

Interleukina-15 (IL-15) jest kluczowym czynnikiem rozwoju, prolifera-
i i aktywacji komérek NK i komérek pamieci T CD8+%2. ALT-803 jest
nowym agonista IL-15 o zwickszonej aktywnosci biologicznej IL-15 i do tej
pory byt badany tylko na modelach zwierzecych, wykazujac trwaly aktywnos¢
przeciwnowotworowa w mysich modelach piersi i okreznicy™. W modelach
szczurzych wykazano, ze podanie dopecherzowe ALT-803 wraz z leczeniem
BCG zmniejsza mas¢ guza w raku pecherza moczowego®. Uzasadnione sa
dalsze badania kliniczne w polaczeniu z innymi $rodkami immunoterapeu-
tycznymi w raku pecherza moczowego naciekajacym migénie i raku pecherza

z przerzutami.
4.10. Leki celowane w CD26 i kinazg zalezna od cyklin (CDK)
4.10.1 CD26

Ekspresja CD26 na komérkach pomocniczych T koreluje z aktywnoscig
przeciwnowotworowa”. YS110 to przeciwcialo monoklonalne o wysokim
powinowactwie do antygenu CD26. W pierwszym badaniu na ludziach oce-
niono YS110 u 33 pacjentéw z zaawansowanymi nowotworami. Wigkszo$¢
badanych pacjentéw miata opornego na leczenie migdzybloniaka oplucnej,
z co najmniej trzema weze$niejszymi liniami terapii. Chociaz nie odnotowano
pelnej, ani czgsciowej odpowiedzi, dtugotrwala stabilizacj¢ choroby obserwo-
wano u polowy badanej populacji. Czestymi zglaszanymi zdarzeniami niepo-
zadanymi byly goraczka i ostabienie o niskim stopniu nasilenia®.

4.10.2. Inhibitory kinaz cyklino-zaleznych (CDK - Cyclin-Dependent
Kinase)

Flavopiridol, inhibitor CDK, jest silnym $rodkiem apoptotycznym ze
wzgledu na jego zdolno$¢ do wywolywania $mierci komérkowej w cyklicz-
nych, jak i niecyklicznych szlakach komérek nowotworowych”. W badaniu
I fazy podawano FOLFIRI (schemat chemioterapii w leczeniu raka jelita
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grubego) + flawopirydol u pacjentéw z zaawansowanymi guzami litymi. Wy-
kazano, ze powyzsze polaczenie jest schematem bezpiecznym i skutecznym.
Mozna osiagna¢ stezenia flawopirydolu, ktére wzmacniaja dziatanie FOLFIRI.
Aktywno$¢ kliniczna jest zachgcajaca i obejmuje przedtuzona stabilng chorobg
u pacjentéw z rakiem jelita grubego opornym na irynotekan®. Trwa analiza
danych z badania innego inhibitora CDK4-6 - palbocyklibu, zastosowanego
w leczeniu opornego na leczenie przerzutowego raka pecherza moczowego

(NCT02334527).
4.11. Koniugaty lekéw

Koniugaty przeciwcialo-lek (ADC — Antibody Drug Conjugates) to
nowy sposéb wykorzystania ukladu odpornosciowego do wspétdziatania
z chemioterapia w celu poprawy wynikéw. ADC sa ztozonymi $rodkami te-
rapeutycznymi wytworzonymi metodami inzynierii, skladajacymi si¢ z prze-
ciwcial monoklonalnych, skierowanych przeciwko antygenom zwiazanym
z nowotworem, do ktérych przy uzyciu tacznikéw chemicznych przylaczone
sq bardzo silne $rodki cytotoksyczne. Jest to strategia ukierunkowanego do-
starczania leku, faczaca precyzje ugrupowania ukierunkowujacego przeciwcia-
fo z aktywnoscia cytobdjcza fadunku, keéry sam w sobie jest na ogdl zbyt
toksyczny, aby mozna go bylo podawa¢ ogdlnoustrojowo”. ADC zapewniaja
wyjatkowa mozliwo$¢ dostarczania lekéw do komérek nowotworowych przy
jednoczesnym minimalizowaniu toksycznosci dla zdrowej tkanki, osiaganiu
szerszych okien terapeutycznych i ulepszonych wlasciwosci farmakokine-
tycznych/ farmakodynamicznych'®. Sacituzumab govitecan (IMMU-132)
to ADC skladajacy si¢ z humanizowanego przeciwciala monoklonalnego an-
ty-Trop-2 (hRS7) sprzezonego z aktywnym metabolitem irynotekanu, SN-
38. W tym przypadku celem ADC jest Trop-2, receptor szeroko wyrazany
w réznych nowotworach, zapewniajacy ukierunkowane dostarczanie chemio-
terapii do komérek rakowych. W matym badaniu z udziatem 32 pacjentéw
z przerzutowym rakiem pecherza wezesniej leczonych platyna monoterapia
sacitizumabem byta dobrze tolerowana i wigzata si¢ z ORR wynoszacym 36%

101

i mediang PFS wynoszaca 7,2 miesigca'®’. Opracowano takze inne ADC
przeciwko réznym markerom powierzchniowym UC. ADC w najbardziej za-
awansowanych stadiach rozwoju, poza sacitizumabem obejmuja, enfortumab
vedotin (ASG-22CE/ASG-22ME), ASG-15ME dla zaawansowanego UC
oraz oportuzumab monatox (VB4-845) dla wczesnego UC. Zidentyfikowa-

no kilka nowych celéw i wykorzystano je do nowych lub istniejacych testéw
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ADC. Do najbardziej obiecujacych naleza receptor 2 ludzkiego naskérkowe-
go czynnika wzrostu (HER2) oraz elementy osi receptora czynnika wzrostu

fibroblastéw (FGF/FGFR)'*.

4.12. Zmodyfikowane limfocyty T o wrodzonej aktywnosci przeciwno-
wotworowej z chimerycznym receptorem antygenowym (CAR) - CAR-T

Koncepcja rozwoju genetycznie zmodyfikowanych limfocytéw T z wro-
dzong aktywnoscia przeciwnowotworows przy uzyciu chimerycznych recep-
toréw antygenowych (CAR) jest nadal eksperymentalna w nowotworach na-
blonkowych'®. Zostata natomiast z powodzeniem przetestowana u pacjentéw
z nawrotowa ostra bialaczka limfoblastyczna, skutkujac wysokim odsetkiem
remisji.'” Terapia komérkami CAR-T byta testowana w kilku badaniach kli-
nicznych w leczeniu nowotworéw urologicznych'*. Niestety terapia komér-
kami CAR-T w nowotworach litych wykazala pewne trudnosci i nie uzyskano
jeszcze takich samych, pomyslnych wynikéw. Aby celowaé w komérki no-
wotworowe, komérki CAR-T powinny migrowa¢ do tkanki nowotworowej,
ktéra jest zwykle wysoce nieprzepuszczalna ze wzgledu na architekture zrebu
otaczajacego nowotwér. Ponadto mikro$rodowisko guza oddzialuje immu-
nosupresyjne na komérki CAR-T, zmniejszajac ich dziatanie na komérki no-
wotworowe. Komérki CAR-T musza utrzymywacé si¢ i przetrwaé w nieprzy-
jaznych warunkach, co moze wymagac zastosowania wysokich dawek CAR-T.
Jednak zwigkszenie dawek komérek CAR-T w celu osiagniecia skutecznosci
moze wywola¢ toksycznos¢ z powodu efektéw poza celem, poniewaz idealny
antygen wyrazany wylacznie w komérkach rakowych nie zostal jeszcze ziden-
tyfikowany dla guzéw litych'®. Badanie fazy I/II z wykorzystaniem terapii
komérkami CAR-T (4SCAR-T) czwartej generacji u pacjentéw z zaawan-
sowanym lub przerzutowym UC, u ktérych nie bylo dostgpnego dalszego
leczenia, jest obecnie na etapie rekrutacji (NCT03185468). Rozpocz¢to réw-
niez aktywne badanie kliniczne w celu oceny terapii komérkami CCT301-59
CAR-T u pacjentéw z nawrotowymi lub opornymi na leczenie guzami litymi,
w tym UC, pod katem bezpieczefistwa, tolerancji i dzialania przeciwnowo-
tworowego (NCT03960060).

4.13. Wirusy onkolityczne

Wirusy onkolityczne sa $rodkami przeciwnowotworowymi, ktére se-

lektywnie celuja w komérki rakowe i zabijaja je przez bezposrednia lize,
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jednoczesnie stymulujac adaptacyjng odpowiedz immunologiczng swoista
dla antygenu nowotworu. Wirus Coxsackie A21 (CVA21) jest biologicznie
wyselekcjonowanym onkolitycznym i immunoterapeutycznym szczepem
z rodziny Coxsackie, ukierunkowanym na czasteczke adhezji miedzykomérko-
wej-1 (ICAM-1) i podawanym do guza w celu wywolania odpowiedzi immu-
nologicznej'* 7. Ekspresje ICAM-1 na liniach komérkowych raka pecherza
moczowego zwicksza promieniowanie oraz niskie dawki Mitomycyny-C (do
0,5 pg/ml)'””. Celem badania NCT02043665 byta ocena zdolnosci CVA21,
samego (cz¢$¢ A) lub w polaczeniu z pembrolizumabem (cz¢$¢ B), osiagnigcia
i replikacji w istniejacych nowotworach (przy oszczgdzaniu zdrowych komé-
rek) oraz ustalenie bezpiecznego schematu dawkowania wirusa do leczenia
guzéw litych, w ktérych wystepuje zwigkszona ekspresja receptora ICAM-1 i/
lub DAF. Wyniki nie zostaly jeszcze opublikowane. Podobna sytuacja doty-
czy kolejnego badania klinicznego NCT02636036, w ktérym potaczono on-
kolitycznego, chimerowego adenowirusa grupy B Ad11/Ad3 z niwolumabem,
w terapii nowotworéw przerzutowych. Obiecujace wyniki obu powyzszych
badari moga wyznaczy¢ nows Sciezke w immunoterapii UC.

4.14. Fotoimmunoterapia

Fotoimmunoterapia jest nowatorska, wysoce selektywna metoda dostar-
czania terapii $wiatlem. Koniugat przeciwciala monoklonalnego z fotoabsor-
berem wywoluje dobra odpowiedZ immunologiczna w raku pecherza moczo-
wego. Jak wczeéniej zaznaczono, Treg dumia odpowiedz immunologiczna
przeciwko nowotworom i powoduja ucieczke immunologiczng guza. Foto-
immunoterapia moze generowa¢ dobra odpowiedz immunologiczna poprzez
ogdlnoustrojowa eliminacj¢ Treg w mikrosrodowisku guza. Bezposredni cyto-
toksyczny efekt fotoimmunoterapii wynika z uwolnienia wolnych rodnikéw.
Do uzyskania takiego efektu konieczne sg trzy skladniki: $wiatoczuta cza-
steczka, $wiato o okreslonej dlugosci fali i tlen'®®. Wyniki badania przepro-
wadzonego w 2013 roku wykazaly skuteczno$¢ i bezpieczenstwo Radachlo-
rinu, leku $wiadoczulego, u pacjentéw z oporna na BCG postacia NMIBC
o wysokim stopniu ztosliwosci. Sredni czas obserwacji wyniést 26,74 + 6,34
miesigca (mediana 28,12). Odsetek przezycia bez nawrotéw wyniést 90,9%
po 12 miesigcach, 64,4% po 24 miesiacach i 60,1% po 30 miesigcach. Nie
stwierdzono statystycznej réznicy w wielkosci masy guza. Nie odnotowano
zadnych powaznych dzialari niepozadanych po terapii fotodynamicznej'®'.
Ukierunkowana fotoimmunoterapia zostala takze przetestowana na modelach
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eksperymentalnych w NMIBC, z ekspresja receptora naskérkowego czynni-
ka wzrostu (EGFR). Fotoabsorbent polaczono z przeciwciatem anty-EGFR
panitumumabem. Stwierdzono, ze fotoimmunoterapia selektywnie zabija
komérki raka pecherza moczowego z ekspresja EGFR in vitro i in vivo'"!,

a zatem uzasadnione sg dalsze badania w modelach na pacjentach.
4.15. Nowotworowe komérki macierzyste

W 2012 roku postawiono hipotezg, ze populacja niezréznicowanych
komorek wykazujacych whasciwosci podobne do macierzystych, tak zwanych
rakowych komérek macierzystych (CSC — Cancer Stem Cells), jest gléwnym
winowajcg wysokiej czgstotliwoéci nawrotéw w powierzchownym raku bro-
dawkowatym pecherza moczowego''?. U myszy z obnizona odpornoscia CSC
mozna zdefiniowa¢ jako subpopulacje guza o wysokim potencjale rakotwér-
czym, ktéra moze odtworzy¢ heterogenicznos$¢ guza pierwotnego'”’. Donie-
siono, ze CSC s3 oporne na konwencjonalne terapie, takie jak chemioterapia,
radioterapia i immunoterapia'¥. Wymienione terapie mogg przynies¢ efeke
przeciwny do zamierzonego, wywierajac presje selekcyjna na populacje komé-
rek nowotworowych. Doprowadzitoby to do przezycia i przerostu opornych
komérek, gtéwnie poprzez przezywajace CSC''. Z tego wzgledu komorki te

sa idealnym przeznaczeniem do celowanej terapii przeciwnowotworowej.
4.16. Szczepionki

Szczepionki przeciwnowotworowe sa rozszerzajacym si¢ obszarem im-
munoterapii. NEO-PV-01 to unikalna szczepionka wykorzystujaca koncep-
¢je neoantygenéw. Neoantygeny powstaja w wyniku mutacji w komérkach
nowotworowych i s3 waznymi celami odpornosci przeciwnowotworowej za
posrednictwem limfocytéw T'% 4, Neoantygeny powierzchni komérek no-
wotworowych s3 niepowtarzalne, po ich zidentyfikowaniu sa syntetyzowane
w laboratorium i mieszane z adiuwantowym wzmacniaczem odpornosci.
Zazwyczaj okolo 5% zmutowanych genéw to potencjalne neoantygeny'®.
Badanie fazy Ib spersonalizowanej terapii neoantygenowej plus anty-PD-1
u pacjentéw z rakiem pecherza moczowego wykazalo, ze spersonalizowana
szczepionka neoantygenowa Neo-PV-01 plus niwolumab jest wykonalna
i bezpieczna. NEO-PV-01 plus niwolumab stymuluje trwaly reaktywnosé
limfocytéw T specyficzng dla neoantygenu. Komérki T specyficzne dla NEO-

-PV-01 majg potencjal cytotoksyczny i moga przemieszczaé sic do guza''.
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Vesigenurtacel-L (HS-410) to inna szczepionka, ktéra sklada si¢ z allogenicz-
nej linii komérkowej, wyselekcjonowanej pod katem wysokiej ekspresji sze-
regu antygendéw nowotworu pecherza. Antygeny te transportowane sa do
APC, aktywujac w ten sposéb cytotoksyczne komérki T CD8+'%. W badaniu
fazy 2 obejmujacym 78 pacjentéw, z NMIBC o $rednim lub wysokim ryzy-
ku, ktérzy nie byli wezesniej leczeni BCG lub mieli nawrét, zostalo losowo
przydzielonych do placebo w potaczeniu z 6 tygodniami indukcyjnego BCG,
nast¢pnie 6 tygodniami HS-410. Leczenie podtrzymujace skladalo si¢ z 3 co-
tygodniowych podaniach leku w 3, 6 i 12 miesigcu''®. Polaczenie bylo dobrze
tolerowane. Aktywnos$¢ immunologiczna mierzono za pomoca limfocytéw
naciekajacych nowotwér (TIL — Tumor Inflirtating Lymphocytes), ktére
byly w 60% przed leczeniem nieodpowiadajace cytotoksycznie na nowotwdr,
w poréwnaniu z 15% po leczeniu''®. Inng strategia zwiazang z uzyciem szcze-
pionki jest wykorzystanie zmodyfikowanej szczepionki przeciwko wirusowi
krowianki Ankara z ekspresja p53 (p53MVA)'% 'V, Szczepionka ta moze
pomoc organizmowi zbudowa¢ silng odpowiedz immunologiczna w celu za-
bicia komérek nowotworowych. Badanie NCT02432963 ma na celu oceng
skutecznosci polaczenia szczepionki przeciwko wirusowi krowianki Ankara
z ekspresja p53 z pembrolizumabem w leczeniu pacjentéw z guzami litymi,
u kedrych nie powiodta si¢ wezesniejsza terapia.

5. Podsumowanie

Liczba diagnozowanych przypadkéw urotelialnego raka pecherza
moczowego systematycznie wzrasta. Najwicksze obciazenie ryzykiem zacho-
rowania na raka pecherza moczowego przypada na wigkszo$¢ rozwinigtych
spolecznosci na calym $wiecie. Zwiazane jest to gléwnie ze starzejacym si¢
profilem demograficznym spolecznosci oraz rozpowszechnionym narazeniem
na czynniki ryzyka'?. Rola immunoterapii w paradygmacie leczenia réznych
nowotworéw szybko rosnie. Rak pecherza, ktéry jest wybitnie immunogen-
ny, jest kolejnym doskonalym celem dalszej oceny zatwierdzonych dotych-
czas przez FDA ICI. Te $rodki immunoterapeutyczne wykazaly dotychczas
obiecujaca aktywnos$¢ i prawdopodobnie beda odgrywaé dominujacy role
w zmianie przysztego schematu leczenia raka pecherza moczowego. Pomimo,
znaczacej poprawy rokowania oraz wykazania obiecujacego ORR, wsrdd pa-
cjentéw, u keérych wezesniejsze linie terapii zawiodly, weiaz wiele z chorych
na UC nie poddaje si¢ leczeniu ICI. W zwiazku z powyzszym, najnowsze

kierunki rozwoju w tym przypadku powinny skupia¢ si¢ na poszukiwaniu
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najskuteczniejszych polaczen réznych ICI. Jak oméwiono w niniejszej pracy,
trwa kilka bada majacych na celu znalezienie najlepiej tolerowanej dawki
nowych srodkéw w monoterapii lub w skojarzeniu z innymi $rodkami che-
mioterapeutycznymi i uznanymi $rodkami immunoterapeutycznymi. Warty
uwagi jest fakt, ze warunkowe zatwierdzenie przez organy regulacyjne $rod-
kéw immunoterapeutycznych w raku pecherza moczowego zostalo oparte
wylacznie na ORR i obecnie brakuje danych dotyczacych przezycia. Przyszta
uzyteczno$¢ tych $rodkéw bedzie zatem zaleze¢ od wynikéw przezywalnosci
w trwajacych badaniach. Drugi kierunek rozwoju koncentruje si¢ na szero-
kim poszukiwaniu nowych immunologicznych celéw terapeutycznych, ktdre
w przysztosci moga wykazaé si¢ jeszcze wigksza skutecznoscia od ICI. Przyszly
pomy$lny rozwdj immunoterapii w raku pecherza obejmowaltby pokonanie
wielu przeszkéd, w tym lepsze zrozumienie heterogenicznosci guza, ustale-
nie mechanizmu pierwotnej i wtérnej opornosci na leczenie, opracowanie
skutecznych schematéw leczenia bez zwigkszonego poziomu toksycznosci
oraz stawienie czola wysokim kosztom nowych terapii. Pomimo weciaz jesz-
cze ograniczonych efektéw leczenia, immunologiczny postep jaki osiagnigto
w leczeniu raka pecherza moczowego jest godny odnotowania.
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PRZELOM W LECZENIU EUSZCZYCY,
CHOROBY LESNIOWSKIEGO-CROHNA
I WRZODZIEJACEGO ZAPALENIA
JELITA GRUBEGO

Konrad Kulka, Wiktoria Krél , Donata Kowalczyk,
Patryk Kubiak, Julia Koronczok

Studenckie Kolo Naukowe im. Zbigniewa Religii przy Katedrze Biofizyki w Zabrzu,
Wydzial Nauk Medycznych w Zabrzu, Slqski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt

Choroby autoimmunizacyjne stanowia coraz powszechniejszy problem i stanowia wyzwanie
dla wspélczesnej medycyny, zatem poszukiwane s mozliwosci jak najskuteczniejszego ich wy-
ciszenia. Szacuje sig, ze zapadalno$¢ na te choroby bedzie wzrastaé, w zwiazku z tym prowadzo-
nych jest wiele badari w poszukiwaniu lekéw, ktére moglyby zostaé zastosowane w ich leczeniu.
Jednym z interesujacych odkry¢ XXI wieku jest ustekinumab, ktéry jest przeciwcialem mo-
noklonalnym skierowanym przeciwko IL-12 i IL-23. Jego wyjatkowo$¢ polega na niemozli-
woscl przylaczenia si¢ do juz uprzednio zwiazanych z receptorem IL-12 oraz IL-23. Jest zatem
malo prawdopodobne, aby przyczynial sie on do cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza lub
przeciwcial. Obecnie stosowany jest on w leczeniu luszezycy, choroby Le$niowskiego-Crohna
oraz wrzodziejacego zapalenia jelita grubego. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie aktu-
alnego stanu wiedzy na temat wplywu i dziatania oraz dalszego wykorzystywania w medycynie
ustekinumabu.

Stowa kluczowe: przeciwcialo monoklonalne, tuszczyca, choroba Lesniowskiego-Crohna,
wrzodziejace zapalenie jelita grubego

Abstract

Autoimmune diseases are becoming more common and are a challenge for modern medicine,
where solutions of silencing them are being searched for. It is estimated that morbidity will rise,
which results in research of many drugs, which could possibly be used in treatment. One of
the interesting discoveries of the 21st century is ustekinumab, a monoclonal antibody, directed
against IL-12 and IL-23. Its uniqueness is based on impossibility to combine with IL-12 and
IL-23 previously connected with their receptors. It makes it very unlikely that it contributes to
antibody or complement dependent cytotoxicity. It is currently used in treatment of psoriasis,
Crohn’s disease and ulcerative colitis. This chapter presents the current state of knowledge
about induction, action, and further use of ustekinumab in medicine.

Keywords: monoclonal antibody, psoriasis, Crohn’s disease, ulcerative colitis
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1. Wstep

Luszczyca, choroba Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejace zapalenie jeli-
ta grubego naleza do grupy choréb autoimmunologicznych. Wspélczesna me-
dycyna nie jest w stanie doprowadzi¢ do ich wyleczenia i skupia si¢ jedynie na
fagodzeniu objawéw. Przez postep cywilizacyjny, ktéry doprowadzit do wzro-
stu poziomu zanieczyszczeni Srodowiska, zmian nawykéw zywieniowych oraz
wicksza dostgpno$¢ uzywek, coraz czgstszym zjawiskiem jest wystgpowanie
wymienionych choréb w spoleczeristwie. Powoduje to wzrost liczby pacjen-
tow, u ktérych wystepujg objawy chordb o stopniu cigzkosci utrudniajacym
codzienne funkcjonowanie, a takze liczby pacjentéw, u ktérych standardo-
wa terapia nie przynosi pozadanych efektow leczniczych lub powoduje zbyt
nasilone objawy niepozadane. W zwiazku z tym w ostatnich latach nastapit
rozwdj w dziedzinie badan lekéw biologicznych, ktére moga by¢ stosowane
u wyzej wymienionych chorych i stanowia dla nich nadziej¢ na poprawe kom-
fortu zycia. Jednym z odkry¢ XXI wieku jest ustekinumab, znany réwniez pod
nazwa handlowg Stelara®. Jest on skierowany przeciwko wspélnej dla IL-12 i
IL-23 podjednostce biatkowej p40." Obie cytokiny biorg udzial w procesach
prozapalnych w organizmie, wigc mozliwo$¢ ich wyciszenia stanowi wazny
punkt uchwytu dla nowoczesnych terapii biologicznych, gtéwnie choréb ana-

lizowanych w tym rozdziale.
2. Metodologia

Ponizszy rozdzial monografii zostal opracowany na podstawie dostgp-
nych publikacji naukowych udost¢pnionych w medycznych bazach nauko-
wych, takich jak Google Scholar, PubMed oraz medycznych podrecznikéw
akademickich. Zostaly wykonane tabele na podstawie danych przedstawio-
nych w analizowanych artykulach. Dokonano réwniez ponownej analizy
statystycznej niekedrych danych, ktdre przedstawiono w postaci nowych
wynikéw.
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3. Charakterystyka choréb
3.1. Luszczyca
3.1.1. Charakterystyka choroby

Luszczyca jest przewlekla, zapalna choroba skéry. Charakteryzuje sig
najczedciej tworzeniem na powierzchni skéry czerwonych i rézowych gru-
dek pokrytych tuskami powstalymi przez zrogowacenie ognisk chorobowych.
Czgstos¢ wystgpowania na $wiecie wynosi okoto 2%. 2 Uwaza sig, ze tuszczyca
jest choroba wieloczynnikowa, powodowa¢ ja moga czynniki genetyczne, za-
burzenia autoimmunologiczne oraz wplyw $rodowiska tj.: zakazenia bakte-
ryjne i wirusowe, urazy, stres psychiczny, alkohol i nikotyna.> Wyréznia si¢
dwa typy tuszczycy: typ 1 dotyczacy os6éb ponizej 30. Roku zycia, zwigzany
z czynnikami genetycznymi i ci¢zszym przebiegiem choroby oraz typ 2 doty-
czacy os6b powyzej 55. roku zycia, zwigzany z czynnikami $rodowiskowymi
i fagodniejszym przebiegiem choroby. W leczeniu tuszczycy stosuje si¢ m.in.
leki zhuszczajace, kortykosteroidy, pochodne witaminy D, retinoidy, cyklo-
sporyng, metotreksat, leczenie metodag PUVA czy leki biologiczne.

3.1.2. Patogeneza tuszczycy

Wiele obserwacji sugeruje, ze tuszczyca jest choroba, w ktérej posredni-
czg limfocyty T, napedzana przynajmniej czg$ciowo dodatnim sprz¢zeniem
zwrotnym z aktywowanych limfocytéw T do komérek prezentujacych anty-
gen (APC), w ktérych posrednicza IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 i czynnik
martwicy nowotworu-a (TNF-a). Ponadto istnieje istotny wkiad wrodzonych
mechanizméw odpornosciowych obejmujacych naskérek i makrofagi.* Réz-
nicowanie komérek Thl i Th17 jest stymulowane przez komérki dendrytycz-
ne poprzez 1L-23. Komérki chorobotwércze nabytego (limfocyty T) i wro-
dzonego ukfadu odpornosciowego (makrofagi, komérki tuczne, granulocyty)
wytwarzaja szereg mediatordw, ktére indukuja i utrzymuja charakterystyczne
cechy tuszezycy zaréwno w skérze whasciwej (np. komérki srédblonka), jak
i naskérku (keratynocyty). Z kolei te ostatnie typy komérek ulatwiajg odpo-
wiedz zapalna poprzez odpowiednie mediatory.’
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3.2. Choroba Lesniowskiego-Crohna
3.2.1. Charakterystyka choroby

Choroba Lesniowskiego-Crohna (CD, ang. Crohn's disease) jest prze-
wlekla, autoimmunologiczng chorobg zapalng przewodu pokarmowego za-
liczang do grupy nieswoistych zapalen jelit (IBD, ang. inflammatory bowel
disease). Uwaza sig, ze choroba ta jest wynikiem wzajemnej zaleznosci migdzy
podatnoscia genetyczna, czynnikami $rodowiskowymi i mikroflora jelitowa,
co skutkuje nieprawidlowa odpowiedzig immunologiczng $luzéwki i uposle-
dzeniem funkgji bariery nablonkowej.® Dotyczy¢ moze kazdego odcinka prze-
wodu pokarmowego, jednak najczestsza jej lokalizacjg jest koricowy odcinek
jelita cienkiego oraz poczatkowy odcinek jelita grubego. Najwyzsza roczna
zapadalno$¢ w Europie wynosi 10,6/100 000 oséb.” Choroba ta najczesciej
ujawnia si¢ u pacjentéw w dwoéch przedziatach wiekowych: pomiedzy 20-30.
rokiem zycia oraz 50-70. rokiem zycia. Oprécz ogélnego zmeczenia, goracz-
ki, utraty masy ciata, bélu brzucha czy objawéw przypominajacych zapalenie
wyrostka robaczkowego objawy CD w gléwnej mierze zaleza od lokalizacji
ognisk zapalnych. W leczeniu CD stosuje si¢ m.in. aminosalicylany, kortyko-

steroidy, leki immunosupresyjne i biologiczne czy leczenie chirurgiczne.
3.2.2. Patogeneza

Dokladna przyczyna choroby Lesniowskiego-Crohna nie jest pozna-
na. Uwaza si¢, iz zwiazek z wickszym ryzykiem choroby ma mutacja genu
NOD2/CARD15, ktéry zlokalizowany jest na chromosomie 16. Zostat on
jako pierwszy gen silnie powiazany z podatnoscia na CD w populacjach
Ameryki Pélnocnej i Europy. Zebrane dane pozwolily ustali¢, ze inaktywacja
NOD?2 zwigksza wydzielanie IL-12 w makrofagach, poniewaz NOD2 nor-
malnie ogranicza stymulowang przez agonist¢ TLR2 ekspresje tej cytokiny.
W tym scenariuszu warianty NOD2 nie maja funkeji hamujacej, co prowadzi
do ogdlnego wzrostu produkeji IL-12. Po wydzieleniu IL-12 promuje wy-
twarzanie IFN-y przez komérki T i NK oraz wzrost i réznicowanie komérek
T typu Thl, ktére uwaza si¢ za wazne w patogenezie CD.* Zgodnie z tym,
leczenie pacjentéw z CD przeciwcialami przeciwko IL-12 okazalo si¢ ostatnio

skuteczne.
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3.3. Wrzodziejace zapalenie jelita grubego
3.3.1. Charakterystyka choroby

Wrzodziejace zapalenia jelita grubego (WZJG, UC, ang. colitis ulcerosa)
jest przewleklym procesem zapalnym blony $luzowej odbytu lub jelita gru-
bego nalezacym wraz z choroba Le$niowskiego-Crohna do grupy IBD. Naj-
czgéciej dotyczy blony Sluzowej odbytnicy, jednak moze zajmowaé réwniez
cale jelito grube. Etiologia choroby nie zostala do konca poznana, wystepuje
ona u os6b podatnych genetycznie z nieprawidtowa odpowiedzig zapalng na
drobnoustroje jelitowe. Szczyt zachorowan na t¢ chorobe przypada w wieku
15-30 lat.” W Europie WZJG dotyczy 505/100 000 oséb.'® Charakterystycz-
nym objawem choroby sa biegunki z domieszka krwi, co moze doprowadzi¢
do niedokrwistosci. Oprécz nich moze wystgpowal goraczka, bdl i tkliwosé
brzucha oraz utrata masy ciata. We wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego

w wickszosci stosuje si¢ te same leki co w CD ze wzgledu na to, ze obydwie
jednostki naleza do IBD.

3.3.2. Patogeneza

Rozerwanie $cistych polaczen i blony sluzowej pokrywajacej warstwe na-
blonka jelita doprowadza do zwigkszonej przepuszczalnosci nabtonka jelito-
wego, co skutkuje zwickszonym wychwytem antygendéw ze swiatta. Makrofagi
i komérki dendrytyczne po rozpoznaniu niepatogennych bakterii (mikrobiota
komensalna) przez receptory rozpoznawania wzorcédw molekularnych (TLR)
zmieniaja swéj status funkcjonalny z tolerogennego na fenotyp aktywowany.
Aktywacja szlakéw NF-kB stymuluje transkrypcje gendéw prozapalnych, co
skutkuje zwigkszong produkeja cytokin prozapalnych (TNF-a, interleukiny
12, 23, 6 i 1P). Po przetworzeniu antygenéw makrofagi i komérki dendry-
tyczne prezentujg je naiwnym limfocytom T CD4, promujac réznicowanie
do komérek efektorowych Th2, charakteryzujacych si¢ produkcja interleu-
kiny 4. Limfocyty T NK s3 gléwnym Zrédlem interleukiny 13, ktéra zostata

powiazana z przerwaniem bariery komérek nablonka."
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4. Ustekinumab
4.1. Mechanizm dzialania

Ustekinumab to w pelni ludzkie przeciwcialo monoklonalne klasy IgG1
kappa (k), ktdre zostalo wytworzone przy uzyciu myszy transgenicznych.'
Jest skierowany przeciwko cytokinom IL-12 i IL-23. IL-12 jest heterodime-
rem skladajacym si¢ z podjednostek biatkowych p40 i p35, natomiast IL-23
jest zbudowana z podjednostek biatkowych p40 i p19."*!* Podjednostki p19
i p35 sa odpowiedzialne za sygnalizacje wewnatrzkomérkowa oraz wywoly-
wanie przez wyzej wspomniane interleukiny odpowiedzi komérkowej na ich
dzialanie, natomiast podjednostka p40 laczy si¢ z receptorem IL-12RB1 obec-
nym na powierzchni limfocytéw T i komérek NK. ' *15 Podjednostka p40
sklada si¢ z trzech domen (D), D1-D3. D2 i D3 biora udzial w wiazaniu
podjednostek p35 i p19, natomiast D1 stanowi miejsce uchwytu ustekinuma-
bu (rycina 1.)." 1% Laczac sie z domeng D1 ustekinumab zapobiega wigzaniu
wolnych  IL-12 i IL-23 do receptora IL-12RP1, przez co uniemozliwia on
ich oddziatywanie na komérki docelowe. Wykazano, ze ustekinumab nie jest
w stanie faczy¢ si¢ z IL-12 i IL-23 gryzoni oraz ludzkimi IL-12 i IL-23
juz polaczonymi z receptorem IL-12RB1, przez co jest malo prawdopodob-
ne, aby przyczyniat si¢ on do cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza lub
przeciwcial.'* Poprzez opisany powyzej mechanizm ustekinumab inaktywuje
ludzkie IL-12 i IL-23 w wyniku ich zwiazania.

TL-12p35 IL-23p19

IL-12p40

IL-12p40

Ustekinumab

Fe-glycan

Rycina 1. Hipotetyczny model podwéjnego wiazania IL-12 i IL-23. Oba fragmenty Fab uste-
kinumabu sg polaczone z cytoking (IL-12 lub IL-23) !
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4.2. Whasciwosci farmakologiczne

Ustekinumab jest podawany wylacznie w wlewie dozylnym lub jako roz-
twor do iniekeji podskdrnych. Jego czas potowicznego rozpadu wynosi okoto
3 tygodni, dokladny metabolizm leku w organizmie nie zostat poznany. Masa
ciala pacjenta jest najbardziej znaczacym czynnikiem wplywajacym na klirens
ustekinumabu. Brak jest wystarczajacych danych na temat bezpieczenistwa
stosowania leku przez kobiety w ciazy, dlatego nie jest zalecane jego stoso-
wanie w tej grupie. Przeciwwskazaniem do jego stosowania oprécz reakgji

nadwrazliwosci sa tez m.in:

- zakazenia: ustekinumab moze zwigksza¢ ryzyko wystapienia nowych za-
kazen badz reaktywacje zakazenri utajonych,

- gruzlica,

- nowotwory ztosliwe: ustekinumab jako lek immunosupresyjny moze
zwigksza¢ ryzyko wystapienia nowotwordw ztosliwych,

- zaburzenia czynnosci watroby i nerek.

Nie zaleca si¢ podawania réwnoczesnie ustekinumabu wraz z szczepion-
kami zywymi wirusowymi lub bakteryjnymi, jednak mozna réwnoczesnie
stosowal szczepionki inaktywowane lub zawierajace zabite drobnoustroje.
Nalezy zachowaé ostroznos¢ w skojarzonym podawaniu ustekinumabu z in-
nymi lekami immunosupresyjnymi ze wzgledu na brak przeprowadzonych
badan w tym kierunku. Badania in vitro nie wskazuja na konieczno$¢ zmia-
ny dawki ustekinumabu w przypadku réwnoleglego stosowania substratéw
CYP450." Ponizej (tabela 1.) zostaly przedstawione skutki uboczne stosowa-
nia ustekinumabu.

Tabela 1. Dzialania niepozadane ustekinumabu [opracowanie wlasne] '

Cagstos¢ wystgpowania Rodzaj dzialan niepozadanych

dzialai niepozadanych

Czgsto zakazenie gérnych drég oddechowych, zapalenie jamy noso-
wo-gardlowej, zapalenie zatok, bédle i zawroty glowy, bél jamy
ustnej i gardla, biegunka, nudnosci, wymioty, $wiad, bdl ple-
céw, bdl miesni, bél stawéw, uczucie zmeczenia, rumien i bél
w miejscu wstrzyknigcia

Niezbyt czgsto zapalenie tkanki facznej, zakazenia zeb6éw, pétpasiec, zakazenia

dolnych drég oddechowych, wirusowe zakazenie gérnych drég
oddechowych, grzybicze zakazenie sromu i pochwy, reakcje
nadwrazliwosci (w tym wysypka, pokrzywka), depresja, pora-
Zenie nerwu twarzowego, przekrwienie jamy nosowej, }uszczy—
ca krostkowa, zluszczanie skéry, tradzik, odczyny w miejscu
wstrzyknigcia (m.in. krwiak, obrz¢k, $wiad, stwardnienie,
krwawienie), astenia
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Rzadko cigzkie reakcje nadwrazliwosci (w tym reakcja anafilaktyczna,
obrzek naczynioruchowy), alergiczne zapalenie pecherzykéw
plucnych, eozynofilowe zapalenie pluc, ztuszczajace zapalenie

skéry

Bardzo rzadko organizujace si¢ zapalenie pluc

5. Badania kliniczne dotyczace ustekinumabu

Wspélna cecha tuszczycy, wrzodziejacego zapalenia jelita grubego i cho-
roby Le$niowskiego-Crohna jest patogeneza zwigzana z nieprawidlows regu-
lacjg IL-12 i IL-23. IL-12 stymuluje komérki NK i pobudza réznicowanie
limfocytéw T CD4+ w kierunku podtypu Th1, natomiast IL-23 indukuje
powstawanie podtypu Th17. Ustekinumab przez blokowanie oddziatywania
tych interleukin w wolnej postaci na komérki docelowe wydaje si¢ mie¢ po-
tencjal jako lek wykorzystywany w terapii wymienionych schorzer. Ponizej
przedstawiono zebrane wyniki z réznych badari dotyczacych skutecznosei us-

tekinumabu w chorobach wcze$niej opisanych w tym rozdziale.
5.1. Luszczyca

Zostaly przeprowadzone randomizowane badania III fazy z podwdjnie
Slepa proba PHOENIX 1 i PHOENIX 2. Bralo w nich udziat 1996 pacjen-
téw z umiarkowana do cigzkiej postaci choroby, ktéra okresla si¢ na pod-
stawie kwestionariusza PASI. Pacjentéw podzielono na trzy grupy. Pierwsza
otrzymywala placebo, druga 45 mg ustekinumabu, a trzecia 90 mg usteki-
numabu w 0, 4 i co 12 kolejnych tygodni. Ponad 75% badanych leczonych
podskérnymi zastrzykami ustekinumabu uzyskalo PASI 75 (zmniejszenie
liczby punktéw w kwestionariuszu PASI o co najmniej 75%), niezaleznie od
podawanej dawki. W poréwnaniu do pacjentéw, u ktérych uzyskano odpo-
wiedz na zastosowane leczenie, osoby z cz¢$ciowa odpowiedzig charakteryzo-
waly si¢ wicksza masg ciala, dtuzszym okresem trwania choroby, epizodami
tuszezycy stawowej oraz staba odpowiedzig na czynniki biologiczne i stano-
wily 20% ogé6tu badanej populagji.’”?* W innym badaniu randomizowanym
I fazy CADMUS, 110 pacjentéw zostato losowo przydzielonych do grup,
w ktérych otrzymywali standardowa dawke (SD; 0.75 mg/kg [<60 kg], 45
mg [>60-<100 kg], oraz 90 mg [>100 kg]), polowe standardowej dawki
(HSD) lub placebo. Dawki byly przyjmowane w 0. i 4. tygodniu i co kolejne
12 tygodni w przypadku ustekinumabu. Placebo natomiast bylo podane
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w 0. i 4. tygodniu, a nastgpnie nastgpowalo przejscie na ustekinumab w 12.
i 16. tygodniu oraz co kazde kolejne 12 tygodni. Wyniki uzyskane w 12. ty-
godniu badari przedstawiono w tabeli ponizej (tabela 2.) W tygodniach 12-
52 zostal utrzymany odsetek pacjentéw z PASI 75 i PASI 90 wsréd oséb,
ktére od poczatku przyjmowaly ustekinumab. W grupie, ktéra poczatkowo
przyjmowala placebo, do 16. tygodnia zwigkszyly si¢ wskazniki PASI 75,
a odsetek 0séb uzyskujacych PASI 75 i PASI 90 po przejsciu na stosowanie
ustekinumabu byl podobny do wynikéw obserwowanych w grupie, w ktérej
byl on stosowany od poczatku badania.?! Wyniki powyzszych badan wskazu-
ja na znaczna poprawg stanu zdrowia chorych na tuszezyce przy stosowaniu
terapii ustekinumabem, aczkolwiek istnieja réwniez badania wskazujace na
bardziej efektywne przeciwciala monoklonalne w terapii tuszczycy, takie jak

bimekizumab czy risankizumab.?*

Tabela 2. Odsetek pacjentéw w poszczegélnych grupach, keérzy uzyskali w 12. tygodniu ba-
dania CADMUS wskazniki PASI 75, PASI 90 lub 0 punktéw w skali PASI [opracowanie

wiasne] 2!

HSD SD Placebo
PASI 75 78.4% 80.6% 10.8%
PAST 90 54.1% 61.1% 5.4%
0 punktéw PASI 21.6% 38.9% 2.7%

5.2. Choroba Lesniowskiego-Crohna

W badaniach klinicznych UNITI-1 i UNITI-2 losowo przydzielono pa-
¢jentéw do dwoch grup. W pierwszej grupie podawano dozylnie ustekinumab
w ramach terapii wstgpnej w dawce 130 mg lub 6 mg na kilogram masy ciata
(kg m.c.). Badani w grupie drugiej otrzymywali placebo. W badaniu UNITI-1
bralo udzial 741 pacjentéw spetniajacych kryteria pierwotnego lub wtérnego
braku odpowiedzi na leczenie antagonistami czynnika martwicy nowotworéw
(TNF-a) oraz pacjenci, u ktérych obserwowano zbyt uciazliwe skutki ubocz-
ne terapii. W badaniu UNITI-2 bralo udziat 628 pacjentéw, u ktdrych zawio-
dfa terapia konwencjonalna lub pojawily si¢ nieakceptowalne skutki uboczne.
Poréwnanie wynikéw obu badari uzyskanych w 6. tygodniu trwania leczenia
zostalo przedstawione w tabeli (tabela 3.).

Kontynuacjg tych badan jest IM-UNITI wykorzystujace zastosowa-

nie préby podwdjnie $lepej i skupiajace si¢ na ocenie efektywnosci terapii
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podtrzymujacej z zastosowaniem ustekinumabu. W 8. tygodniu badan 397
os6b, u ktérych obserwowano odpowiedz na dozylne podawanie ustekinuma-
bu losowo przydzielono do grup przyjmujacych podskérnie 90 mg usteki-
numabu, badz placebo w odstgpach co 8 lub 12 tygodni. W czasie trwania
badania pacjenci, u ktérych stwierdzono spadek responsywnosci na leczenie
zostali poddani dopasowaniu dawek. Dotyczylo to oséb przyjmujacych pla-
cebo lub ustekinumab co 12 tygodni. Zmiana polegata na rozpoczeciu sto-
sowania dawek co 8 tygodni. Pacjenci z pogorszona odpowiedzig na leczenie,
u ktérych stosowano dawki co 8 tygodni nie podlegali zmianie trybu lecze-
nia.”* Wyniki badan w poszczegdlnych tygodniach z uwzglednieniem zmniej-
szajacej si¢ liczby badanych zostaly przedstawione w tabeli (tabela 4.).2 2% %
Powyzsze dane pokazujg skuteczno$¢ stosowania terapii podtrzymujacej
z zastosowaniem ustekinumabu w utrzymaniu remisji choroby Lesniowskie-
go-Crohna, a takze znaczng poprawe przy stosowaniu terapii pierwotnej. Po-
nadto przeprowadzone badania poréwnujace skuteczno$é¢ standardowo sto-
sowanego w tym schorzeniu wedolizumabu ze skutecznoscia ustekinumabu
wskazuja na zdecydowanie wickszy stopiei remisji wéréd pacjentéw stosu-
jacych ustekinumab w 52. tygodniu terapii wynoszacy 35% w stosunku do

28,29

19% w przypadku wedolizumabu.

Tabela 3. Poréwnanie uzyskanych odsetkéw remisji w 6. tygodniu trwania badari w poszczegél-
nych grupach pacjentéw w badaniach UNITI-1 i UNITI-2 [opracowanie whasne] ¢

UNITI-1 UNITI-2

Dawka | Dawka 6 mg Dawka | Dawka 6 mg

130 mg | na kg m.c. Placebo 130 mg | na kg m.c. Placebo
Odsetek
:?_l?ylgodniu 34.3% | 33.7% 21.5% 51.7% | 55.5% 28.7%
badania

Tabela 4. Wskaznik procentowy remisji w poszczegélnych grupach otrzymujacych usteki-
numab od 44. do 252. tygodnia w badaniu IM-UNITI. Dane s skorygowane o zmniejszanie
si¢ liczby uczestnikéw na poszczegélnych etapach i odzwierciedlaja odsetek remisji w poszcze-
gdlnych tygodniach wsréd chorych, ktérzy kontynuowali badanie do 252. tygodnia [opraco-
wanie wlasne] 24 25 26.27

Grupa q8w Grupa ql2w
44. tydzien 84.1%% 77.4%
92. tydzieri 87.1% 79.2%
152. tydzied 89.1% 85.2%
252. tydzier 93.7% 84.4%
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5.3. Wrzodziejace zapalenie jelita grubego

Randomizowane badania sponsorowane przez Janssen Research and
Development, w ktdrych brato udzial 961 chorych dotyczyly stosowania us-
tekinumabu w terapii pierwotnej leczenia wrzodziejacego zapalenia jelita gru-
bego. Pacjenci zostali podzieleni na trzy grupy, z ktérych kazda otrzymywala
jedna z 3 substancji dozylnie: placebo, 130 mg ustekinumabu lub 6 mg us-
tekinumabu na kg m.c. Wskaznik remisji choroby przy zastosowaniu terapii
pierwotnej oceniono w 8. tygodniu. Kolejnym etapem bylo sprawdzenie pod-
trzymywania remisji przez ustekinumab. Wzigly w nim udzial osoby, u kté-
rych zaobserwowano odpowiedz kliniczna w 8. tygodniu trwania testu oraz
chorzy, kt6rym podano w 8. tygodniu dawke indukeyjna i wystapita u nich
opézniona odpowiedz w 16. tygodniu. Pacjenci zostali losowo przydzieleni
do trzech grup, w kedrych otrzymywali podskérnie 90 mg ustekinumabu co
12 tygodni (q12w), co 8 tygodni (q8w) lub otrzymywali placebo. Wskazniki
remisji choroby w poszczegélnych grupach w 8. i 52. tygodniu ukazuje tabela
(tabela 5.).° W dalszej fazie badan od 56. tygodnia mozliwe byto dostosowa-
nie dawek przy obnizonej odpowiedzi, a ich wyniki obrazujace procentowy
wskaznik utrzymania remisji wéréd badanych przedstawiono w tabeli (tabela
6.).>» W innym badaniu zastosowano ustekinumab u 19 oséb, u ktérych dhu-
gotrwale leczenie nie przynosito pozadanych efektéw lub powodowato zbyt
wiele skutkéw ubocznych. Wszyscy otrzymywali ustekinumab w postaci do-
zylnej w dawce 6 mg na kg m.c. oraz 90 mg podskérnie. Na poczatku badania
remisje obserwowano u 3/19 pacjentéw, po 12 miesigcach u 10/19 pacjen-
téw.” Przedstawione wyniki wskazuja na skuteczno$¢ ustekinumabu zaréwno
w terapii pierwotnej jak i podtrzymujacej w leczeniu wrzodziejacego zapalenia

jelita grubego.

Tabela 5. Wskaznik procentowy remisji w poszczeg6lnych grupach chorych w 8. i 52. tygodniu
trwania badania [opracowanie wlasne] *°

Dawka 130 mg Dawka 6 mg na kg m.c. Placebo
8. tydzied badari 15.6% 15.5% 5.3%

Grupa q12w Grupa q8w Placebo
52. tydzied badai 38.4% 43.8% 24.0%
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Tabela 6. Procentowy wskaznik utrzymania remisji symptoméw od 44. do 92. tygodnia trwa-
nia badad [opracowanie wlasne] !

Grupa ql2w Grupa q8w
44. tydzieri badari 62.2% 67.6%
92. tydzien badan 64.5% 67.6%

6. Stosowanie ustekinumabu na $wiecie i w Polsce
6.1. Luszczyca

Po raz pierwszy wnioski o wprowadzenie do obrotu ustekinumabu
w leczeniu przewleklej tuszczycy plackowatej zostaly ztozone zaréwno w ame-
rykanskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekéw (FDA), jak i Europejskiej Agencji
Lekéw (EMEA) pod koniec 2007 r. W czerweu 2008 r. komitet doradezy
FDA jednoglo$nie zalecit w tym celu wskazanie ustekinumabu. Jednak pismo
z odpowiedzia wydane przez FDA w grudniu 2008 r. wymagato dodatko-
wych informacji, w tym Strategii Oceny i Lagodzenia Ryzyka (REMS). FDA
wydat kolejng decyzje dotyczaca tego, czy ustekinumab moze wej$¢ na rynek
amerykanski w 2009 roku. Produkt zostal dopuszczony do obrotu w 27 kra-
jach Unii Europejskiej w styczniu 2009 roku.** W Polsce produkt Stelara®
zostal wlaczony do wykazu refundowanych lekéw do programu lekowego
B.47., ktéry dotyczy leczenia umiarkowanej i cigzkiej postaci tuszezycy plac-
kowatej od 01.01.2013 r. zgodnie z obwieszczeniem Ministra Zdrowia z dn.
21.12.2012 r.** Ustekinumab w Polsce w leczeniu ciezkiej postaci tuszczy-
cy plackowatej przeznaczony jest dla 0séb powyzej 18 roku zycia u ktérych
w okresie poprzedzajacym nie uzyskano poprawy po leczeniu z zastosowaniem
co najmniej 2 réznych metod klasycznych terapii ogélnej (metotreksat, reti-
noidy, cyklosporyna, metoda PUVA). #

6.2. Choroba Lesniowskiego-Crohna

23 sierpnia 2016 r. FDA wydala pozytywna rekomendacj¢ dotyczaca
zastosowania ustekinumabu w leczeniu choroby Lesniowskiego-Crohna dla
pacjentéw dorostych, ktérzy nie odpowiadali na inne formy leczenia wy-
korzystujace kortykosteroidy, immunosupresanty czy inhibitory TNF-a.%
Produkt Stelara® zostal wlaczony w Polsce do wykazu refundowanych lekéw

do programu lekowego B.32. dotyczacego leczeniu pacjentéw z rozpoznang
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cigzka postacig choroby Le$niowskiego-Crohna od 01.09.2019 r. zgodnie
z obwieszczeniem Ministra Zdrowia z dn. 30.08.2019 r.*> ¥ Ustekinumab
w leczeniu CD w Polsce stosowany jest u 0oséb powyzej 18 roku zycia z cigzka
i czynng postacig CD przy braku odpowiedzi na leczenie wigcej niz 1 inhibi-
torem TNF-a lub wyst¢powaniem przeciwwskazan lub objawéw nietolerancji
takiego leczenia.

6.3. Wrzodziejace zapalenie jelita grubego

25 lipca 2019 roku Komitet CHMP dzialajacy przy Europejskiej Agencji
Oceny Lekéw (EMA) wydal pozytywna rekomendacje odnosnie rozszerzenia
zakresu wskazani rejestracyjnych dla produktu leczniczego Stelara® o leczenie
dorostych chorych z umiarkowana do cigzkiej postacia WZJG, po niepowo-
dzeniu lub w przypadku przeciwwskazan do zastosowania terapii konwencjo-
nalnej lub biologicznej.?® Produkt Stelara® zostal wlaczony w Polsce do wyka-
zu refundowanych lekéw do programu lekowego B.55. dotyczacego leczenia
pacjentéw z rozpoznang umiarkowana lub ci¢zka postacia wrzodziejacego
zapalenia jelita grubego od 01.01.2022 roku zgodnie z obwieszczeniem Mini-
stra Zdrowia z dn. 20.12.2021 r.”

7. Refundacja w Polsce

Zgodnie z wykazem obowiazujacym od 1 stycznia 2022 roku w Polsce
refundowane sa 3 postacie leku Stelara” :

Tabela 7. Refundowane postacie leku Stelara® dostepne w Polsce ©°

Koncentrat , ,

Rodzaj do sporzadzania Roztwér Roztwér
) . porzadzar .. | do wstrzykiwar , do wstrzykiwan,

leku Stelara roztworu do infuzji, 45 90

130 mg mg me
Zawartosé 1 1
opakowania 1 fiolka (30mI) ampulko-strzykawka | ampulko-strzykawka
Choroba obje-
a refundacja CD, WZJG tuszczyca CD, WZJG
Cena
z refundacja 0zt 0zt 0zt
Cena bez ok. 19983,60 zI | ok. 10465,84 z}* ok. 13834,80 zI*
refundagji

*stan na 01.01.2022 r.
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8. Podsumowanie

Analizowane w tym rozdziale badania wskazuja na zdecydowanie wickszy

odsetek remisji choroby u pacjentéw przyjmujacych ustekinumab w stosun-

ku do oséb, ktérym podawane bylo placebo. Lepsze prognozy obserwuje si¢

zaréwno w przypadku terapii krétkotrwalej jak i dtugotrwalej terapii podtrzy-

mujacej. Badania byly przeprowadzane w wigkszosci przypadkéw na duzych

grupach i przez odpowiednio dlugi okres, aby byly uznane za wiarygodne.

Wszystkie wyzej wymienione czynniki sprawily, ze ustekinumab zostal do-

puszczony jako produkt leczniczy. Nalezy podkresli¢, ze ustekinumab stanowi

stosunkowo nowg opcje terapeutyczna na rynku i tak jak inne leki biologiczne

w dalszym ciagu jest stosowany jedynie w przypadku braku skutecznosci, nie-

mozliwosci podjecia lub zbyt nasilonych efektéw ubocznych terapii konwen-

cjonalnych i stanowi nadziej¢ dla wielu cigzko chorych pacjentéw na popra-

we jakosci ich zycia. Wprowadzenie ustekinumabu do szerszego stosowania

w schematach klinicznych w celu fagodzenia objawéw tuszezycy, CD i WZ]G

u pacjentéw w mniej zaawansowanych stadiach choroby wymaga dalszych

badan na poszerzonych grupach klinicznych i monitorowania wplywu dtugo-

terminowego stosowania przez nich tego preparatu. Dostepne sa informacje

o pracach nad biosymilarami dla ustekinumabu.*!
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MEZENCHYMALNE KOMORKI
MACIERZYSTE SZANSA DLA
CHORYCH Z COVID-19? PRZEGLAD
DOTYCHCZASOWYCH OSIAGNIEC
I PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA
W PRAKTYCE KLINICZNEJ

Julia CieSla, Maciej Smreczak, Kinga Dworak, Natalia Tredota

Studenckie Koto Naukowe im. Zbigniewa Religi przy Katedrze Biofizyki w Zabrzu,
Wydzial Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt:

Pandemia COVID-19 skupita uwage badaczy na calym $wiecie na poszukiwaniu skutecznej te-
rapii u pacjentéw z cigzkim przebiegiem choroby. Jedna z rozwazanych metod leczenia jest uzy-
cie komérek macierzystych, ktére od wielu lat znajduja zastosowanie w réznych dziedzinach
medycyny. W terapii COVID-19 szczeg6lna role przypisuje si¢ mezenchymalnym komérkom
macierzystym (mesenchymal stem cells- MSCs), ktére oprécz zdolnosci regeneracyjnych maja
wlasciwosci immunomodulujace, szczegdlnie pozadane w leczeniu COVID-19. Badania po-
kazuja, ze dzicki przeszczepowi MSCs mozliwe jest poprawienie parametréw oddechowych,
zatrzymanie burzy cytokinowej, a takze zmian wysickowych w plucach bez istotnych dziatan
niepozadanych. Podobne efekty mozna uzyska¢ dzigki podaniu pecherzykéw zewnatrzkomor-
kowych wydzielanych przez MSCs. W przegladzie zaprezentowano obecne postepy i préby
kliniczne wykorzystania MSCs u chorych na COVID-19. Ponadto oméwiono oraz poréw-
nano zrédla, z kedrych mozna pozyskiwaé MSCs do tego celu, a takze wskazano ograniczenia
i perspektywy w zakresie przeszczepiania MSCs chorym na COVID-19.

Stowa kluczowe: COVID-19, SARS-COV-2, komérki macierzyste, mezenchymalne komérki

macierzyste

Abstract:

The COVID-19 pandemic has gathered the attention of researchers around the world on the
search for effective therapy in patients with severe cases. One of the considered methods of tre-
atment is the use of stem cells (SCs). SCs have been used in various fields of medicine for many
years. In COVID-19 therapy, a special role is assigned to mesenchymal stem cells (MSCs),
which, apart from regenerative abilities, have immunomodulatory properties, particularly de-
sirable in the treatment of COVID-19. Research shows that, thanks to MSCs transplant, it is
possible to improve respiratory parameters, stop a cytokine storm, as well as exudate changes
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in the lungs without significant side effects. Similar effects can be obtained by administering
extracellular vesicles secreted by MSCs. The review presents the current advances and clinical
trials of the use of MSCs in patients with COVID-19. In addition, the sources from which
MSC:s can be obtained for this purpose were discussed and compared, as well as the limitations
and prospects of MSC transplantation in patients with COVID-19 were indicated.

Keywords: COVID-19, SARS-COV-2, stem cells, mesenchymal stem cells

1. Wstep

Choroba COVID-19 (ang. coronavirus disease 2019) od prawie dwdch
lat stanowi gléwny przedmiot zainteresowania badaczy z réznych dziedzin
nauki: biologéw, biotechnologéw, wirusologéw, medykéw i wielu innych.
Interdyscyplinarne podejscie i wiedza uzyskana na drodze licznych badar oka-
zuje si¢ by¢ kluczowa dla rozwoju skutecznych metod leczenia'. Liczba publi-
kowanych opiséw préb klinicznych dotyczacych terapii COVID-19 weigz sie
zwicksza, jednakze nadal niektére aspekty dzialania i funkcjonowania wirusa
SARS-CoV-2 (koronawirusa cigzkiego ostrego zespolu oddechowego 2, ang.
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) oraz choroby, ktéra wywoluje
pozostaja nieodkryte®. Czas odgrywa znaczaca role w poszukiwaniu metod
terapeutycznych, poniewaz SARS-CoV-2 stanowi zagrozenie dla milionéw
ludzi na calym $wiecie. Zdolno$¢ wirusa do unikania odpowiedzi immu-
nologicznej gospodarza, wywolywanie burzy cytokinowej i hiperzapalenia,
a przede wszystkim ciezkie powiktania pochorobowe sa czynnikami, ktdre
wplywaja znaczaco na koniecznos$¢ jak najszybszego znalezienia skutecznych
metod leczenia i zmniejszenia ryzyka powiklan’.

Jednoczesnie, w ostatnich latach szczegélng uwage poswigcono bada-
niu komérek macierzystych (ang. stem cells, SCs). Z jednej strony dostrze-
ga si¢ ogromne korzysci plynace z ich wykorzystania w praktyce klinicznej,
natomiast z drugiej strony, ich uzycie wciaz wzbudza kontrowersje moralne
i etyczne (szczegélnie w przypadku SCs pochodzenia embrionalnego)®. W
przypadku COVID-19 szczegélng role upatruje si¢ w komérkach macierzy-
stych, poniewaz moga one stanowi¢ narzedzie uzyteczne w regeneracji znisz-
czonych przez chorobe ptuc. Mimo szerokiej dostgpnosci szczepionki, cigzkie
dysfunkcje ptuc wciaz stanowia czgste powikfanie po przebytym COVID-19.
Sugeruje sig, ze to wiasciwosci immunomodulacyjne mezenchymalnych
komérek macierzystych (ang. mesenchymal stem cells, MSCs) takie jak m.in.
zmniejszenie wydzielania cytokin prozapalnych w przebiegu ostrego stanu za-
palnego (jaki ma miejsce w COVID-19) moga stanowi¢ czynnik ograniczaja-
cy ryzyko powiklan dysfunkcyjnych tkanki plucnej’.
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W przegladzie zaprezentowano obecne post¢py w zrozumieniu mecha-
nizmu dziatania ktéry charakteryzuje MSCs jako narzedzie terapeutyczne
w terapii COVID-19, a takze wydzielanego przez nie sekretomu i pecherzy-
kéw zewnatrzkomérkowych. Przedstawiono préby kliniczne wykorzystania
ich w grupie chorych na COVID-19, szczegdlnie u pacjentéw z cigzkim prze-
biegiem tej choroby. Ponadto oméwiono oraz poréwnano zrédta, z ktérych
mozna pozyskiwa¢ MSCs do tego celu, a takze podstawy biologiczne ich dzia-
fania, ktdre sprawily, ze juz na poczatku pandemii zostaly one zaprezentowa-
ne jako jedno z potencjalnych metod leczenia. Dodatkowo, podsumowano
perspektywy w zakresie przeszczepiania MSCs u chorych na COVID-19 oraz
ograniczenia, z ktérymi musza zmierzy¢ si¢ badacze, aby terapia z udzialem
tego rodzaju komoérek macierzystych weszta do praktyki klinicznej leczenia

COVID-19.
2. Patogennos¢ wirusa SARS-COV-2

Pandemia COVID-19 spowodowana jest przez koronawirusa SARS-
-CoV 2. Poczatkéw rozprzestrzeniania si¢ tego wirusa mozna doszukad sig
w grudniu 2019 roku, kiedy to w chinskiej prowincji Wuhan zgloszone zosta-
ly liczne przypadki cigzkiego zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej®. Juz
11 marca nastgpnego roku WHO (ang. World Health Organisation) oglosito
globalna pandemie.

Proces zakazania i wywolywania objawéw chorobowych przez wirusa
SARS-CoV-2 zostat szeroko opisany w literaturze. Przedostanie si¢ patoge-
nu do wnetrza komérki nastgpuje poprzez interakcje wirusowego biatka S
z typem I receptora enzymu konwertujacego angiotensyng 2 (ACE2)””. Do
komérek posiadajacych ten receptor zaliczy¢ mozna komérki srédblonka
tetniczego oraz zylnego, komérki pecherzykéw plucnych typu II, enterocy-
ty jelita cienkiego i komdérki migéni gladkich tetnic wigkszosci narzadéw, w
tym kory mézgowej i pnia mézgu. Naturalna ekspresja receptora dla ACE2
w dolnych drogach oddechowych oraz tatwos¢ transmisji wirusa do tych
miejsc spowodowala tropizm zakazen SARS-CoV-2 wzgledem tego obszaru™.
Po przedostaniu si¢ do wnetrza komérki wirus rozpoczyna swoja replikacje,
podczas ktérej powielanych jest 9 subgenomowych RNA transkrybowanych
z genomowego RNA, ktére koduja konserwowane biatka strukturalne: biatko
kolca (S), biatko otoczki (E), biatko blonowe (M) i biatko nukleokapsydu (N),

ktére syntetyzuja czastke wirusa’.
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Po wejsciu wirusa do komérek nablonka oddechowego prowokowana
jest immunologiczna odpowiedZ cytokin zapalnych oraz stabsza interferonu.
W prozapalnych odpowiedziach immunologicznych patogennych limfocytéw
Thl i posrednich monocytéw CD14+CD16+ posredniczg zwiazane z blong
receptory odpornosciowe i dalsze szlaki sygnalowe. Po zadzialaniu chemokin
nastgpuje infiltracja makrofagéw i neutrofili do tkanki ptucnej, co powoduje
burze cytokin’. Wirus SARS-CoV 2 powoduje, ze komoérki Th1 wydzielajg
cytokiny takie jak: czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i ma-
krofagéw (GM-CSF) i interleuking-6 (IL-6). GM-CSF dalej pobudza mono-
cyty CD14+CD16+ do wydzielania duzych iloci I1-6, TNF-a i innych cyto-
kin’. Gléwna przyczyna powstania burzy cytokinowej jest silne wydzielanie
IL-6 w odpowiedzi na wirusa'’, ktéra powoduje chemotaksje neutrofiléw oraz
martwice limfocytéw''. Receptory odpornosciowe zwiazane z btong komé-
rek sa takze odpowiedzialne za niezbalansowana odpowiedZz immunologicz-
na organizmu, a male stezenia INF-y moga dodatkowo nasila¢ wytwarzanie

cytokin’.
3. Mezenchymalne komérki macierzyste

Uwage na fake istnienia komérek macierzystych po raz pierwszy zwré-
cono pod koniec XIX w. w celu wyjasnienia zdolnosci dojrzatych tkanek do
proceséw odbudowy i regeneracji'?. W warunkach fizjologicznych biorg one
udzial w homeostazie tkankowej, jednakze w przypadku rozleglych urazéw,
ich liczba nie jest wystarczajaca do pelnej regeneracji uszkodzonego narza-
du. Dlatego tez pozyskiwanie i wykorzystywanie komérek macierzystych
w leczeniu cigzko chorych pacjentéw wydaje si¢ by¢ bardzo obiecujace’®. Od
wielu lat sa one obiektem zainteresowania badaczy na calym $wiecie. Suge-
ruje sig, ze terapia komérkami macierzystymi moze by¢ punktem zwrotnym
w procesie poszukiwania metod terapeutycznych dla choréb uwazanych do-
tad za nieuleczalne. Podzialu komérek macierzystych dokonuje si¢ najczesciej
wedtug ich zdolnosci do réznicowania. Totipotencjalne komérki macierzyste
sa zdolne do réznicowania w kierunku wszystkich komérek organizmu. Pluri-
potencjalne komérki macierzyste- w kierunku komérek wszystkich warstw za-
rodkowych (ale nie komérek pozazarodkowych), natomiast multipotencjalne
komérki macierzyste w kierunku konkretnych linii komérkowych. Wyréznia
si¢ ponadto oligopotencjalne i unipotencjalne komérki macierzyste o najwez-

szym spektrum réznicowania'“.
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Komérkami o zdolnosci do multipotencjalnego réznicowania sa m.in.
mezenchymalne komérki macierzyste, ktdre zostaly po raz pierwszy nazwa-
ne i opisane przez Caplana w 1991r.. Zgodnie ze stanowiskiem Miedzy-
narodowego Towarzystwa Terapii Komérkowych (ang. International Society
for Cellular Therapy, ISCT) minimalne kryteria dla zdefiniowania komérki
jako MSCs obejmuja: zdolnos$¢ przylegania do plastiku w standardowych wa-
runkach hodowli, wyrazanie markeréw powierzchniowych: CD105 CD73
i CD90 oraz brak ekspresji: CDa45, CD34, CD14 lub CD11b, CD79a
lub CD19 i HLA-DR, a takze zdolnos¢ do réznicowania w kierunku linii
adipogennej, chondrogennej i osteogennej in vitro'®. Fake ich réznicowania
zarébwno w warunkach iz vitro jak i in vivo wykorzystywany jest w medy-
cynie regeneracyjnej. Szczeg6lnego znaczenia nabiera wykorzystanie MSCs
w chorobach i urazach chrzastki, poniewaz tkanka ta charakteryzuje si¢ ni-
skim potencjatem autoregeneracyjnym, a schorzenia takie czgsto sa trudne
do leczenia. Jako metoda leczenia wykorzystane moga by¢ m.in. dostawowe
wstrzykniecia MSCs. Metoda ta okreslana jest jako skuteczna i bezpieczna'.
W inzynierii tkankowej chrzastki testuje si¢ réwniez réznego rodzaju rusz-
towania, ktére stanowia $rodowisko dla przeszczepionych komérek i pro-
mujg ich réznicowanie do dojrzatych chondrocytéw'®. Podobnie, MSCs sa
obiecujacym Zrédlem komérek do naprawy i regeneracji kosci' oraz migsni
gladkich naczyn®. Oprécz zdolnosci regeneracyjnych sugeruje sig, ze komér-
ki te moga znalez¢ zastosowanie w medycynie jako transportery lekéw lub
genéw do zmienionych chorobowo tkanek, a takie jako czynniki hamuja-
ce postep choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (ang. grafi-versus-host
disease, GVHD). Dodatkowo trwaja badania nad wykorzystaniem MSCs
w terapii choréb autoimmunizacyjnych ze wzgledu na szerokie whasciwosci
immunomodulacyjne tych komérek®'. Wykazano, ze wlasciwosci te wynikaja
z profilu cytokinowego w miejscu zapalenia, dlatego dobér Zzrédet MSCs do
wywolania efektu terapeutycznego powinien zaleze¢ m.in. od dominujacych
cytokin prozapalnych i konkretnego przypadku klinicznego®. Z tego wzgledu
terapie z uzyciem komérek macierzystych moga sta¢ si¢ domeng rozwijajacej
si¢ medycyny zindywidualizowane;j.

Dziedziny medycyny, w ktérych MSCs ciesza si¢ szczegdlnym zaintere-
sowaniem to medycyna regeneracyjna i onkologia. Jednakze pomimo tysigcy
préb klinicznych wykorzystania MSCs, wciaz brakuje jednoznacznych badar,
ktére moglyby zapoczatkowaé rutynowa praktyke przeszczepiania MSCs jako
standardu leczniczego®. Jako jedyne istotne dziatanie niepozadane takiego ro-

dzaju terapii wskazuje si¢ goraczke?. Pomimo potwierdzonego bezpieczeristwa
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uzycia MSCs, wysokiej zdolnosci réznicowania do szeregu typéw komoérek
oraz wyjatkowych zdolnosci parakrynnych weiaz trwa dyskusja na temat pro-
tokotéw pozyskiwania i hodowli MSCs oraz ich normalizacji”. Istotng kwe-
stia wydaja si¢ by¢ przypadki odrzucania przeszczepéw MSCs. Dodatkowo,
potrzebne sg badania na wigkszych kohortach a takze ocena stanu chorych nie
tylko krétko po zabiegu, ale i po dluzszym czasie po przeszczepie®.

4. Immunomodulacyjne wlasciwosci MSCs

Wyjatkowos¢ mezenchymalnych komérek macierzystych wynika m.in.
z ich wlasciwo$ci modulowania odpowiedzi immunologicznej gospoda-
rza. MSCs pochodzace z réznych zrédel m.in. ze szpiku kostnego, galarety
Whartona czy tkanki ttuszczowej maja zdolno$¢ do hamowania proliferacji
limfocytéw T indukowanej mitogenami. Jednoczesnie zmniejszaja ilos¢ cy-
tokin wydzielanych przez te limfocyty- interferonu gamma (IFN-y) i czynni-
ka martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor, TNF-a)*. Hipoteza
dzialania immunomodulujacego MSCs na limfocyty T obejmuje réwniez
zalozenie, ze supresja ta nie zalezy od kontaktu komoérka-komérka, ale od
INEF- y (wydzielanego przez komérki NK i aktywowane limfocyty T), ktéry
zwrotnie stymuluje MSCs do hamowania aktywnosci limfocytéw T. Przewi-
dywany mechanizm tej supresji to pobudzanie przez INF-y MSCs do wydzie-
lania 2,3-dioksygenazy indoloaminy, hamujacej proliferacje limfocytow T
Dzi¢ki tym wlhasciwosciom przeszczep MSCs mozliwy jest bez uzycia duzych
dawek lekéw immunosupresyjnych lub z catkowitym ich wylaczeniem®. Do-
datkowo, wlasciwo$¢ aktywacji MSCs przez INF- v jest nadal szeroko badana
m.in. w celu zmniejszania stanu zapalnego i progresji w przebiegu wiéknienia
nerek®. Ponadto, dzigki potencjalnym mozliwosciom immunoregulacyjnym
MSCs w zakresie kontrolowania limfocytéw T i ich roli w procesach autoagre-
sji i indukowania odrzucania przeszczepu allogenicznego, moga sta¢ si¢ one
nowym narzedziem m.in. w transplantologii narzadowej®'. Oprécz szeroko
znanej supresji limfocytéw T, obecno$¢ MSCs powoduje réwniez hamowanie
dojrzewania i migracji komérek dendrytycznych, kedre odgrywaja kluczowa
rol¢ w inicjowaniu odpowiedzi immunologicznej, a takze ostabienie ich zdol-
nosci do pobudzania limfocytéw CD4+ specyficznych dla danego antygenu®™.

Oprécz cytokin i chemokin dziatalnos¢ parakrynna MSCs obejmuje tak-
ze wydzielanie pecherzykéw zewnatrzkomérkowych (ang. exzracellular vesicles,
EVs), ktére dzigki zdolnosci do zwigkszania zywotnosci i proliferacji komérek
docelowych i modulacji srodowiska immunologicznego komérek moga staé

240



MEZENCHYMALNE KOMORKI MACIERZYSTE SZANSA DLA CHORYCH Z COVID-19?...

si¢ alternatywa dla standardowo proponowanych metod terapii komérkowych
z uzyciem MSCs. Sugeruje sig, ze ich uzycie jest procedurs jeszcze bardziej
bezpieczna, niz przeszczep MSCs, a takze tatwiejsza w uzyciu®. Najnowsze
badania wskazuja na mozliwos¢ izolacji EVs ze szpiku kostnego i wszczepienia
ich w miejsce ztaman kosci. EVs poprzez mikroRNA-335 i aktywacje szlaku
Wnt/B-katenina moga wspomagaé regeneracje uszkodzonej tkanki kostnej*.
Dodatkowo, szereg innych badari wskazuje na potencjalna role¢ EVs w lecze-
niu ostrego uszkodzenia nerek zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi*. Ostatnie
badania wskazuja réwniez na mozliwo$¢ donosowego wstrzykiwania EVs
z odpowiednio zmodyfikowana zawartoscia w celu podawania t drogg lekéw,
a takze innych substancji wptywajacych na ukfad nerwowy. Terapia ta, dzigki
indukeji procesu immunomodulacji czy neuroprotekeji ma szans¢ na znale-
zienie zastosowania w terapii choréb neurologicznych?.

Dodatkowo sugeruje si¢, ze mozliwe jest modyfikowanie genetyczne sa-
mych MSCs w celu wzbudzenia w nich zdolnosci do dostarczania pozada-
nych substancji w miejsce zapalenia. Levy i in. wykazali, ze dzigki celowanej
transfekcji mRNA komérek, MSCs sa zdolne do wydzielania wstrzyknietej
interleukiny-10 (II-10) dokladnie w miejscu zapalenia- w tym przypadku
w uchu $rodkowym, mimo, ze w warunkach normalnych II-10 nie wchodzi
w sklad ich sekretomu?.

5. Zrédta MSCs

Komérki zdefiniowane jako MSCs wyizolowane z réznych zrédet réznia
sie m.in. zdolnoécia do réznicowania w konkretne linie komérkowe, iloscia
podzialéw, zastosowaniem w leczeniu w réznych dziedzinach medycyny®.
MSCs mozna otrzymaé m.in. w wyniku réznicowania pluripotencjalnych ko-
morek macierzystych. W poréwnaniu do somatycznych MSCs sg one mniej
dojrzale, ale wykazuja wickszy potencjal proliferacyjny. Ponadto sa zdolne
do dalszego réznicowania, dziatania immunomodulacyjnego i parakrynne-
go”. Dodatkowo wydzielane przez takiego rodzaju MSCs egzosomy moga
promowac proliferacj¢ i réznicowanie keratynocytéw oraz fibroblastéw skéry,
stanowiac potencjalne narzedzie w dermatologii®*. Wykazano, ze PSCs-M-
SCs po przeszczepieniu do ciala szklistego oka sa zdolne do przekazywania
mitochondriéw komérkom zwojowym siatkéwki, petniac funkcje ochronna
i regeneracyjna*'. Rol¢ PSCs-MSCs zauwaza si¢ réwniez w przypadku chordb
pluc przebiegajacych ze stresem oksydacyjnym- takich jak przewlekla obtu-
racyjna choroba ptuc (POChP). Dzicki wyzej wspomnianemu transferowi
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mitochondriéw zmniejsza si¢ stan zapalny i nadreaktywno$¢ drég oddecho-
wych w przebiegu tej choroby*.

Czesto wykorzystywanym do badan zrédlem MSCs jest szpik kostny
(ang. bone marrow delivered mesenchymal stem cells, BM-MSCs). Komérki
pochodzenia szpikowego maja unikalna zdolnos$¢ réznicowania w komérki
przynajmniej dwdch listkéw zarodkowych- mezodermy i ektodermy®. Wiele
badari sugeruje uzycie tego rodzaju komérek w celu naprawy i regeneracji
tkanki kostnej*, a takze pozyskiwania komérek tkanki thuszczowej®. Karaoz
i in. na modelu szczura wykazali, ze komérki te wykazuja ekspresje nie tylko
markeréw linii osteogennej, ale takze neurogennej i miogennej, co potwierdza
szerokie spektrum ich réznicowania. Komérki te posiadaja ponadto wysoki
potencjal proliferacyjny® i sa stabilne pod wzgledem skladu genetycznego®.
BM-MSCs moga znalez¢ zastosowanie réwniez w zapalnych chorobach ptuc
takich jak sarkoidoza, poniewaz maja zdolnos¢ indukowania przeprogramo-
wywania makrofagéw pecherzykowych w kierunku fenotypéw przeciwzapal-
nych, co moze pomdéc agodzi¢ zapalenia pluc i zmniejszaé zapotrzebowanie
na leki steroidowe w przebiegu sarkoidozy”. Ostatnie badania wskazuja na
istotng role¢ BM-MSCs we wzmaganiu proliferacji raka jajnika poprzez sy-
gnalizacje zalezng od miR-1180 (mikroRNA- 1180). Stawia to BM-MSCs
i miR-1180 pochodzace z BM-MSCs jako nowy potencjalny cel terapii tego
rodzaju nowotworu®. Podobne do BM-MSCs wlasciwosci oraz profil mar-
keréw posiadaja MSCs pochodzace z krwi obwodowej. Majg one nizszy po-
tencjat réznicowania do linii osteogennej i chondrogennej, ale wyzszy w przy-
padku pozyskiwania komoérek tkanki tduszczowej. Dodatkowo, s3 fatwiejsze
do wyizolowania, co czyni je obiecujacym zrédtem MSCs do zastosowania
terapeutycznego®.

Motzliwe jest takie pobieranie mezenchymalnych komérek macierzy-
stych z innych zrédet. Szeroko sugeruje si¢ uzycie MSCs z tkanek zwigzanych
z zyciem plodowym- z plynu owodniowego™ czy krwi pepowinowe;j’'. Pepo-
wina moze by¢ ponadto tatwo dostgpnym zrédlem mezenchymalnych komé-
rek macierzystych pochodzacych z pepowinowej galarety Whartona. Izolacja
i badania prowadzone na tym rodzaju komérek sa pozbawione kontrowersji
etycznych, poniewaz pgpowina jest traktowana jako odpad®”. Jako kolejne Zré-
dto MSCs podaje si¢ czgsto blong maziowa. Jest to szczegdlnie istotne zrédlo
z punktu widzenia regeneracji chrzastki, poniewaz komérki macierzyste po-
chodzenia maziowego wykazuja szczegdlnie wysoki potencjat chondrogenny®.

Coraz wigksze zainteresowanie wzbudzaja mezenchymalne komérki ma-

cierzyste pobierane ze zwlok (ang. cadaveric mesenchymal stem cells, CMSCs).
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Ostatnie badania wskazuja na ich unikatowa odpornos¢ na czynniki takie jak:
niedokrwienie, niedotlenienie, zamrozenie czy odwodnienie, przy zachowa-

niu swojego potencjatu do proliferacji i réznicowania*.
6. Terapie z uzyciem MSCs w chorobach pluc

Terapie uszkodzen ukladu oddechowego i ptuc z uzyciem MSCs byly
szeroko testowane jeszcze przed wybuchem pandemii COVID-19. Felix i in.
zaproponowali uzycie MSCs pochodzacych z tkanki thuszczowej jako metoda
leczenia idiopatycznego zwtdknienienia pluc, ktdre cechuje si¢ ztym rokowa-
niem, a dost¢pne metody okazywaly si¢ nieskuteczne. Na modelu szczurzym
wywolano zwléknienie ptuc za pomoca bleomycyny, a nastgpnie wkropiono
MSCs. Terapia ta spowodowala zmniejszenie syntezy kolagenu- czynnika po-
wodujacego wléknienie. Zauwazono, ze MSCs moga regulowa¢ i kontrolo-
wa¢ odkladanie kolagenu w miofibroblastach pluc®. Co wigcej, Averyanov
i in. udowodnili, ze MSCs sg skuteczne nie tylko w fagodnej i umiarkowa-
nej postaci idiopatycznego zwldknienia pluc, ale takie w terapii cigzkiego lub
szybko postgpujacego przebiegu tej choroby. Co wazne, nie zauwazono zna-
czacych dziatari niepozadanych zwiazanych z opisana terapia™.

Chan i in. z uzyciem modelu mysiego wykazali, ze MSCs mogg by¢ sku-
teczne w zapobieganiu lub ostabianiu cigzkiego uszkodzenia pluc zwiazane-
go z zakazeniem wirusem grypy A/H5N1. Dodatkowo, w przypadku tego
schorzenia MSCs zmniejszaja uposledzenie transportu plynu pecherzykowego
w plucach”. Zdolno$¢ MSCs do przyjmowania ksenobiotykéw i transportu
ich w pozadane miejsce jest testowana m.in. w przypadku raka pluc. Wang
i in. wykazali, ze MSCs zaladowane nanoczasteczkami lekéw przeciwnowo-
tworowych skutecznie hamuja rozwéj guza na drodze transportu migdzyko-
moérkowego migdzy MSCs a komérka raka. Préba ta pozwala na spekulo-
wanie o kolejnym potencjalnym zastosowaniu MSCs w chorobach ptuc®®.
Jednakze kwestia ta powinna by¢ szerzej zbadana, poniewaz zgodnie z Eggen-
hoferem i in. dozylna infuzja MSCs powoduje jedynie krétkotrwata obecnosé
MSCs w plucach, a do dlugotrwalego dziatania immunomodulujacego i re-
generacyjnego potrzebne jest poredniczenie innych komérek™. Dodatkowo,
w przypadku raka pluc podkresla si¢ rolg samych MSCs i ich rozpuszczalne-
go sekretomu, ktéry powoduje hamowanie proliferacji i angiogenezy, a takze
indukowanie apoptozy komérek raka ptuc in vitro®. Terapie wykorzystujace
MSCs w leczeniu raka phuc sg ograniczone ze wzgledu na liczne kontrowersje,

ktére pojawily si¢ ciagu ostatnich lat. Sugeruje si¢, ze mimo powinowactwa
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i whasciwosci celowanego ataku komérek nowotworowych, komérki te moga
mie¢ dzialanie proonkogenne. Potrzebne jest zatem doglebniejsze zrozumie-
nie biologii i mechanizmu dziatania MSCs w kontekscie onkologicznym®'.

Rola przeciwdrobnustrojowa MSCs zostala zauwazona juz weczesniej
w kontekscie innych choréb zakaznych. Komérki za posrednictwem wydziela-
nych substancji (m.in. peptydu przeciwdrobnoustrojowego LL-37) powoduja
spadek tempa wzrostu takich bakterii jak: Pseudomonas aeruginosa, Staphylo-
coccus aureus i Streptococcus pneumoniae®. Sugeruje si¢ ponadto sprawdzenie
dziatania MSCs w innych chorobach zakaznych o wysokiej smiertelnosci, be-
dacych na ligcie priorytetowej Swiatowej Organizacji Zdrowia np. infekcji
wirusem MERS®. Na podstawie szeregu badan zaczgto domniemywa¢ o po-
tencjalnej roli MSCs w terapii choréb przebiegajacych z uszkodzeniem pluc
(jak idiopatyczne zwléknienie pluc) wywolanych przez wirusy®. Chena i in.
przeprowadzili badanie w wykorzystaniem MSCs pozyskanych z krwi men-
struacyjnej. W grupie 44 pacjentéw z ARDS w przebiegu zakazenia wiru-
sem grypy A (H7N9) wykazano znaczne zmniejszenie $miertelnosci w grupie
badanej w poréwnaniu z liczaca 17 grupa kontrolna (17,6% $miertelnosci
w grupie badanej, 54,5%- w grupie kontrolnej). Biorac pod uwage podo-
bieristwo powiklani po cigzkim przebiegu zakazenia wirusem SARS-COV-2
i H7N9 zaczgto zwracaé szczeg6lng uwage na mozliwo$é testowania terapii
z uzyciem MSCs réwniez w przebiegu COVID-19%.

7. Préby kliniczne wykorzystania MSCs w terapii COVID-19

Odkad odkryto potencjalng rol¢ MSCs w terapii COVID-19 szereg
osrodkéw naukowych na catym $wiecie przeprowadzato préby kliniczne ma-
jace na celu sprawdzenie skutecznosci i dziatania MSCs szczegblnie w przy-
padku cigzkiego przebiegu COVID-19. Cigzki przebieg taczy si¢ czgsto z wy-
stapieniem zespolu ostrej niewydolnosci oddechowej (ang. acute respiratory
distress syndrome, ADRS), ktéry charakteryzuje sie wysoka $miertelnoscia®.
Bezpieczeistwo terapii ARDS za pomoca MSCs bylo badane jeszcze przed
wybuchem pandemii COVID-19. Wilson i in. przeprowadzajac prébe na
dziewieciu pacjentach dowiedli, ze dzialania niepozadane i $mier¢ 3 badanych
nie byly zwiazane z infuzja MSCs, a swoje zrédlo mialy jeszcze przed prze-
prowadzeniem terapii®. Dodatkowym czynnikiem sugerujacym, ze komérki
macierzyste moga obiecujacym podejéciem bylo zauwazenie potencjalnej roli
krazacych komérek macierzystych plodu u cigzarnych, ktére zgodnie z obser-
wacjami przechodzity COVID-19 lagodnie lub bezobjawowo. Samara i in.
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wyciagneli wniosek, ze to wlasnie plodowe komérki macierzyste moga dziata¢
immunoprotekeyjnie na organizm matki®. Ponadto, ze wzgledu na charakeer
choroby, jej obraz kliniczny, patogenez¢ objawéw i przebieg, z punktu widze-
nia immunologii kluczem do zmniejszenia liczby zgondéw, oprécz szczepionki,
moze okaza¢ si¢ terapia skierowana na gospodarza, a nie patogen (taka jak
z uzyciem MSCs)®.

Rola plodowych komérek macierzystych jest znana od lat. W przypad-
ku wykorzystania ich potencjalu w opracowaniu terapii leczenia COVID-19
rodzajem komérek o najwickszym potencjale wydaja si¢ by¢ te, pochodzace
z krwi pepowinowej. Liang i in. wykorzystali MSCs z tego zrédta w leczeniu
65-letniej kobiety z zapaleniem pluc wywolanego infekcja wirusem SARS-
-CoV-2. Mimo dwunastu dni standardowego leczenia stan zapalny nie ulegat
znaczacej poprawie. Wykonano trzykrotnie wlew MSCs z polaczeniu tymozy-
na ol i antybiotykami, uzyskujac poprawe stanu ogélnego, remisj¢ objawéw
potwierdzona wynikami badari laboratoryjnych i obrazowych oraz ujemny
wynik testu COVID-197°. Tao i in. dowiedli na przykladzie z 72-letniego
mezezyzny z licznymi chorobami towarzyszacymi (cukrzyca, nefropatia cu-
krzycowa, niewydolnos$¢ nerek, nadcisnienie tgtnicze), ze przeszczep MSCs
moze w grupie chorych z wielochorobowoscia opézniaé postep choroby oraz
poprawia¢ parametry nerkowe i oddechowe’'. Podobnie, badania Zhu i in.
wykazaly, ze stan kliniczny 48-letniego mezczyzny w cigzkim stanie po infuzji
MSC:s ulegt znacznej poprawie. Saturacja pacjenta wrécita do normy w 2 dni
po zabiegu, po 5 dniach ustala duszno$¢ a 6 dni po zabiegu-meczacy kaszel.
Dodatkowo po 7 dniach w badaniu tomograficznym uwidoczniono zmniej-
szenie nacieku zapalnego spowodowanego przez towarzyszace zapalenie ptuc’.
Badania te mialy jednak posta¢ opiséw przypadkéw (ang. case report), a dla
pelnego udowodnienia efektéw terapeutycznych, skutecznosci i bezpieczen-
stwa wlewéw MSCs potrzebne byly badania w szerszej kohorcie. Lanzoni
i in. przeprowadzili badania na wigkszej grupie pacjentéw. Wykonujac wle-
wy dozylne MSCs pochodzacych z krwi pgpowinowej dwunastu pacjentom
z ADRS w przebiegu COVID-19 i poréwnujac wyniki z dwunastoosobowa
grupa kontrolng stwierdzili, Ze metoda ta pozwala na znaczace obnizenie po-
ziomu cytokin prozapalnych, wzrost szans na przezycie pacjentéw oraz skré-
cenie czasu powrotu do zdrowia. Wazna kwestig byt brak powaznych efektéw
niepozadanych, z czego mozna wnioskowa¢ o bezpieczeristwie tego rodzaju
terapii”.

Bezpieczenistwo i skuteczno$é¢ wlewéw MSCs byla mierzona w wielu pré-

bach klinicznych m.in. poprzez wzglad na stan ogdlny pacjenta i poprawe
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wynikéw badari laboratoryjnych, szczegélnie tych zwiazanych z parametra-
mi odpowiedzi immunologicznej. Zhang i in. wykonujac infuzje MSCs po-
chodzacych z galarety Whartona krwi pgpowinowej do krwi zylnej pacjenta
z cigzkim przebiegiem COVID-19 i towarzyszacemu zapaleniu pluc juz
w dwa dni po zabiegu stwierdzili znaczng poprawe stanu pluc pacjenta
i znaczace zmniejszenie wskaznikéw stanu zapalnego we krwi: limfocytéw
CD3+, CD4+ i CD8+, IL-6, TNF-a i biatka C-reaktywnego (CRP)™. Ba-
dania przeprowadzone przez Leng i in. w grupie siedmiu pacjentéw réwniez
z zapaleniem pluc spowodowanym infekcja SARS-COV-2 wykazalo, ze
w ciagu 3-6 dni po przeszczepie MSCs poziom nadreaktywnych komoérek
zapalnych wydzielajacych cytokiny: limfocyty T CXCR3+CD4+, limfocyty
T CXCR3+CD8+ i komérki CXCR3+ NK spadl do zera, przy jedoczesnym
wzroscie komérek: CD14+CD11c+CD11bmid o funkcjach regulatorowych.
Odnotowano spadek TNE- a i wzrost 1I-10 w poréwnaniu z grupa kontrolna,
co jasno sugeruje zmiang proporcji czynnikéw zapalnych w kierunku tych

o dzialaniu przeciwzapalnym”

. Ze wzgledu na wysoka $miertelno$é chorych
z cigzkim przebiegiem COVID-19 waznym aspektem jest poziom przezy-
walnosci pacjentéw. Zgodnie z badaniem przeprowadzonym przez Hiberle
i in. po serii wlewéw MSCs 4 z 5 badanych pacjentéw dozylo do momentu
wypisu ze szpitala i wykazywalo poprawe czynnosci pluc, podczas gdy w gru-
pie kontrolnej zaledwie u 8 z 18 pacjentéw nie stwierdzono zgonu w trakcie
hospitalizacji’®.

Istotnym problemem dotyczacym bezpieczefistwa terapii z uzyciem
MSCs jest kwestia mozliwosci infekcji tych komérek przez wirusa SAR-
S-CoV-2. Wspomniane wyzej badanie przeprowadzone przez Leng i in
obejmowalo réwniez analize ekspresji genéw i wykazalo, ze MSC wykazu-
ja brak ekspresji ACE2 (receptora enzymu konwertujacego angiotensyne
2) i TMPRSS2 (receptora transblonowej proteazy serynowej typu II).”” Czyn-
niki te sa gtéwnymi receptorami, ktére obecne w komérce gospodarza posred-
nicza w wywolywaniu ADRS. Zostalo to potwierdzone przez Avanzini i in.
dla MSCs pochodzacych z owodni, krwi pepowinowej, tkanki pepowinowej,
tkanki tluszczowej i szpiku kostnego. Zadne z tych komérek nie wykazuja
ekspresji tych czynnikéw i nie sg infekowane przez wirusa SARS-COV-2 co
jest kolejnym dowodem, poza brakiem powaznych efektéw niepozadanych,
na bezpieczenistwo uzycia MSCs w terapii COVID-1977. Terapia celowana
w ACE2 z uzyciem MSCs moze przynie$¢ znaczace korzysci. Sugeruje sig,
ze zwigkszanie powinowactwa MSCs do komérek z ekspresja ACE2 i jed-
noczesne utrudnianie wejscia wirusa SARS-COV-2 do tych komérek moze
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okaza¢ si¢ skuteczna mozliwoscia terapeutyczna, ktéra wymaga jednak dal-
szych badar’®.

Tang i in. zasugerowali konserwowanie MSCs w lokalnych bankach
i pdzniejsze uzycie ich u pacjentéw wymagajacych szybkich interwenciji i be-
dacych w stanach naglych (jak na przyktad w przebiegu ARDS). Dodatkowo
udowodnili, ze doskonalym Zrédtem MSCs do przeszczepiania u pacjentéw
z cigzkim przebiegiem COVID-19 jest krew menstruacyjna. Mimo ograniczo-
nej ilosci badan wykorzystujacych ten typ komérek w badaniu zostal wyka-
zany pozytywny wplyw MSCs w terapii COVID-19. W prébie wzielo udziat
dwéch pagjentdw, ktérzy otrzymali komérki pochodzace z krwi 28-letniej
kobiety. W wyniku leczenia stan kliniczny pacjentéw ulegt poprawie. Zaob-
serwowano ograniczenie stanu zapalnego oraz poprawe parametréw oddecho-
wych. Cisnienie parcjalne tlenu i saturacja tlenem ulegla znacznemu zwigk-
szeniu. Dodatkowo, badania RTG wykazaly stopniowe wchlanianie wysicku
w obrebie pél plucnych zmienionych chorobowo w przebiegu COVID-197.
Podobne wyniki w postaci wchionigcia wysickéw w jamie optucnowej i popra-
wienie stanu ogdlnego pacjenta z cigzkim przebiegiem COVID-19 wykazali
Peng i in. Przypadek ten polegal na podaniu badanemu osocza ozdrowierica,
a nastgpnie na transplantacji MSCs pochodzacych z ludzkiej pepowiny.
Pierwszy zabieg spowodowal powrét do normy limfocytéw krwi obwodowe;j,
natomiast dziatanie MSCs spowodowalo poprawe czynnosci ptuc i wehlonie-
cie wysiek6w®. Synergistyczne dziatanie MSCs i osocza ozdrowiericéw moze
stanowi¢ nowa lini¢ leczenia cigzkiego przebiegu COVID-19. Potencjalna
rola osocza ozdrowieicow byta wielokrotnie podkreslana zaréwno jako strate-
gia leczenia COVID-19, jak i profilaktyki zachorowania u 0séb narazonych®.

Liczba préb klinicznych i badan, a takze kolejnych ich faz, zwigzanych
z przeszczepianiem MSCs weciaz si¢ zwigksza. Badanie obejmujace 18 pacjen-
tow przeprowadzone przez Meng i in. wykazalo bezpieczenistwo i skutecznosé
terapii z uzyciem MSCs w COVID-19%. Druga faz¢ tych badan, przeprowa-
dzona przez Shi i in., cechuje zdecydowanie wigksza liczba (100 0séb) zrekru-
towanych pacjentéw i liczna mierzonych paramentéw. W czasie pierwszego
tego typu, podwdjnie $lepego, randomizowanego badania podano 65-ciu pa-
¢jentom z cigzkim przebiegiem COVID-19 i/lub towarzyszacym zapaleniem
ptuc z uszkodzeniem tkanki ptucnej 3 wlewy MSCs pochodzacych z pepo-
winy. Jednoczes$nie sprawdzano te same parametry u liczacej 35 oséb grupy
kontrolnej otrzymujacej preparat placebo. W poréwnaniu z grupa kontrol-
na, pacjenci, ktérzy otrzymali MSCs pokonywali $rednio 27 metréw wiccej
w prébie 6-cio minutowego chodu, a catkowita objeto$¢ zmian w plucach
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w poréwnaniu ze stanem poczatkowych zmniejszyla si¢ o 13% w stosunku
do préby kontrolnej. W prébie Shi i in. wykazano znaczaca poprawg innych
parametréw niz dotad badano w prébach leczenia COVID-19 z uzyciem
MSCs, jednakze stwierdzono potrzebg rozpoczecia badan 3 fazy, aby osza-
cowaé wplyw takiego zabiegu na $miertelno$¢ i zapobieganie dlugotrwatemu
uszkodzeniu ptuc®. Bylo to jedyne badanie, ktérego wyniki zostaly ocenione
w dtuzszym zakresie czasowym (po roku). Wykazano, ze w 12 miesigcu po in-
fuzji MSCs zmiany w plucach zostaly catkowicie cofnigte u czg¢dci pacjentéw
jedynie w grupie badanej. Mozna zatem przypuszczaé, ze terapia z uzyciem
MSCs przynosi réwniez dlugoterminowe skutki®®.  Inne, randomizowane
badanie na 12 pacjentach z grupa kontrolna przeprowadzone przez Shu i in.
wykazalo, ze stan zadnego pacjenta w grupie badanej nie ulegl pogorszeniu do
stanu krytycznego, podczas gdy w grupie kontrolnej (liczacej 29 pacjentdéw)
takich pacjentéw bylo czterech. W grupie badanej, znaczaca poprawa stanu
pacjentéw mierzona jako poziom oslabienia i zmeczenia, duszno$¢ i niskie
nasycenie krwi tlenem, spadek poziomu CRP i1l 6, powrét liczby limfocytéw
do poziomu normy miata miejsce juz 3 dni po infuzji MSCs®. Innym aspek-
tem, ktéry by¢ moze przyblizy srodowisko naukowe do szerszego zbadania
potencjalu MSCs w COVID-19 jest odkrycie dokonane przez Kaushala i in.
Stwierdzono, ze po podaniu pacjentom z ARDS w przebiegu COVID-19,
ktérzy wymagali terapii wspomagajacej ECMO (pozaustrojowe natlenianie
krwi, ang. Extra Corporeal Membrane Oxygenation) dozylnej infuzji MSCs
znaczaco zmniejszyt si¢ poziom egzosoméw zawierajacych biatko Spike wi-
rusa SARS-CoV-2 w osoczu (w poréwnaniu z grupa kontrolna). Przypuszcza
sig, ze oprocz whasciwosci immunomodulujacych i przeciwzapalnych, leczni-
cza rola MSCs w terapii COVID-19 wynika réwniez ze zdolnosci usuwania
wirusa z ustroju®.

Przeglad najwazniejszych badan dotyczacych infuzji MSCs u chorych na
COVID-19 zaprezentowano w tabeli nr.2

Tab 2. Przeglad wybranych badari klinicznych dotyczacych infuzji MSCs chorym ze stwierdzo-
nym COVID-19 [opracowanie wiasne]

Zrédlo Liczba Sredni Rodzaj badania Stan badanych Liczba Ref.

MSCs uczestnikéw | wick ba- wlewéw
badania danych MSCs

Krew 1 65 lat Case report Ciezki,z zapale- | 3 70

pepowinowa niem puc
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Krew 1 72 lata Case report Ciezki (ARDS), |5 71
pepowinowa z wielochorobo- | (co 48h)
woscig (cukrzyca,
niewydolnog¢
nerek, nefropatia
cukrzycowa)
Pepowina 1 48 lat Case report Cigzki, bez 1 72
choréb
towarzyszacych
Pepowina 24 58.58 Randomizowane, | Cigzki (ARDS) | 2 73
(12 badanych, | £15.93 | kontrolowane
12 w prébie badanie fazy 1/2a
kontrolnej) z podwdjnie slepa
préba
Galareta 1 54 Case report Cigzki, z 1 74
Whartona towarzyszacym
(pepowina) zapaleniem
pluc i cukrzyca
typu 2
Brak 7 45-65 Préba Umiarkowany, 1 75
danych pilotazowa ciezki, bardzo
ciezki (z towa-
rZySZqum
zapaleniem phuc)
Krew 2 37171 Préba Ciezki 3 79
menstruacyjna pilotazowa
Pepowina 100 60 Randomizowane, | Ciezki, 3 83
(65 badanych, kontrolowane przebiegajacy (w odste-
35 w prébie badanie fazy 2, z uszkodzeniem | pach 3
kontrolnej z podwdjnie $lepa | pluc dni)
placebo) préba
Brak 23 39 Nierandomizo- Ciezki 2/3 76
danych (5 badanych, wane, z grupa
28 w prébie kontrolna
kontrolnej)
Pepowina 41 61 Jednoosrodkowe, | Ciezki 1 85
(12 badanych, otwarte,
29 w prébie randomizowane z
kontrolnej) grupa kontrolng
Szpik 43 39-72 Kliniczno- kon- Ciezki z ARDS, | 3 86
kostny (12 badanych, trolne wymagajacy
31 w grupie wspomagania
kontrolnej) poprzez ECMO

8. Pecherzyki zewnatrzkomérkowe i sekretom pochodzace z MSCs
w terapii COVID-19

W badaniach nad potencjalnymi terapiami COVID-19 z uzyciem komo-

rek macierzystych zwrécono takze uwage na pecherzyki zewnatrzkomérkowe
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wydzielane poza komérke przez MSCs. Zgodnie ze stanowiskiem Miedzyna-
rodowego Towarzystwa Pecherzykéw Zewnatrzkomérkowych (ang. Inzerna-
tional Society for Extracellular Vesicles), pecherzykami zewnatrzkomérkowymi
okresla si¢ czasteczki naturalnie uwalniane z komérki, otoczone podwéjna
warstwa lipidowa i nieposiadajace zdolnosci do replikacji®’.

W sktad EVs wchodzi¢ moze szereg substangji, jednakze w kontekscie
terapii COVID-19 szczegblng uwage nalezy zwréci¢ na mate niekodujace mi-
kro-RNA (miRNA). Park i in. wykazali, ze traktowanie komérek zakazonych
wirusem SARS-COV-2 przez EVs pochodzace z MSCs powoduje thumienie
odpowiedzi zapalnej i hamowanie replikacji wirusa. W procesie tym uczest-
niczy tacznie 17 rodzajéw miRNA, z czego ulegajace najwyzszej ekspresji
to: miR-92a-3p, miR-26a-5p, miR-23a-3p, miR-103a-3p i miR-181a-5p®.
Zgodnie z wynikami badari Schultza i in. w sekretomie EVs pochodzacych
z réznych Zrédel (szpik kostny, pepowina i tkanka tluszczowa) zidentyfiko-
waé mozna w sumie 58 wspSlnych rodzajéw miRNA. Stwierdzono, ze miR-
NA obecne w EVs oprécz dzialania przeciwzapalnego, moga jednoczesnie
spetnia¢ kilka rél, m.in. wplywaé supresyjnie na geny $mierci komérkowej a
takze na niektdre czynniki biorace udziat procesie krzepniecia, przyczyniajac
si¢ do zmniejszenia stopnia uszkodzenia tkanek, co szczegélnie jest pozadane
w przypadku leczenia COVID-19%.

Wazna role dla EVs upatruje si¢ takze w zapobieganiu powikfan sercowo-
-naczyniowych w przebiegu COVID-19. EVs pochodzace z MSCs lub komé-
rek pochodzacych z kardiosfery, zmodyfikowane w celu dostarczania lekéw
zmniejszajacych burze cytokinowa podczas infekcji SARS-COV-2 moga dzia-
ta¢ kardioprotekeyjnie  hamujac procesy zwléknienia, a promujac angioge-
nezg¢ i zwigkszenie kurczliwosci serca’. Podobne wnioski zostaly wyciagnigte
w kwestii udaru niedokrwiennego i wtérnego zapalenia nerwéw jako powi-
ktania COVID-19 o wysokim ryzyku niepetnosprawnosci lub $mierci. Wiele
badari wskazuje na potencjalng rol¢ EVs w leczeniu zdarzeri niedokrwiennych,
dlatego spoleczno$¢ naukowa stoi przed wyzwaniem szerszego badania terapii
opartych na wykorzystaniu EVs w leczeniu udaru niedokrwiennego bedacego
powiklaniem infekeji SARS-COV-2?". Ostatnie badania wskazuja, ze to wha-
$nie dzigki mi-RNA zawartemu w EVs mozliwe jest tlumienie reakcji zapalnej

w obrebie nerwéw przez dziatanie immunomodulujace na glej*.

Wsréd EVs wyréznia si¢ m.in. egzosomy, ktére zostaly réwniez zbada-
ne w kontekscie narzedzia terapeutycznego w terapii COVID-19. Sengupta
i in. wykorzystali egzosomy- w postaci preparatu ExoFlo™ wyizolowane
2MSCs pochodzenia szpikowego do leczenia pacjentéw z cigzkim przebiegiem
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COVID-19. W wyniku tej proby 17 z 24 badanych pacjentéw wrécito do
zdrowia, 3 pozostalo w stanie krytycznym, lecz stabilnym. W badanej grupie
stwierdzono 4 zgony, jednakze nie byly one zwiazane z zastosowanym lecze-
niem. Po jednorazowym wstrzyknieciu ExoFlo™  zaobserwowano ustabili-
zowanie liczby neutrofilii i leukocytéw oraz obnizenie poziomu wskaznikéw
stanu zapalnego- CRP, ferrytyny, a takze D-Dimeréw®. Zgodnie z Babajani
i in. egzosomy moga pelni¢ réwniez znaczaca role w procesie transferu mito-
chondriéw z MSCs do zakazonej wirusem SARS-COV-2 komérki. Teoria ta
wymaga szerszych badarni, poniewaz mitochondria na swojej zewngtrznej blo-
nie zawierajg mitochondrialne przeciwwirusowe biatko sygnalizacyjne (ang.
mitochondrial antiviral-signaling protein, MAVS), ktére dzigki stymulowaniu
produkgji interferonu i pobudzaniu wrodzonej odpornosci immunologicznej
moze okazaé sie nowa metoda w walce z zakazeniem wirusem SARS-COV-2"%,
Terapia z uzyciem egzosoméw ma szansg sta¢ si¢ nowym sposobem bezko-
moérkowego leczenia COVID-19, ze wzgledu na ich whasciwo$ci immunomo-
dulujace, regeneracyjne i przeciwdrobnoustrojowe. Dodatkowa zaletg takiej
terapii w poréwnaniu z uzyciem samych MSCs jest mozliwo$¢ jednoczesnego
dostarczenia lekéw za pomoca egzosoméw. Obecnych jest wiele doniesieri do-
tyczacych wplywu MSCs na poszczegdlne tkanki, zatem konieczne jest spraw-
dzenie czy egzosomy charakteryzujg si¢ taka sama taka sama swoistoscig wo-
bec tkanki docelowej jak MSCs z ktérych pochodza”. Niestety, potencjalna
terapia z wykorzystaniem egzosoméw wydaje si¢ by¢ na chwile obecng obar-
czonym wieloma problemami technicznymi sposobem leczenia COVID-19.
Trudnosci te dotycza m.in. sposobéw produkowania, izolowania, oczyszcza-
nia egzosomdw, a takze wytwarzania ich w wystarczajaco duzych ilosciach™.
Wykazano réwniez, ze podawanie pacjentom sekretomu wyizolowanego
z MSCs moze by¢ réwnie skutecznym podejéciem w leczeniu cigzkiego prze-
biegu COVID-19. Abdullah i in. przeprowadzili wieloosrodkowe, randomi-
zowane, badanie z podwdjnie $lepa préba z grupa badana i kontrolng liczaca
po 20 oséb. W 14 dniu po podaniu przygotowanego preparatu z sekretomu
MSCs poziom markeréw stanu zapalnego w grupie kontrolnej byt znaczaco
zwickszony w poréwnaniu z grupa badana. Wykazano ponadto brak dzialan
niepozadanych takiej terapii”. Podobnej préby podjat si¢ Putra i in. wyko-
rzystujac sekretom MSCs poddanych niedotlenieniu, ze wzgledu na poprzed-
nie przypuszczenia o zwickszonym wydzielaniu czynnikéw przeciwzapalnych
przez MSCs poddanych takim warunkom. Terapia ta wykorzystana u trzech
pacjentéw z cigzkim przebiegiem COVID-19 spowodowala u badanych
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znaczny spadek D-dimeréw i CRP, a takze poprawe stanu pacjenta oceniang
w badaniach radiologicznych, gazometrycznych i hematologicznych®.

8. Ograniczenia i perspektywy terapii COVID-19 z uzyciem MSCs

Mimo rozpoczecia procesu powszechnych szczepien i prowadzenia wielu
préb klinicznych zwiazanych z leczeniem COVID-19, a szczegélnie o ostrym
przebiegu, czgsto ze wspdlistniejacym uszkodzeniem wielu narzadéw, wciaz
palacym problemem wydaje si¢ by¢ znalezienie specyficznego leku dla cho-
rych na COVID-19. Trwajaca od kilku lat popularnos¢ terapii komérkowych
spowodowala w czasie pandemii wzrost doniesiet naukowych na temat ich
zastosowania w terapii COVID-19. Istnieje jednak wiele ograniczen doty-
czacych zastosowania w praktyce klinicznej terapii z zastosowaniem komérek
macierzystych. Przede wszystkim konieczne jest ustandaryzowanie protoko-
téw i schematéw wlewéw MSCs z ustaleniem konkretnej dawki oraz interwa-
téw podania MSCs w zaleznosci od stanu pacjenta®. Istotng kwestig s3 odpo-
wiednio dobrane kryteria doboréw dawcéw. Aby konkretna linia komérkowa
mogla zostaé uzyta w terapii chorych, konieczne jest scharakteryzowanie
markeréw wytwarzanych przez konkretne komérki, ich potencjatu wzrostu
i réznicowania, a takze potencjatu leczniczego mierzonego jako sita dzialania
i wywolywania pozadanych efektéw terapeutycznych'®. Dodatkowo cennym
narzedziem byloby wdrozenie systemu klasyfikowania pacjentéw zgodnie
z ich stanem klinicznym w celu wydajnego leczenia za pomoca komérek
macierzystych. Taki system prezentujacy inteligentne ramy transfuzji MSC
w czasie rzeczywistym oparte na wielokryterialnych metodach podejmowa-
nia decyzji zostal zaprezentowany przez Alsalem i in.'”'. Ponadto waznymi
kwestiami, ktére musza zostaé precyzyjniej zbadane w pierwszej kolejnosci
sa: los MSCs po infuzji dozylnej, mozliwos¢ ewentualnego usunigcia MSCs
z ustroju przez komoérki ukladu odpornosciowego, a takze potencjalna, nie-
korzystna rola MSCs w rozwoju lekoopornosci. Dodatkowo nalezy pozna¢
konkretne mechanizmy, ktére pozwalaja na doprowadzenie MSCs szricte do
miejsca zapalenia'®.

Badania i préby kliniczne nad uzyciem MSCs w terapii COVID-19
trwajg nieprzerwanie od poczatku pandemii na calym $wiecie m.in. w Chi-
nach, Francji, Jordanii czy Brazylii. W wielu krajach badania nad komérkami
macierzystymi podlegaja bardzo $cistym regulacjom. W Chinach, gdzie prze-
prowadzanych jest wyjatkowo duzo préb uzycia MSCs, nadzér nad préba-
mi klinicznymi prowadza: Chifiska Narodowa Komisja Zdrowia i Chiriski
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Narodowy Instytut Kontroli Zywnosci i Lekéw, a takze Narodowa Komisja
Terapii Komérkami Macierzystymi ds. COVID-19, ktéra zaproponowata
system oceny powodzenia terapii z uzyciem MSCs zgodnie z zasada: Regu-
lacja-Nauka-Komoérki-Postep-Jakos¢ (ang. Regulation-Science-Cells-Progress-
Quality, RSCPQ)'”. W kontekscie etycznym nalezy réwniez uregulowaé kwe-
stie zwigzane z wykorzystaniem komdrek macierzystych pochodzenia plodo-
wego i niemowlecego (w tym takze MSCs), a takze potwierdzi¢ bezpieczen-
stwo terapii z ich uzyciem w badaniach dlugoterminowych'*.

Mimo coraz wigkszej powszechnosci szczepieni trudne wydaje si¢ by¢
okreslenie czasu ochrony zapewnianej przez szczepionki. Dodatkowym ogra-
niczeniem jest brak gwarancji co do ich catkowitej skutecznosci. Zatem ze
wzgledu na cigzkie powiklania COVID-19 konieczne jest dopracowanie
metod leczenia juz zakazonych wirusem chorych. Mimo licznych ograniczen
i probleméw, ktérym musza sprosta¢ badacze takich jak: brak badani przed-
klinicznych z uzyciem zwierzat SARS-COV-2, trudniejsza rekrutacja pacjen-
tow ze wzgledu na zmniejszajacy si¢ odsetek chorych w cigzkim stanie oraz
trudnosci z normalizacja techniki i Zrédel izolowania MSCs, terapia ta wciaz
okreslana jest jako obiecujaca i znaczaca'®. Jednakze, wobec trwajacego od
poczatku pandemii ogromnego optymizmu zwiazanego z potencjalng rola
komérek macierzystych w leczeniu COVID-19, Migdzynarodowe Towarzy-
stwo Badad nad Komérkami Macierzystymi (ang. International Society for
Stem Cell Research, ISSCR) w marcu 2020r. zajeo zdecydowane stanowisko
w sprawie przedwczesnego marketingu i przeprowadzania terapii z uzyciem
MSCs w COVID-19, ktére nie zostaly poddane rygorystycznym badaniom
klinicznym, a staly si¢ przedmiotem komercyjnych, niesprawdzonych metod
w branzy klinik komérek macierzystych'®. Dotychczasowe badania przed-
kliniczne i badania dotyczace mechanizméw dziatania wirusa SARS-COV-2,
a takze dziatanie MSCs w terapii COVID-19 powinny by¢ wsparciem dla
projektowania szerokich badan, ktére spelniajg najwyzsze standardy nauko-
we. Dzigki temu mozliwe bedzie zaprojektowanie sprawdzonych protokoléw
przeszczepiania MSCs o potwierdzonej skutecznosci, a w pézniejszym etapie

wprowadzenie terapii z uzyciem MSCs do praktyki klinicznej'”.
9. Podsumowanie
Pandemia COVID-19 jest bezprecedensowa sytuacja. W obliczu tego

problemu naukowcy z calego $wiata staneli przed wyzwaniem opracowania

metod ograniczenia rozprzestrzeniania wirusa SARS-CoV- 2 oraz leczenia
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os6b, ktére ulegly zakazeniu. U cze¢sci pacjentéw przebieg choroby jest bar-
dzo cigzki i wiaze si¢ z licznymi powiklaniami. Brak skutecznego celowanego
leczenia skfonit do poszukiwania nowoczesnych terapii m.in. wykorzystuja-
cych komérki macierzyste, ktore od wielu lat znajduja zastosowanie w réznych
dziedzinach medycyny. MSCs dzigki swoim wiasciwo$ciom immunomodu-
lujacym oraz zdolnosci do zmniejszenia wydzielania cytokin prozapalnych
w przebiegu ostrego stanu zapalnego sa wciaz testowane jako potencjalna me-
toda leczenia cigzkiego przebiegu COVID-19. Potencjat regeneracyjny i im-
munomodulujacy MSCs zostal udowodniony juz przed wybuchem pandemii
m.in. w innych chorobach wirusowych i tych, uszkadzajacych tkanke ptucna.
Zastosowanie komérkowych terapii mimo wielu korzysci wiaze ze sobg szereg
ograniczen. Sg to m.in. zagrozenie réznicowaniem si¢ w kierunku tkanki no-
wotworowej, brak ustandaryzowanych protokoléw i schematéw izolowania
oraz podawania komérek, dobér odpowiednich dawcéw, zagrozenie powsta-
nia lekoopornosci. Poza komérkami zwrécono réwniez uwage na mozliwosci
terapeutyczne substancji i czasteczek wydzielanych przez MSCs. Pecherzyki
zewnatrzkomérkowe (EVs) moga stanowi¢ narzedzie terapeutyczne w lecze-
niu COVID-19 dzi¢ki swoim wiasciwosciom zmniejszajacym proces zapalny,
ograniczajac burze¢ cytokinowsa oraz hamujac replikacje wirusa. Mozliwosci
terapeutyczne przedstawionych metod leczenia s3 ogromne, lecz wybér naj-

skuteczniejszej z nich, wymaga dalszych szczegétowych badan.
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Abstrakt:

W roku 2021 choroba Alzheimera dotyczy juz 44 mln ludzi, za$ $rednio co trzy sekundy dia-
gnozowany jest kolejny przypadek. Poglebiajace si¢ zaburzenia pamieci i zachowania u oséb
dotknietych t3 choroba w sposéb znaczacy uposledzaja mozliwos¢ normalnego, pelnowarto-
$ciowego funkcjonowania. Prowadzone od lat préby farmakologicznego zatrzymania postgpu
zmian neurodegeneracyjnych odpowiedzialnych za te zwyrodnienia, dotychczas nie przynosily
oczekiwanych rezultatéw. Obecnie stosowane leczenie, za pomocg srodkéw farmaceutycznych
takich jak inhibitory acetylocholinesterazy (rywastygmina, galantamina), memantyna (inhi-
bitor receptora NMDA) z jednoczesnym zastosowaniem diety §rédziemnomorskiej (czynnik
protekeyjny otepienia), ma charakter wylacznie objawowy i nie likwiduje przyczyny choroby.
Nowe perspektywy pojawiaja si¢ wraz z wprowadzeniem na rynek adukanumabu (produko-
wanego i sprzedawanego pod nazwa handlowa Aduhelm), przeciwciata monoklonalnego, kté-
re wigze sie z wysokim powinowactwem z zagregowanym B-amyloidem (Af). Tym samym
preparat ten zmniejsza liczbg blaszek amyloidu poprzez promowanie usuwania A w drodze
fagocytozy za posrednictwem receptora Fec. Zatwierdzenie Aduhelmu, w ramach procedury
przyspieszonej rejestracji przez FDA, stwarza nie tylko nowe mozliwosci dla pacjentéw z weze-
sng postacia choroby Alzheimera, ale réwniez rozbudza zainteresowanie innymi terapiami celo-
wanymi ograniczajacymi produkcje amyloidu.

Stowa kluczowe: adukanumab, B-amyloid, choroba Alzheimera, neurologia, przeciwcialo
monoklonalne
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Abstract:

By 2021, Alzheimer's disease already affects 44 million people, while on average, a new case is
diagnosed every three seconds. The worsening memory and behavioral disorders of those affec-
ted significantly impair the ability to function normally and fully. Attempts over the years to
stop the progression of neurodegenerative changes responsible for these degenerations have so
far been unsuccessful. The current treatment, with pharmaceuticals such as acetylcholinesterase
inhibitors (rivastigmine, galantamine), memantine (NMDA receptor inhibitor) with a Medi-
terranean diet (a protective factor for dementia), is only symptomatic and does not eliminate
the cause of the disease. New perspectives are emerging with the launch of aducanumab (ma-
nufactured and marketed under the trade name Aduhelm), a monoclonal antibody that binds
with high affinity to aggregated f-amyloid (AP). Thus, this formulation reduces the number of
amyloid plaques by promoting the removal of AP via Fc-receptor-mediated phagocytosis. The
approval of Aduhelm, under the FDA's accelerated registration process, not only creates new
opportunities for patients with early-onset Alzheimer's disease, but also sparks interest over
other targeted therapies that reduce amyloid production.

Keywords: aducanumab, B-amyloid, Alzheimer's disease, neurology, monoclonal antibodies

1. Wstep

Choroba Alzheimera (AD) jest najczestsza przyczyna otgpienia wsréd lu-
dzi w podesztym wieku. Prawdopodobienistwo wystapienia choroby zwigksza
si¢ z wiekiem, wystepujac u 19% oséb miedzy 75. i 84. r.z i 47% w wieku
powyzej 84 r.z.

Uznaje sig, ze peptydowe produkty degradacji biatka APP, fibrylujace
peptydy typu PB-amyloidu (AP) sa nierozerwalnie zwiazane z rozwojem cho-
roby. Z ragji lokalizacji genéw specyficznych bialek, bioracych udziat w pa-
togenezie choroby, ryzyko AD jest podwyzszone u 0séb z zespotem Downa
i wéréd oséb z nadekspresja genu dla prekursora'.W chorobie Alzheimera
przemianom, uszkodzeniu i nastgpczemu zanikowi ulegaja komérki nerwowe
wielu obszaréw mézgu. Neurodegeneracja rozpoczyna si¢ na poziomie allo-
kory, stopniowo obejmujac hipokamp, cialo migdatowate, wzgdrze i przo-
domézgowie. W zaawansowanej formie choroby AP znajduje si¢ réwniez
w §rédmoézgowiu, dolnym pniu mézgu i korze mézdzku’.

Zmiany te wywieraja wtérne efekty kliniczne - dochodzi do spadku
wyzszych funkgji intelektualnych, uposledzenia umiejetnosci spotecznych,
pojawiaja si¢ problemy z pamiecia oraz zmiany nastroju i dezorientacja.
W péiniejszym okresie zaostrzania pierwotnych zmian i zajmowania coraz
wigkszych obszaréw osrodkowego ukladu nerwowego, stan chorego pogarsza
sie i staje si¢ on gleboko niepelnosprawny, niemy oraz nieruchomy>*.
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2. Patofizjologia

Patogenezg AD jest wieloczynnikowa. Gléwnym zaburzeniem w AD jest
jednak gromadzenie dwéch biatek, biatka tau i amyloidu AP, w odpowiednich
obszarach mézgu w postaci blaszek i splotéw. Bezpo$rednio mutacje w genie
tau nie powoduja jednak AD, podczas gdy mutacje i zmiana liczby kopii genu
dla prekursora biatka AP zwickszaja ryzyko rozwoju choroby Alzheimera®.

2.1. B- amyloid

Hipoteza amyloidu zaklada, ze degradacja AP, pochodzacego z APP
przez B- i y-sekretaz¢, zmniejsza si¢ zardwno z wiekiem jak i w zwigzku
z przebiegiem proceséw patologicznych, co prowadzi do akumulacji pepty-
déw AP40 i AP42*7. Zlogi nierozpuszczalnego AP, wytracaja si¢ wewnatrz-
komérkowo, a po $mierci neuronu pozostaja pozakomérkowo, gléwnie
w obrebie pil$ni nerwowej.

Wolny przebieg czasu akumulacji biatka sprzyja jego modyfikacjom,
tj. racemizacji, izomeryzacji, cyklizacji i oligomeryzacji. Poczatkowo male
oligomery tworza coraz wicksze agregaty, ktére sa skladnikiem fibryli. Obec-
nie przyjmuje sig, ze to whasnie pierwsze formy fizykochemicznie powstajace
na szlaku fibrylotwérczym i postacie nieco wigksze, ale nie fibryle, sa neu-
rotoksyczne i odpowiadajg za uszkodzenia komoérek. Dodatkowo oligomery
odpowiadaja za zaburzenie czynnosci juz istniejacych synaps, zaktdcajac sy-
gnalizacj¢ synaptyczng®*. Z kolei AR w postaci fibryli zapoczatkowuja reak-
cje mikrogleju i astrocytéw*’. Prawdopodobnie réwniez ta spolimeryzowana
forma prowadzi do aktywacji kinaz odpowiadajacych za hiperfosforylacj¢ bial-
ka tau zwigzanego z mikrotubulami i w efekcie za jego kumulacje w postaci

nierozpuszczalnych splotéw neurofibrylarnych (ang. neurofibrillary tangles,

NFT)*.
3. Diagnostyka

Zaleca si¢ stosowanie kilku etapowego procesu formulowania diagno-
stycznego, na ktdry sklada si¢ odpowiednio wywiad z identyfikacja i klasyfika-
cja ogblnego poziomu uposledzenia, ocena postgpu zmian z wykorzystaniem
dostepnych testéw i skal oraz zastosowanie badani laboratoryjnych i neuro-

obrazowania’.
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3.1. Anamneza

Pierwszym krokiem w kierunku postawienia diagnozy AD jest rzetelny
wywiad z pacjentem i z kompetentnymi ludZmi z jego najblizszego otoczenia.
Na jego podstawie ocenia si¢ czynnosci zyciowe pacjenta i ustala objawy neu-
ropsychiatryczne, takie jak apatia, zmiany nastroju, zaburzenia snu, zaburze-
nia poznawcze czy drazliwo$¢, wystepowanie halucynacji, urojeni czy objawéw
afektywnych®.  Uzupelnieniem anamnezy jest ogdlne badanie somatyczne

oraz neurologiczne.
3.2. Testy neuropsychologiczne

Wyrazny wplyw wieku, wyksztalcenia czy stanu emocjonalnego i spraw-
noéci zmystéw badanego na wynik, uniemozliwia stworzenie testu, ktéry
z wykorzystaniem wartosci liczbowych umozliwialaby ocen¢ demencji. Czgé¢
wspomnianych ograniczeri mozna zniwelowa¢ wykorzystujac ujednolicajace
tabele i skale®.

Istnieje wiele skal do oceny stopnia otgpienia przebiegajacych z zastoso-
waniem zaréwno werbalnych jak i pisemnych odpowiedzi potencjalnie cho-
rego. Na potrzeby tego artykulu istotna jest znajomo$¢ przynajmniej dwéch

nizej opisanych.

3.2.1. Skala Klinicznej Oceny Demencji (ang. Clinical Dementia Rating
Sum of Boxes, CDR-SB)

Sala CDR-SB cechuje si¢ wysoka wiarygodnoscia i trafnoscia”!!. Stano-
wi ona zlozony miernik stuzacy do oceny funkcji poznawczych i okreslenia
stopnia zaawansowania ich zaburzenia. Instrument opiera si¢ o niezalezne,
ustrukturyzowane wywiady z pacjentem i partnerem badania. Ocenie podle-
ga sze$¢ domen poznawczych i funkcjonalnych, zgrupowanych odpowiednio
w kategoriach: pamig¢, orientacja, ocena i rozwiazywanie probleméw (funk-
cje poznawcze) oraz sprawy spoleczne, dom i hobby oraz opicka osobista
(funkcje funkcjonalne). Uzyskane informacje odnosi si¢ do 5-stopniowej skali,
w ktérej wynik 0 sugeruje brak uposledzenia, a wyniki 0,5, 1, 2 i 3 oznaczaja
kolejno bardzo tagodna, fagodna, umiarkowanie fagodna i ostatecznie cigzka
demencj¢’’. Kategorie CDR-CB i przypisane im sumy punktéw przedsta-

wia Tabela 17”!". CDR-SB syntetyzuje réwniez informacje o juz istniejacej
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demengji i stopniu jej nasilenia odnoszac dane do poprzednich pozioméw

w kontinuum AD™.

Tabela 1. Suma domen skali CDR-SB w okreslaniu stopnia demencji

Zakres CDR-SB Przypisane zmiany funkcji

0 brak zmian

0,5-4,0 watpliwe uposledzenie funkeji poznawezych
0,5-2,5 watpliwe uposledzenie

3,0-4,0 bardzo fagodna demencja

4,5-9,0 lagodna demencja

9,5-15,5 umiarkowana demencja

16,0-18 cigzka demencja

3.2.2. Krétka Skala Oceny Stanu Psychicznego (ang. Mini-Mental State
Examination, MMSE)

Test MMSE jest najczesciej stosowanym narzedziem przy podejrzeniu
zaburzenia funkcji poznawczych, co moze mie¢ zwiazek z jego powszechnym
zatwierdzeniem w wielu jezykach i krajach''4. Badanie sklada si¢ z 30 za-
gadnien, ktére umozliwiajg ilosciowa ocene funkeji poznawczych pacjenta.
Obszary badane to odpowiednio: orientacja w czasie, zapamigtywanie, uwaga
i liczenie, przypominanie, nazywanie, powtarzanie, rozumienie, czytanie, pi-
sanie i rysowanie.

Maksymalnie zdoby¢ mozna 30 punktédw. Punktem odcigcia przy stwier-
dzaniu ote¢pienia sa wyniki ponizej 24. Wartosci w zakresach 23-19, 18-11,
10-0 punktéw $wiadcza kolejno o otgpieniu lekkiego i $redniego stopnia oraz

o glebokim otepieniu.
3.3. Badania laboratoryjne i biomarkery

Do charakterystycznych bialek AD (markeréw) zalicza si¢ AP i biatko
tau. Za powszechny uznaje si¢ fakt wystgpowania tych biatek w odpowied-
niej proporcji w probkach PMR pochodzacych od pacjentéw z AD. W PMR
stwierdza si¢ obnizenie poziomu AP i podwyzszony poziom biatka tau. Zmia-
ny te wystepuja juz na wezesnym etapie choroby'. Problematyczne moze by¢
jednak uzyskanie prébki od oséb starszych i w gorszej kondycji zdrowotnej,
z tego wzgledu przewage nad klasycznymi metodami laboratoryjnymi zyskuja

metody neuroobrazowania.
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3.4. Neuroobrazowanie

W przypadku diagnozowania AD na wczesnym etapie choroby, praw-
dopodobny wynik badania neurologicznego nie wykaze zadnych nieprawi-
dtowosci wzgledem o0s6b zdrowych, dlatego tez wyniki testéw i badani nalezy
odnosi¢ do otrzymanych skanéw strukturalnych mézgu. Metody diagno-
zowania strukturalnego ujawniaja atrofig i inne statyczne nieprawidtowosci

w obrebie mézgowia®®1c,

3.4.1. Rezonans magnetyczny (ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI)

MRI jest pierwszym badaniem strukturalnym zalecanym w przypadku
podejrzent AD. W wyjatkowych sytuacjach, tj. gdy MRI jest przeciwwskaza-
ne lub niedostgpne, zaleca si¢ korzystanie z tomografii komputerowej (ang.
Computed Tomography, CT). Wystgpowanie AD potwierdza si¢ na pod-
stawie uwidocznienia zaniku hipokampa i redukcji objetosci kory $rédwecho-
wej”'%. Skany strukturalne moga takze wykazywaé hiperintensywnos¢ istoty
bialej, z przewaga w obrebie plata czolowego oraz zmniejszenie grubosci kory
regionéw skroniowych, oczodotowo- czotowych i ciemieniowych'®".

W ostatnich latach coraz wigksza popularnoscia cieszy si¢ funkcjonalny
MR, ktéry stuzy ocenie aktywnosci mézgu. Metoda ta opiera si¢ na wykorzy-
staniu sygnatu zaleznego od poziomu tlenu'®.

4. Leczenie objawowe

Leczenie objawowe skupia si¢ na ograniczeniu zaburzen w zakresie funk-
qji poznawczych, psychicznych i zachowan zwiazanych z otepieniem'®. Obec-
nie w zastosowaniu s3 preparaty wywodzace si¢ wylacznie z dwéch grup lekéw,
tj. inhibitoréw acetylocholinesterazy, niekonkurencyjni antagonisci receptora
NMDA.

Inhibitory acetylocholinoesterazy sa najszerzej stosowana grupa lekéw
w AD. Na rynku znajduja si¢ trzy leki z tej grupy: donepezil, rywastygmina
oraz galantamina®. Preparaty te zwigkszaja ilos¢ dostgpnej w synapsach ace-
tylocholiny i sa najbardziej skuteczne w fagodnym i umiarkowanym stadium
choroby. Uznaje si¢ réwno$¢ lekéw z tej grupy wzgledem wywieranego efektu
klinicznego®".

Jedyny przedstawiciel drugiej grupy lekéw, memantyna przepisywany

jest wylacznie pacjentom z $rednim lub mocno zaawansowanym stadium
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choroby, lub gdy inhibitory acetylocholinesterazy nie sa tolerowane®®". Me-
mantyna hamuje dzialanie glutaminianu poprzez nickompetycyjne wigzanie

si¢ z jego receptorem.
5. Adukanumab - nowe podejscie do leczenia AD

Adukanumab (sprzedawany pod nazwa Alduhelm) jest przeciwciatem
monoklonalnym przeznaczonym do leczenia AD, ktére selektywnie wiaze si¢
z fibrylami B-amyloidu i rozpuszczalnymi oligomerami, biatkami toksyczny-
mi dla neurondéw, odpowiadajacymi za neurodegeneracj¢ w AD. Preparat ten
zmniejsza ilo§¢ neurodegeneracyjnego biatka poprzez promowanie usuwania
AP na drodze fagocytozy za posrednictwem receptora Fc. Komérkami, ked-
re postuzyly do wytworzenia rekombinowanych przeciwcial w procesie od-
wrotnej translacji, byly limfocyty krwi 0séb zdrowych w podeszlym wieku,
ktére mialy prawidlowe funkcje poznawcze lub nieznaczny spadek funkcji

poznawczych?**2.

5.1. Badania kliniczne nad skutecznoscia Alduhelmu

Miegdzy pazdziernikiem 2012 a styczniem 2014 firma Biogen przepro-
wadzita pierwsze podwéjnie $lepe, randomizowane badanie PRIME (NCT
01677572) oceniajace skutecznos¢ Alduhelmu wobec kontroli przyjmujacej
placebo. Kohorta obejmowata 165 pacjentéw z klinicznym rozpoznaniem
prodromalnego lub tagodnego AD i wizualnie dodatnim badaniem PET AP
(43% pacjentéw w stadium 3 i 57% pacjentéw w stadium 4) 2. Sredni wiek
pacjentéw wynosit 73 lata, w przedziale od 51-91 lat. Pacjenci otrzymywali
comiesi¢czne dozylne wlewy adukanumabu w dawkach 1, 3, 6 lub 10 mg/kg
m.c przez 44 tygodnie lub placebo przez okres 12 miesigcy®. Sposréd oséb
bioracych udzial w badaniu 125 zakoniczylo leczenie, a 40 przerwalo leczenie
z powodu zdarzed niepozadanych lub wycofania zgody*“.

Wyniki badania wykazaly znaczne zmniejszenie liczby blaszek amyloido-
wych zalezne od dawki i czasu leczenia, tak ze po zakoficzeniu badania prawie
polowa pacjentéw, ktérzy otrzymali dawke 10 mg/kg m.c, miata ujemny wy-
niku badania PET z amyloidem. Jednak oceny efektéw klinicznych za pomoca
skal klinicznych, po 6 i 12 miesigcach leczenia, byly znacznie mniej pewne®.

Kolejne dwa réwnolegle przeprowadzane badania ENGAGE (NCT
02477800) i EMERGE (NCT 02484547), o identycznym projekcie
wzgledem poprzedniego PRIME, przeprowadzono w 2015 roku®. Wsréd
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uczestnikéw znajdowali si¢ pacjenci z klinicznym rozpoznaniem fagodnej
choroby Alzheimera oraz z potwierdzong obecnoscig patologicznego amylo-
idu (80% pacjentéw w stadium 3 i 20% pacjentéw w stadium 4)”. W tym
okolo %5 pacjentéw okazalo si¢ nosicielami ApoE €4%. Uczestnicy zostali lo-
sowo przydzieleni do grup otrzymujacych: mate dawki adukanumabu (3 mg/
kg m.c [nosiciele ApoE €4] lub 6 mg/kg m.c), wysokie dawki adukanumabu
(10 mg/kg m.c) oraz placebo, co 4 tygodnie przez 18 miesi¢cy. Oba badania
zakladaly poczatkowy okres zwickszania dawki do wartosci docelowej w czasie
pierwszych 6 miesi¢cy. Grupie nosicieli ApoE €4, ktéra otrzymywala wyso-
kie dawki leku, miareczkowano poczatkowo maksymalnie 6 mg/kg, po czym
zwickszono dawke do wartosci maksymalnej (10 mg/kg m.c)**.

Pierwszorzedowe wyniki odniesiono wzgledem klasyfikacji w skali CDR-
-SB na poczatku badania. Drugorzedowymi punktami koricowymi byly od-
powiednio réznice wynikéw pacjentéw w skalach: MMSE, 13-punktowej
skali oceny choroby Alzheimera (ang. Alzheimer's Disease Assessment Scale—
Cognitive Subscale, ADAS-Cog 13) oraz skali kooperacyjnego badania choro-
by Alzheimera (ang. Mild Cognitive Impairment MCI). Badania ENGAGE
i EMERGE zostaly przerwane, a ich analiza przebiegata w oparciu o okreslony
z gbry plan analizy statystycznej®.

Na konferencji 22 pazdziernika 2019 roku firma Biogen ujawnila, ze
w badaniu ENGAGE nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic
migdzy leczonymi adukanumabem a pacjentami przyjmujacymi placebo,
w odniesieniu do wyniku CDR-SB po 78 tygodniach. W badaniu EMERGE
wykazano statystycznie istotny wplyw leczenia na zmiane¢ wartosci CDR-SB
w poréwnaniu z placebo u 22% badanych®*.

5.2. Kryteria leczenia Alduhelmem

Po zatwierdzeniu adukanumabu przez amerykariska Agencje ds. Zyw-
nosci i Lekéw do leczenia choroby Alzheimera, grono ekspertéw zebralo sie
w celu opracowania zgodnych zalecen dotyczacych wlasciwego stosowania
leku w praktyce klinicznej. Eksperci sugeruja, aby decyzja zwiazana z wybo-
rem terapii Alduhelmem byta poprzedzona kompleksowymi dyskusjami z pa-
cjentem i partnerem opickuiczym w zakresie wymagari dotyczacych terapii,
oczekiwanego efektu leczenia, potencjalnego ryzyka i skutkéw ubocznych oraz
bezpieczenistwa pacjenta. Zgodnie z zaleceniami ekspertéw leczenie aduka-
numabem ma na$ladowa¢ badania kliniczne fazy Il EMERGE i ENGAGE®.

Zalecenia te obejmuja kluczowe informacje o dawkowaniu, miareczkowaniu,
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farmakokinetyce leku i dzialaniach niepozadanych oraz bardziej szczegétowe

wskazéwki dotyczace stosowania adukanumabu w praktyce klinicznej. Przeto-

zenie wymagan protokotu badania klinicznego wzgledem rzeczywistego zasto-

sowania adukanumabu w praktyce podsumowano w Tabeli 2. Nalezy jednak

pamictad, ze zalecenia ekspertéw moga ulegaé zmianie w miarg¢ publikacji

kolejnych badan i danych dotyczacych stosowania Alduhelmu®.

Tabela 2. Kryteria wlaczenia do badania klinicznego i odpowiednie kryteria stosowania aduca-

numabu w praktyce klinicznej 2

Funkcja
uczestnika

Wiek

Diagnoza

Skala
wynikéw
na poczatku

Stan amy-

loidu

Badania
genetyczne

Badanie
neurologiczne

Historia
Sercowo-na-
czyniowa

Historia
medyczna

Historia

psychiatry-
czna

Kryteria wlaczenia
do badania klinicznego

50-85

Kryteria kliniczne MCI z powodu AD
lub fagodnego otepienia AD

Globalny wynik CDR 0,5; MMSE
24-30;

PET z amyloidem (odczyt wizualny)

Zgoda na genotypowanie APOE

Wykluczono zaburzenia neurologiczne

inne niz AD, udar mézgu i TIA

Dusznica; zawal mig$nia sercowego;
wykluczono zastoinowa niewydolno$é
serca

Wykluczono: klinicznie istotna chorobg
ogélnoustrojowa:

- cukrzyca, ktdrej nie mozna opanowaé;

- niekontrolowane nadcisnienie
(skurczowe > 165; rozkurczowe > 100);

- historia raka, chyba ze w remisji trwa-
jacej 5 lat lub zlokalizowanej na skérze
lub prostacie;

- uposledzona czynno$¢ watroby, zapale-
nie watroby;

- zakazenie wirusem HIV

Niestabilna choroba psychiczna

w ciagu ostatnich 6 miesigcy; naduzy-
wanie alkoholu lub substancji w ciagu
ostatniego roku; stosowanie kannab-
inoidéw; dodatnie testy moczu na
wykluczone substancje

‘Whasciwe zastosowanie

w praktyce klinicznej

Miodsi lub starsi pacjenci spelniajacy
wszystkie pozostate kryteria leczenia moga
by¢ uwazani za kandydatéw do leczenia
aducanumabem

Kryteria kliniczne MCI z powodu AD
lub tagodnego otepienia AD

MMSE 21-30 lub réwnowazny, taki jak
MoCA 17-30

Wyniki badania PET z obecnoscia
amyloidu (odczyt wizualny) lub ptynu
mozgowo-rdzeniowego zgodne z AD

Genotypowanie nalezy oméwi¢ z pac-
jentem/partnerem opieki. Nalezy opisa¢
ryzyko ARIA i oceni¢ preferencje pacjenta

Wykluczono zaburzenia neurologiczne
inne niz AD

Wymagane stabilne warunki sercowo-
naczyniowe; decyzja kliniczna moze by¢
podjeta na podstawie zdolnosci pacjenta
do bezpiecznego udziatu w schemacie
terapeutycznym

Wymagane stabilne warunki medyczne;
decyzja kliniczna moze by¢ podjeta na
podstawie zdolnosci pacjenta do bezpiec-
znego udzialu w schemacie terapeutycz-
nym

Musi by¢ stabilny psychicznie; decyzja
kliniczna moze by¢ podjeta na podstawie
zdolnosci pacjenta do bezpiecznego
udziatu w schemacie terapeutycznym
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Stan rozrod-
CZy

Stan krzep-
nigcia

Leki to-
warzyszace

Wyjsciowy
rezonans
magnetyczny

Wsparcie
opieki

Swiadoma

zgoda

Wylaczono kobiety w ciazy lub
karmiace piersia; kobiety w wieku roz-
rodczym musza stosowaé antykoncepcje

Zaburzenia krwawienia, z wylaczeniem
antykoagulantéw

Dozwolone inhibitory cholinesterazy i
memantyna

Wyjsciowy wynik MRI wykluczajacy
udzial: ostry lub podostry krwotok,
makrokrwotok, ponad 4 mikrokr-
wotoki, zawat korowy (>1,5 cm), 1
zawal lakunarny (>1,5 cm), powier-
zchowna syderoza lub rozlana choroba

istoty bialej

Wiarygodny informator lub partner w
opiece

Musi by¢ podpisany przez uczestnika i
partnera opieki

Wylaczono kobiety w ciazy lub karmiace
piersia; kobiety w wieku rozrodczym
musza stosowaé antykoncepcje

Pacjenci przyjmujacy antykoagulanty sa
wykluczeni

Pacjenci moga by¢ na standardowej
opiece z inhibitorami cholinesterazy
i memantyna

Pacjentéw nalezy wykluczy¢, jesli istnieja
dowody ostrego lub podostrego krwotoku,
makrokrwotoku, powyzej 4 mikrokr-
wotokéw, zawatu kory (>1,5 cm),

1 zawatu lakunarnego (>1,5 cm),

>1 obszaru powierzchownej syderozy

lub rozlanej choroby istoty biatej

Moze mieszka¢ samodzielnie lub z part-
nerem do opieki

Pacjent i partner opicki musza rozum-
ie¢ charakter i wymagania terapii (np.
comiesi¢czne wlewy wykonywane bezter-
minowo) oraz oczekiwany wynik terapii
(spowolnienie pogarszania si¢ objawow
klinicznych)

Zdiagnozowanie wezesnej postaci choroby Alzheimera u pacjentéw kwa-

lifikujacych si¢ do leczenia adukanumabem, wymaga odpowiedniej oceny dia-

gnostycznej obejmujace;j:

- szczegbtowy wywiad z pacjentem oceniajacy jego zmiany czynnosciowe

i stan behawioralny w okresie objawéw poznawczych,

- oceng, za pomocy standaryzowanych testéw, pogorszenia funkgji

poznawczych,

- szczegStowe badanie neurologiczne i fizykalne,

- wykaz zazywanych przez pacjenta lekéw i suplementéw diety,

- badania laboratoryjne (pelna morfologia, panel elektrolitowy, TSH, lipi-

dy i tréjglicerydy, testy czynnosci watroby, B, w surowicy).

Oceng ilo$ciowa zmian poznawczych i czynno$ciowych u pacjentéw

z wezesnym AD realizuje si¢ za pomocg skal klinicznych CDR i MMSE. Glo-

balny wynik CDR dla pacjentéw spetniajacych kryteria badan klinicznych to

0,5, a MMSE to 24-30. Eksperci zalecajg jednak, aby do leczenia wlaczy¢ cho-

rych z wynikiem MMSE wynoszacym 21 lub wyzszym, ze wzgledu na obie-

cujace wyniki pierwszego badania PRIME u pacjentéw z punktacjag MMSE
20-30 (Tabela 2)%.
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Wykazanie obciazenia amyloidem (dodatni wynik PET) ma szczegélne
znaczenie dla dobrania odpowiedniej terapii celowanej. Nawet 40% pacjen-
téw ze zdiagnozowana wezesng postacia AD nie ma patologii amyloidowej™.
Gdy rozwazane jest wlaczenie leczenia adukanumabem, potrzebne jest po-
twierdzenie rozpoznania AD poprzez interpretacje amyloidowego PET. Alter-
natywa dla amyloidowego PET jest naklucie ledZzwiowe i ocena biomarkeréw
plynu mézgowo-rdzeniowego. Na obecnos¢ AD moze wskazywad: niski Ap42,
niski stosunek AP42/AB40, nieprawidlowy stosunek AP42/tau i nieprawidlo-
wy stosunek AB42/p-tau. Zmiany AP42 w PMR zwiazane s3 z odkladaniem
AP w korze i czgsto poprzedzaja objawy oraz dodatni wynik PET amyloidu.
Jednak brak dowodéw na obecno$¢ blaszek amyloidowych, pomimo niepra-
widlowego PMR, wylacza pacjentéw z programu leczenia adukanumabem.
Zaleca si¢ tez powtdrzenie badania PET z amyloidem w tej grupie oséb po
1-3 latach™.

Eksperci sugeruja, aby programy oferujace leczenie Alduhelmem angazo-
waly ludzi odpowiednio wykwalifikowanych w analizowaniu wynikéw amy-
loidowego PET, co zwicksza pewno$¢ diagnostyczna i szanse na pozytywna
odpowiedZ pacjenta na lek. Zaleca si¢, aby wszyscy pacjenci kwalifikowani
do leczenia adukanumabem mieli rozpoznanie AD potwierdzone klinicznie
zwalidowanymi badaniami amyloidu, takimi jak amyloid PET lub analiza

plynu mézgowo-rdzeniowego™.
5.3. Dzialania niepozadane

Adukanumab zwicksza czesto$¢ wystepowania zaburzenn obrazowa-
nia zwigzanych z amyloidem (ang. amyloid-related imaging abnormalities,
ARIA), ktére w badaniu MRI mogg by¢ obserwowane jako wysicki mézgowe
lub krwotoki. ARIA o typie wysickowym (ARIA-E) lub typie krwotocznym
(ARIA-H) to najczgstsze zdarzenia niepozadane wywolane przez adukanumab.
Badania kliniczne III fazy ukazuja, ze ARIA (-E i/lub -H) zaobserwowano
u 41% pacjentéw leczonych preparatem Aduhelm dawka 10 mg/kg, w tym
wigkszo$¢ zdarzeri radiologicznych wstapita na poczatku leczenia (w ciagu
pierwszych 8 dawek), szczegdlnie podczas miareczkowania®*%. Epizody
ARIA zwykle ustgpowaly w ciagu 4-16 tygodni*®. ARIA-E zaobserwowano
u 35% pacjentéw, w poréwnaniu z 3% pacjentéw otrzymujacych place-
bo. Czgstos¢ wystgpowania ARIA-E byla wyzsza u nosicieli ApoEe4 niz
u os6b nieposiadajacych tego genu (odpowiednio 42% i 20%). Wigkszos¢
zdarzeri ARIA, wykrytych w MRI, bylo bezobjawowych. Wsréd pacjentéw
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z objawowa ARIA objawy fagodne zaobserwowano u 67,7% oséb, umiarko-
wane u 28,3%, a ci¢zkie u 4%. Powazne objawy zwigzane z ARIA odnotowano
u 0,3% pacjentéw”. Najczeéciej zglaszanymi objawami byly: splatanie lub za-
burzenia stanu psychicznego (5%), zawroty glowy (4%), zaburzenia widzenia
(2%) i nudnosci (2%). ARIA byta skutecznie leczona - u wigkszosci pacjentéw
objawy kliniczne ustapily w okresie obserwacji. W trakcie badari u 6,2% pa-
¢jentéw otrzymujacych aducanumab i 0,6% pacjentéw otrzymujacych place-
bo ARIA doprowadzila do przerwania terapii®®®.

Kazdemu pacjentowi podczas leczenia adukanumabem nalezy wykona¢
rezonans magnetyczny w celu oceny obecno$ci bezobjawowej ARIA przed
7.1 12. infuzjg leku. W trakcie podawania pierwszych 8 dawek preparatu
Alduhelm zaleca si¢ szczeg6lna czujnoé¢ kliniczna. W przypadku stwierdze-
nia cigzkiej ARIA-H, leczenie mozna kontynuowa¢ dopiero po potwierdze-
niu stabilnosci radiograficznej u pacjenta. Przy zaobserwowaniu ARIA-E lub
tagodnej/umiarkowanej ARIA-H leczenie mozna kontynuowaé przy zacho-
waniu szczeglnej ostroznosci. Jesli kolejne infuzje leku zostaly tymczasowo
wstrzymane, dawkowanie mozna wznowi¢ przy tej samej dawce i zachowaniu
odpowiedniego schematu leczenia. Wezesniej jednak nalezy obiektywnie
rozwazy¢ korzysci kliniczne dla pacjenta oraz oceni¢ potencjalne ryzyko lecze-
nia zwickszong dawka leku?*®.

Do innych zdarzeni niepozadanych, réznych od ARIA, mozna zaliczy¢:
bdl glowy (zglaszany przez 20,5% pacjentéw przyjmujacych adukanumab
wzgledem 15,2% przyjmujacych placebo), upadki (15% i 11,8% w placebo)
i biegunke (8,9% i 6,8% w placebo). Powazne zdarzenia niepozadane wysta-
pity u 13,9% pacjentéw otrzymujacych placebo i 13,6% pacjentéw otrzymu-
jacych aducanumab. Liczba zgonéw wéréd pacjentéw leczonych Alduhelmem
wynosifa 8, a u pacjentéw otrzymujacych placebo 5%.

ARIA-E lub ARIA-H sa bardziej powszechne u nosicieli genu APOEe4,
dlatego w badaniach klinicznych wymagane byly testy genetyczne w celu
okreslenia genotypéw uczestnikéw. Wyczerpujace oméwienie zwigkszonego
ryzyka ARIA u o0s6b z allelem APOEe4, moze wplynaé na ostateczng decyzje
pacjenta o leczeniu adukanumabem .

Oprécz badania genetycznego zaleca si¢ wykonanie obrazowania mézgu
metoda rezonansu magnetycznego w roku poprzedzajacym rozpoczecie tera-
pii, aby wykluczy¢ obecno$é¢ powierzchownej syderozy, krwotoku wickszego
niz 1 c¢m, mikrokrwotokéw w mézgu (wigcej niz 4) czy rozsianej choroby
istoty bialej, co zwalnia z leczenia preparatem Alduhelm>*. CT nie dostarcza
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szczegdtowych informacji do monitorowania ARIA, dlatego osoby posiadaja-
ce np. rozrusznik serca, nie mogg by¢ leczone adukanumabem?.

Zaburzenia krzepniecia zwigkszaja réwniez ryzyko wystapienia ARIA.
Pacjenci przyjmujacy leki przeciwzakrzepowe lub z zaburzeniami krzepniecia
sa wykluczeni z terapii Alduhelmem. U takich oséb nie mozna takze wyko-
na¢ naklucia ledZzwiowego w celu zbadania biomarkeréw plynu mézgowo-
rdzeniowego. W terapii skojarzonej dopuszczalne sa tylko leki przeciwagre-
gacyjne .

Podczas badan klinicznych nie odnotowano zadnych interakgji leko-
wych, co umozliwia stosowanie przez pacjentéw aducanumabu wraz z innymi
lekami, takimi jak: inhibitory cholinesterazy (donepezil, rywastygmina, ga-
lantamina), memantyna oraz $rodki psychotropowe (leki przeciwdepresyjne,
przeciwpsychotyczne, nasenne). Inne zaburzenia neurologiczne oraz powazne
choroby medyczne (np.: niewydolno$¢ serca, rak), ktére nie s3 ustabilizowane,
moga ostabi¢ pozytywna odpowiedz pacjenta na leczenie. Dlatego eksperci
zalecaja, aby odroczy¢ leczenie u tych 0sé6b do momentu ustalenia stabilnosci

behawioralnej oraz opanowania choroby?.
6. Dostepnosé leku

Adukanumab nie jest dopuszczony do obrotu zaréwno na terytorium
Rzeczypospolitej Polskiej jak i Europy. Mimo figurowania w Rejestrze Pro-
duktéw Leczniczych zatwierdzonych przez FDA pod nazwa Alduhelm, lek
w formie roztworu do wstrzykiwan, dostepny jest jedynie w Stanach Zjedno-

czonych. Nie podlega on refundacji®.
7. Dyskusja

7 czerwca 2021 roku Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA)
ostatecznie zatwierdzita aducanumab w ramach procedury przyspieszonej re-
jestracji, wbrew zaleceniom Komitetu Doradczego ds. Lekéw Obwodowego
i Osrodkowego Ukladu Nerwowego (ang. Peripheral and Central Nervous
System Drugs Advisory Committee, PCNSDAC)**. Decyzj¢ o znacznie
przyspieszonym zatwierdzeniu adukanumabu FDA argumentowata wplywem
leku na redukeje blaszek B-amyloidu oraz mozliwoscia zapewnienia wezesniej-
szego dostgpu do nowych, wartosciowych terapii pacjentom z AD*. Wraz
z wprowadzeniem leczenia adukanumabem oczekuje si¢ zmniejszenia blaszki

amyloidowej i tym samym poprawy stanu klinicznego chorych. Spodziewane
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korzysci spetniaja wedtug FDA standardy wymagane w procesie przyspieszo-
nego zatwierdzenia leku, mimo braku pewnosci co do rzeczywistych efektéw
klinicznych?.

Jednoczesnie Komitet Doradczy ds. Lekéw Obwodowego i Osrodkowe-
go Ukladu Nerwowego nie zgodzit si¢, aby rozwazenie korzysci klinicznych
z jednego udanego, zakonczonego badania (PRIME) bylo traktowane jako
podstawowy dowdd potwierdzajacy zatwierdzenie. Zdaniem PCNSDAC
wnioski uzyskane w pozostatych identycznie zaprojektowanych badaniach
klinicznych III fazy, dotyczacych choroby Alzheimera, nie sa bezposrednie
i nie stanowig dowodu o skutecznosci aducanumabu.” Watpliwosci budzi
réwniez fake ich przerwania. Oba zostaly zatrzymane po wezesnych analizach
na danych z grudnia 2018 roku. Jednak firma Biogen ponownie przeanalizo-
wala dane uzyskane z badani z uwzglednieniem pacjentéw, ktérzy kontynu-
owali badania od 26.12.2018 roku do 21.03.2019 roku, czyli od daty gra-
nicznej do czasu kiedy ogloszono daremnos¢. Na tej podstawie stwierdzono,
ze jedno z badani wykazalo pozytywne wyniki, co zostalo czgsciowo potwier-
dzone prowadzonym réwnolegle innym badaniem?.

W zwiazku z przyspieszonym zatwierdzeniem sponsor badan (Biogen)
zobowiazany jest do przeprowadzenia badari porejestracyjnych (badan po-
twierdzajacych fazy IV) w celu zweryfikowania przewidywanych korzysci kli-
nicznych. Przy niewykazaniu korzysci wynikajacych z leczenia FDA zastosuje
procedury regulacyjne wycofujace lek z rynku®*%.

Wazna kwestig jest tez cena leku, ktéra wynosi okoto 56 000 USD na
rok??3!, Wysokie koszty leczenia adukanumabem implikuja wiele proble-
moéw zwiazanych z zaspokojeniem zapotrzebowania na lek wéréd wszystkich
pacjentéw, kedrzy mogliby odnies¢ korzysci kliniczne. Stanowi to wyzwanie
zaréwno dla srodowiska neurologéw, ktérzy przepisuja Alduhelm, jak i dla
krajowych systeméw ubezpieczent zdrowotnych?®?. Przeciwnicy aducanuma-
bu obawiajg si¢, ze przyspieszone zatwierdzenie leku przez FDA zacheci innych
sponsoréw do daremnych inwestycji nad terapiami skierowanymi przeciw-
ko amyloidowi, co odwréci uwagg od skutecznych dziatari zapobiegawczych
tj. aktywnos¢ fizyczna czy lepsze wsparcie pacjenta po wystawieniu diagnozy®.

Z drugiej strony dla zwolennikéw stworzenie przeciwciala monoklo-
nalnego przeciwko AP w chorobie AD daje nadziej¢ na podobne podejscie
do problematyki i leczenia pozostatych choréb zwiazanych z gromadzeniem
pozakomérkowo i pozanaczyniowo w tkankach i narzadach amyloidu. Do
choréb o wspomnianej patogenezie naleza m.in. amyloidoza rodzinna, amy-

loidoza AL a takze amyloidoza AB,m o lokalizacji kostno-stawowej. By¢ moze
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wprowadzenie na rynek pierwszego preparatu, o mechanizmie zwigzanym
z degradacja amyloidu stanie si¢ konkurencjg dla tradycyjnych ztozonych me-
tod leczenia, takich jak chemioterapia w przypadku amyloidozy AL, obarczo-

nych licznymi, groznymi dzialaniami niepozadanymi.
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ZASTOSOWANIE KOMOREK
MACIERZYSTYCH W EKSPERYMENTALNE]
TERAPII BIELACTWA

Patryk Kubiak’, Julia Koronczok', Wiktoria Krél',
Donata Kowalczyk', Konrad Kulka'

Studenckie Koto Naukowe im. Zbignievya Religii przy Katedrze Biofizyki w Zabrzu,
Wydziat Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt:

Bielactwo nabyte to autoimmunologiczna choroba charakteryzujaca si¢ postgpowym niszcze-
niem dojrzalych melanocytéw naskérka, keére ulegaja dysfunkeji i $mierci w nieznanym do-
tad mechanizmie. Dotyczy ona okolo 1% populacji $wiatowej. Nowa nadzieje dla pacjentéw
niosg terapie eksperymentalne z zastosowaniem komoérek macierzystych. Najnowsze badania
nad patogeneza bielactwa wskazuja, ze zmienione chorobowo prébki skéry charakteryzuja sig
unikalng ekspresja genéw, z ktérych jeden - PTEN wykazuje w nich zdecydowanie zwickszo-
ng ekspresje. Dowody wskazuja, ze MSC moga regulowaé ekspresj¢ PTEN w melanocytach,
a nastepnie zmniejsza¢ uposledzenie spowodowane nadekspresja PTEN i stresem oksydacyj-
nym. MSC moga celowaé w PTEN jako obiecujace leczenie bielactwa nabytego. W niniejszym
przegladzie przedstawione zostang innowacyjne przeszczepy kokultur melanocytéw z komér-
kami macierzystymi MSC, ADSCs oraz DMSCs, ich znaczenie i dalsze perspektywy w medy-
cynie regeneracyjnej oraz badania nad komérkami IPSC.

Stowa kluczowe: bielactwo, komérki, macierzyste, PTEN

Abstract:

Vitiligo is an autoimmune disease characterised by the progressive destruction of mature
epidermal melanocytes, which become dysfunctional and die by an unknown mechanism.
It affects about 1% of the world population. Experimental stem cell therapies offer new hope
for patients. Recent studies on the pathogenesis of vitiligo indicate that affected skin samples
are characterised by a unique expression of genes, one of which, PTEN, shows markedly in-
creased expression in them. Evidence suggests that MSCs can regulate PTEN expression in
melanocytes and then reduce the impairment caused by PTEN overexpression and oxidative
stress. MSCs may target PTEN as a promising treatment for vitiligo. In this review, innovative
melanocyte coculture transplants with MSCs, ADSCs and DMSCs stem cells, their signifi-
cance and further prospects in regenerative medicine and IPSC cell research will be presented.
Keywords: vitiligo, stem, cells, PTEN
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1. Wstep

Przypadki bielactwa nabytego odnotowano juz w starozytnych pismach
egipskich i hinduskich 3500 lat temu jako biate fatki na skérze'. Bielactwo jest
depigmentacyjna chorobg skéry, charakteryzujacy si¢ selektywna utrata mela-
nocytéw, co z kolei prowadzi do rozrzedzenia pigmentu w zmienionych ob-
szarach skéry. Dotkniety zmiang obszar skéry jest pozbawiony melanocytéw,
wyglada jak kredowobiata plamka z wyraznymi brzegami. Obecnie bielactwo
klasyfikowane jest jako choroba autoimmunologiczna, zwiazana z czynnikami
genetycznymi i Srodowiskowymi, a takze ze stresem metabolicznym, oksyda-
cyjnym i zaburzeniami oddzielania komérek?®. W 2011 roku migdzynarodowy
konsensus podzielil bielactwo na dwie gtéwne formy: bielactwo niesegmento-
we (NSV) i bielactwo segmentowe (SV), a termin bielactwo zostal zdefinio-
wany na okreslenie wszystkich postaci NSV (w tym wariantu akrofazowego,

Sluzéwkowego, uogdlnionego, uniwersalnego, mieszanego i rzadkiego)®.

Rycina 1. Typowe bielactwo segmentowe twarzy z bielactwem brwi i rzes*
2. Epidemiologia

Bielactwo jest najczgstsza choroba depigmentacyjna skéry. Dotyka grupy
etniczne i ludzi o wszystkich typach skéry. Czesto$¢ wystepowania bielac-

twa na $wiecie wynosi 0,5-1%, natomiast dokladna czesto$¢ wystgpowania
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jest trudna do oszacowania’. Dorodli i dzieci obu plci sa w réwnym stopniu
dotknieci choroba, natomiast kobiety i dziewczgta czgsciej zglaszajg si¢ na
leczenie, prawdopodobnie ze wzgledu na wigksze negatywne skutki spoteczne
dla dotknietych kobiet i dziewczat niz dla mezczyzn i chlopcéw®. Bielactwo
niesegmentowe zwykle wystepuje u ludzi mlodych miedzy 10. a 30. rokiem
zycia, ale moze wystapi¢ w kazdym wieku>”®?. Bielactwo segmentowe ma
tendencj¢ do wystgpowania w mtodym wieku, przed 30. rokiem zycia w 87%
przypadkéw!?.

3. Objawy

Bielactwo charakteryzuje si¢ wystgpowaniem plam depigmentacyjnych
(odbarwionych), ktére sa dobrze odgraniczone od zdrowej skéry. Plamy moga
mie¢ wielkos$¢ od kilku milimetréw do kilku centymetréw o barwie bialej lub
mlecznej. Zmiany moga przyjmowaé réine ksztalty od owalnych lub okra-
glych do nawet podtuznych'’.

W formie segmentowej bielactwa zmian moze by¢ jedna lub wigcej,
ktére moga by¢ umiejscowione wzdluz linii Blaschko (sa to wystepujace u
kazdego cztowieka, szlaki migracji melanocytéw tworzace linie na skérze. U
zdrowych ludzi ich przebieg jest niewidoczny, zauwazalny dopiero w przebie-
gu niektérych choréb, np. bielactwa). Sg ograniczone do jednej potowy ciala
i zazwyczaj nie przekraczaja linii posrodkowej'.

W typie niesegmentowym bielactwa zmiany barwnikowe pojawiaja si¢
gléwnie w okolicach czgsto eksponowanych na §wiato stoneczne, takich jak:
twarz, szyja, dystalne cz¢sci koniczyn. Plamy moga pojawiaé si¢ réwniez w in-
nych okolicach ciala, w tym blon sluzowych'. W przypadku urazéw, oparzen,
rozcigé skéry, a nawet lekkich otaré¢ spowodowanych przez noszone ubrania,
na ich miejscu pojawiaja si¢ nowe zmiany bielacze - jest to zjawisko Koebnera
i dotyczy nawet 20-60% przypadkéw!'.

4. Etiopatogeneza
Bielactwo jest wieloczynnikowym schorzeniem, ktérego dokladny me-
chanizm rozwoju nie zostal jeszcze poznany. Na etiopatogenez¢ choroby ma

wplyw wiele proceséw prowadzacych ostatecznie do destrukeji melanocytéw!'.

Powstato dotychczas kilka teorii objasniajacych przyczyny bielactwa:
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*  genetyczna - badania epidemiologiczne wskazuja, ze czynniki gene-
tyczne mogg predysponowad do rozwoju bielactwa i majg tenden-
cje do agregacji w rodzinach, chociaz ryzyko genetyczne nie jest
bezwzgledne®.

*  stresu oksydacyjnego - zauwazono, ze melanocyty od pacjentéw
z bielactwem nabytym sa bardziej podatne na stres oksydacyjny niz
zdrowe kontrole. Dochodzi réwniez do zaburzonego transferu elek-
tronéw i produkcji ATP w mitochondriach. Zmiany te moga przy-
czynia¢ si¢ do $mierci melanocytéw zaleznej od mitochondriéw".

*  autoimmunologiczna - najlepiej udokumentowana hipoteza przy-
czyn bielactwa'®. Czgsto$¢ wystgpowania u 0séb z bielactwem jednej
lub kilku choréb o podiozu autoimmunizacyjnym wynosi od 14,4%
do 25%, w surowicy pacjentéw wykazano takze obecnos¢ krazacych
przeciwcial przeciwko biatkom melanocytéw!.

e autozapalna - melanocyty w odpowiedzi na stres wywotany chemicz-
nie wydzielaja egzosomy, ktére pobudzaja wrodzony uklad odpor-
nosciowy". Egzosomy zawieraja: antygeny melanocytéw, miRNA,
biatka szoku cieplnego oraz inne biatka, ktére dziakaja jako wzorce
molekularne zwiazane z uszkodzeniem (DAMPs) i aktywuja komér-
ki dendrytyczne do produkeji cytokin prozapalnych?.

*  neurogenna - zalozeniem tej teorii jest cytotoksyczny wplyw ukfa-
du nerwowego na melanocyty, co moze przyczyniaé si¢ do rozwoju
bielactwa''.

*  zaburzen przylegania,

*  apoptotyczna,

*  wieloczynnikowa.
5. Diagnostyka

Rozpoznanie bielactwa opiera si¢ gtéwnie na rozpoznaniu klinicznym,
na podstawie stwierdzenia bialych, mlecznych plam o wyraznych brzegach
w typowym rozmieszczeniu. Nie jest konieczne wykonywanie dodatkowych
badari laboratoryjnych ani badania histopatologicznego, natomiast jest to
wskazane w przypadkach watpliwych.

Obecno$¢ lub brak melanocytéw w zmianie skérnej mozna nieinwazyj-
nie sprawdzi¢ za pomocg mikroskopii konfokalnej in vivo lub biopsji skéry.
Badanie histopatologiczne stwierdza calkowita utrat¢ pigmentu melaninowe-
go w naskérku pobranej zmiany i brak melanocytow'®". Bielactwo od innych
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zaburzeni hipopigmentacji réznicuje wystgpowanie resztkowej pigmentacji
okolomieszkowej i wystgpowanie teleangiektazji*’. Mozliwe jest réwniez okre-
$lenie charakteru zmiany - zmiany postepujace wyrézniaja si¢ pigmentacja
okoftomieszkowa, natomiast zmiany stabilne lub ust¢pujace wykazuja depig-

mentacj¢ okolomieszkowa,.
6. Leczenie

Celem leczenia bielactwa jest opanowanie autoimmunologicznego
uszkodzenia melanocytéw i pobudzenie ich migracji. Obecne metody leczenia
bielactwa sa dalekie od ideatu, poniewaz nie sg skuteczne u wszystkich pacjen-
téw i nie powodujg repigmentacji we wszystkich lokalizacjach anatomicznych.
Niestety wszystkie obecne metody leczenia przynosza jedynie krétkotrwa-
fe korzysci, poniewaz u pacjentéw dochodzi do nawrotu choroby w 40%
w ciagu pierwszego roku po przerwaniu leczenia®'. Leczenie mozna podzieli¢
na farmakologiczne, fizykalne i chirurgiczne. W leczeniu farmakologicznym
zastosowanie maja: glikokortykosteroidy, inhibitory kalcyneuryny, analogi
witaminy D, inhibitory kinazy JAK, natomiast w leczeniu fizykalnym: fo-
toterapia oraz laseroterapia jest to tzw. terapia laserem ($wiatlem) niskiego
poziomu (LLLT).

Leczenie chirurgiczne jest zarezerwowane dla pacjentéw ze stabilnym
bielactwem, u ktérych leczenie farmakologiczne zawiodlo®. Leczenie chirur-
giczne jest zwykle stosowane w przypadku trudnych do leczenia obszaréw,
takich jak dionie, stopy, wargi i brodawki sutkowe, lepsze wyniki leczenia
wykazano w przypadku bielactwa segmentowego niz uogélnionego®.

Techniki przeszczepu tkanek:

*  Punch Grafting (PG) - miniprzeszczepy,

*  Suction blister epidermal grafting (SBEG) - przeszczepianie peche-
rzy naskérkowych,

*  Split thickness grafts - przeszczepy o podzielonej grubosci,

*  Autologous non-cultured epidermal cell suspension (NCECS) -
przeszczepianie autologicznych niechodowlanych zawiesin komérek

naskérka.
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7. Leczenie eksperymentalne

Opisane w podrozdziale leczenie eksperymentalne opiera si¢ na zmodyfi-
kowanym leczeniu chirurgicznym w ktérym zastosowanie znalazly juz dawno
poznane komérki macierzyste.

Komérke macierzysta charakteryzuje zdolno$¢ do samoodnowy i poten-
c¢jal do réznicowania. Komérki macierzyste zasiedlajq odpowiednie miejsca
w tkankach, zwane niszami komérek macierzystych - s3 to miejsca, w ktérych
komérki te utrzymuja si¢ w gotowosci do podziatu komérkowego i staja si¢
aktywne w czasie gojenia i regeneracji tkanek. Najwazniejsza wlasciwoscia ko-
moérek macierzystych jest ich plastyczno$é, czyli mozliwos¢ przybierania form
réznych typéw komérek pochodzacych nawet z innego listka zarodkowego®.

Klasyfikacja komoérek macierzystych ze wzgledu na potencjal

réznicowania:

*  komdrki totipotencjalne (zdolne do réznicowania si¢ we wszystkie
tkanki, ktére tworza ludzkie cialo, w tym lozysko i blony komérek
embrionalnych - taka komoérka jest np. zygota),

*  komérki pluripotencjalne (moga si¢ réznicowaé w komérki po-
chodzace z réznych listkéw zarodkowych: ektodermy, mezodermy,
endodermy),

e komérki multipotencjalne (moga da¢ poczatek komérkom pocho-
dzacym tylko z jednego listka zarodkowego i maja mniejszy zakres
réznicowania si¢, np. z ektodermy powstaja neurony, nablonki, ko-
morki gruczotowe, a z mezodermy - komérki migsniowe)

*  komérki unipotencjalne (moga wytworzy¢ tylko jeden typ ko-
morek, np. komérki warstwy podstawnej naskérka regenerujace

keratynocyty)*?’.

Skéra jest niewyczerpalnym Zrédlem komérek macierzystych, dodat-
kowo jako komérki wilasne pacjenta - autologiczne, umozliwiaja unikniecie
powiklan, takich jak reakcja immunologiczna przeciwko allogenicznemu
przeszczepowi®.

Aurologiczne przeszczepy skéry i melanocytéw stanowia jedna z opcji
terapeutycznych u oséb z postacia zlokalizowana bielactwa, u ktérych nie
powiodlo si¢ leczenie farmakologiczne lub fototerapia. Komérki macierzyste
melanocytéw (MelSCs - Melanocyte Stem Cells) zlokalizowane sa w dolnej

czgéci mieszkéw wlosowych w okolicy lejka?®?’. Natomiast melanocyty rzadko
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podlegaja mitozie bez pomocy czynnikéw wzrostu lub czynnikéw mitogen-
nych, a sama repigmentacja moze by¢ niewystarczalna lub znikoma. Efekty
podawania samych melanocytéw w plamy bielacze byly stabsze niz w przy-
padku podawania ich z komérkami naskérka w formie przeszczepéw™*!. Dla-
tego w niniejszej pracy skupiliémy si¢ na wykorzystaniu komérek pochodza-
cych z tkanki duszczowej (ADSCs - Adipose-Derived Stem Cells), skérnych
mezenchymalnych komoérek macierzystych (DMSCs - Dermal Mesenchy-
mal Stem Cells) oraz mezenchymalnych komérkach macierzystych (MSCs -
Mesenchymal Stem Cells), ktére hodowane oddzielnie, ale podawane razem
w przeszczepach z melanocytami w réznych proporcjach sa Zrédtem czynni-
kéw wzrostu dla melanocytéw. Takie przeszczepy charakteryzuja si¢ lepszymi
efektami terapeutycznymi oraz efektywniejsza repigmentacja. Wspomnieli-
$my réwniez o badaniach nad wykorzystaniem indukowanych pluripoten-
gjalnych komérek macierzystych (IPSC - induced pluripotent stem cells),
z ktérych bezposrednio moga réznicowaé si¢ melanocyty. MSCs, ADSCs
i DMSCs naleza do grupy komoérek multipotencjalnych, natomiast IPSC -

komérek pluripotencjalnych.
7.1. Mezenchymalne komérki macierzyste (MSCs)

Wiele czynnikéw srodowiskowych, gléwnie promieniowanie UV przy-
czyniaja si¢ do szybszego wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS) i nad-
tlenku wodoru we wnetrzu komérek ciata. W reakcji obronnej przed pro-
mieniowaniem UV komérki skéry uruchamiaja szlak melanogenezy, ktéry
réwniez uwalnia nadtlenek wodoru, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia stresu
komérkowego®. Stres komérkowy indukuje powstawanie ROS, co aktywu-
je odpowiedz biatkowa komérki (UPR - unfolded protein response), ktéra
sprzyja bielactwu. Niestety melanocyty przez kosztowny energetycznie proces
jakim jest synteza melaniny, sa szczeg6lnie podatne na stres oksydacyjny?.

Wedlug badaii mezenchymalne komérki macierzyste (MSCs) tumig
reakcje immunologiczne, zmniejszajac poziom cytokin zapalnych?*%>. MSCs
charakteryzuja si¢ multipotencjalnym potencjatem réznicowania oraz ogra-
niczong immunogennoscia, co wigcej sa stabo rozpoznawane przez biorcéw
zgodnych w zakresie HLA. Wykazano, ze MSCs wydzielaja czasteczki pa-
rakrynne, zwigkszajace zdolnosci proliferacyjne sasiednich komérek podczas
hodowli in vitro®>¥. Badania in vitro i przedkliniczne dowiodly, ze terapia
MSC hamuje stres oksydacyjny.
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PTEN jest biatkiem kodowanym przez gen PTEN, uwazanym za jeden
z najwazniejszych supresoréw nowotworowych. PTEN hamuje szlak onko-
genny PI3K**. Drzicki swojej cytoplazmatycznej aktywnosci wobec szlaku
PTEN/PI3K/AKT reguluje wzrost komérek poprzez zatrzymanie cyklu ko-
moérkowego i indukowanie apoptozy.

W badaniu przeprowadzonym przez Lifei Zhu i in. zindentyfikowano
szlaki sygnatowe zaangazowane w inicjacje i progresj¢ bielactwa. Sprébowano
wykorzysta¢ te szlaki w skutecznej terapii bielactwa. Pobrano prébki skéry
od 0séb ze zdiagnozowanym aktywnym bielactwem, ktére nie otrzymywaly
zadnego innego leczenia. Prébki skéry normalnej, kedre zostaly wykorzystane
jako kontrolne, zostaly pobrane od tych samych pacjentéw z bielactwem.

Do badania pacjenci zostali najpierw zdiagnozowani jako osoby z aktyw-
nym bielactwem segmentowym bez innych powiazanych chordb i nie otrzy-
mywali zadnego leczenia lub lekéw. Podczas oceny w zakresie aktywnosci
choroby - Vitiligo Disease Activity Score (VIDA) i punktacji Vitiligo Area
Scoring Index (VASI), tylko osoby z wynikiem VIDA wigkszym lub réwnym
2 punktom zostaly zrekrutowane.

Analiza wzbogacenia genéw wykazata, ze $ciezka sygnalizacyjna FoxO,
ktéra jest zaangazowana migdzy innymi w réznicowanie komérek, prolifera-
¢je, uszkodzenia DNA, apoptoze i naprawe oraz dziala jako mediator stresu
oksydacyjnego byla znaczaco podwyzszona. W trakcie analizy szlaku sygna-
fowego FoxO, zaobserwowano, ze ekspresja PTEN byla zwickszona 3,4 raza.
Szlak sygnalowy PI3K/AKT/mTOR wykazywal znaczng aktywnos¢, podob-
nie jak szlak odpowiedzi na promieniowanie UV. Analiza KEGG pokazata, ze
szlak PTEN/PI3K/AKT wykazywal wigkszq aktywno$¢ w probkach tkanek
z bielactwem, co sugeruje, ze PTEN moze by¢ potencjalnym markerem ini-
cjacji bielactwa. Aby potwierdzi¢ ekspresj¢ PTEN w tkankach z bielactwem
wykonano immunoblotting z 11 prébek. Ekspresja PTEN w prébkach z bie-
lactwem byta 1,06 do 2,23 - krotnie wyzsza niz w prébkach niezmienionych
chorobowo®.

Wykazano, ze MSCs produkuja i uwalniaja czynniki wzrostu, egzosomy
i cytokiny, ktére wplywaja na komérki w ich otoczeniu*'. Egzosomy pocho-
dzace z MSC promujg wzrost aksonéw poprzez szlak PTEN/mTOR. MSCs
znaczaco zwickszaja poziom sygnalizacyjnych bialek czynnikéw wzrostu PI3K,
AKT i mTOR oraz obnizaja poziom biatka PTEN, co wi¢cej moga hamowaé
ekspresje PTEN, aktywowa¢ szlak PI3K/AKT i prowadzi¢ do ochrony przed

$miercig komérki wywolang stresem oksydacyjnym*.
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Przeprowadzono test immunofluorescencyjny, aby okresli¢, w jaki spo-
s6b MSCs zmieniaja ekspresjc PTEN w melanocytach. Wynika z niego, ze
catkowita ilos¢ PTEN w grupie melanocytéw hodowanych z MSCs byla
mniejsza niz w grupie bez kokultury. MSCs moga regulowac ekspresje PTEN
w melanocytach, a nastgpnie zmniejsza¢ negatywne skutki spowodowane na-
dekspresja PTEN i stresem oksydacyjnym.

Poréwnano dziatanie MSCs z keratynocytami, aby zrozumie¢, czy MSCs
maja korzystny wplyw na melanocyty poprzez badanie cytometrii przeplywo-
wej, aby okresli¢ réznice w skutecznosci leczenia pomiedzy kokulturg melano-
cytéw i MSCs a melanocytéw z keratynocytami. Dane wykazaly, ze kokultura
z keratynocytami nie mogta zmniejszy¢ stopnia apoptozy indukowanej H,O..
Wyniki pokazuja, ze MSCs promuja detoksykacje i proliferacje komoérek
w melanocytach, co wskazuje na potencjalne whasciwosci terapeutyczne MSCs
w bielactwie®.

Przeszczep autologicznych melanocytéw stuzy jako alternatywna metoda
leczenia chirurgicznego zmian bielactwa zlokalizowanych w miejscach stabo
reagujacych na leczenie®. Jako odpowiedz na czynniki stresogenne, ROS sa
uwalniane w trakcie zabiegdw chirurgicznych, ktére moga powodowaé §mier¢
i dysfunkcje melanocytéw, co prowadzitoby do ponownego wystapienia de-
pigmentacji. Biorac pod uwage zdolno$¢ MSC do ratowania melanocytéw
oraz liczne funkcje, jakie MSC pelnia w stanie zapalnym i stresie oksyda-
cyjnym, proponuje si¢ kotransplantacje autologicznych MSC i melanocytéw
w stosunku 1:1 u pacjentéw z bielactwem, okoto 5 x 105 melanocytéw i MSC

na lem? powierzchni skdry*.
7.2. Adipocytarne komérki macierzyste (ADSCs)

ADSCs to komérki macierzyste pochodzace z tkanki thuszczowej. AD-
SCs sa przedmiotem obserwacji w badaniach przedklinicznych dotyczacych
wielu chordb, poniewaz wydaja si¢ by¢ idealng populacja komérek do wyko-
rzystania w medycynie regeneracyjnej ze wzgledu na fatwo$¢ izolacji, nieim-
munogenno$¢, multipotencjalny charakter, mozliwo$¢ réznicowania w rézne
linie komérkowe oraz maja potencjat angiogenny.

Zrédlem ADSCs jest brunatna i biata tkanka thuszczowa. Jest to niedro-
gi i nieograniczony rezerwuar komérek macierzystych®“#. Ponadto mozna
je tatwo pozyskiwaé bez dylematéw etycznych zwiazanych z ich wykorzy-

staniem®°. Dzieki duzej zawartosci ADSCs w tkance tuszczowej nie jest
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konieczna dtuga hodowla in vitro, co zmniejsza ryzyko wystapienia réznych
nieprawidtowosci chromosomalnych®'.

Lokalizacja ADSCs w tkance ttuszczowej jest trudna do okrelenia, jed-
nakze wigkszo$¢ z nich wystepuje w okolicach okotonaczyniowych. Morfolo-
gicznie ADSCs przypominaja fibroblasty®®. Ekspresja antygenéw na ich po-
wierzchni jest podobna do MSCs szpiku kostnego®**4. ADSCs nie wykazuja
ekspresji HLA-DR, sa zatem komérkami o obnizonej immunogennosci®>S.

ADSCs w odpowiednich warunkach moga by¢ prekursorem wielu
komérek, lecz ich najwazniejsza funkcja jest stymulacja otaczajacych je ko-
morek do réznicowania pod wplywem okreslonych czynnikéw wzrostu®.
Ich dzialanie opiera si¢ na produkeji wielu czynnikéw wzrostu i cytokin
m.in.: czynnika wzrostu naskérka (EGF), transformujacego czynnika wzrostu
B (TGE-B), czynnika wzrostu $rédblonka naczyniowego (VEGE), IL-6, IL-8,
IL-11, IL-125%%7%?, ADSCs hamuja produkcje cytokin prozapalnych, zwigk-
szaja produkeje przeciwzapalnej IL-10, stymuluja limfocyty Treg oraz angio-
genezg poprzez réznicowanie si¢ w komérki srédblonka, a takze chronia ko-
mérki przed apoptoza®##>>¢61. ADSCs moga wychwytywa¢ wolne rodniki
i biatka szoku cieplnego w stanie niedokrwienia, co wskazuje na ich dzialanie
antyoksydacyjne®2.

ADSCs mogg by¢ zrédlem czynnikéw wzrostu dla melanocytéw hodo-
wanych w obecnosci keratynocytéw®. Lim i in. badajac skuteczno$¢ pigmen-
tacji przeszczepili myszom i szczurom Sprague-Dawley ludzkie melanocyty
i melanocyty wzbogacone o ludzkie ADSCs. Lepsze wyniki terapii wykazano
w przypadku przeszczepiania melanocytéw i ADSCs hodowanych oddziel-
nie, a nastepnie zmieszanych w stosunku 1:1, 1:2 lub 1:3, w poréwnaniu do
przeszczepiania samych melanocytéw?®.

W badaniach wykazano, ze proliferacja i migracja melanocytéw byly zna-
czaco stymulowane przez kokulture ADSCs w poréwnaniu z melanocytami
z monokultury. Moze to by¢ zwiazane z obecnoscig bFGF (podstawowy czyn-
nik wzrostu fibroblastéw) i MGF (czynnika wzrostu melanocytéw) produko-
wanych przez ADSCs*. Stosunek melanocytéw z dodatnia ekspresja TRP-
2 (tautomeraza dopachromowa), E-kadheryny i N-kadheryny byt istotnie
zwickszony w kokulturach z ADSCs w poréwnaniu z monokulturami keraty-
nocytéw i melanocytéw. Melanocyty z dodatnia ekspresjag TRP-2 s3 uwazane
za prekursory melanocytéw, natomiast TRP-1 dodatnie sa uwazane za zréz-
nicowane i dojrzate®*®. Natomiast im wicksza liczba niedojrzalych melano-
cytéw, tym lepsze wyniki kliniczne. W interakcjach komérka-komoérka biora
udziat receptory adhezji komérkowej zalezne od kadheryny. E-kadheryna
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warunkuje adhezj¢ miedzy keratynocytami i melanocytami, a N-kadheryna
utatwia kontakt miedzy fibroblastami i melanocytami®®. Badania potwier-
dzily, ze hodowle z ADSCs zwigkszaja proliferacje i migracje melanocytéw,
zmniejszajac jednoczesnie ich réznicowanie®.

Kotransplantacja ADSCs i melanocytéw moze znacznie zwigkszaé szan-
se udanego leczenia i utrzymanie si¢ przeszczepu. Za stosowaniem ADSCs
przemawia fakt ich fatwego pozyskiwania oraz zmniejszone koszty hodowli
w poréwnaniu do innych komérek macierzystych.

7.3. Skérne mezenchymalne komérki macierzyste (DMSCs)

Klinicznie udowodniono, ze najskuteczniejsza opcja terapeutyczng dla
pacjentéw z bielactwem jest przeszczepienie autologicznych melanocytéw pa-
cjenta®” 83, Liczba cytotoksycznych limfocytéw T CD8+ jest wyzsza w ak-
tywnej niz stabilnej chorobie, a same cytotoksyczne limfocyty T CD8+ moga
dyktowa¢ losy przeszczepu w bielactwie®. DMSCs posiadaja potencjal do réi-
nicowania si¢ w adipocyty, osteocyty i chondrocyty”.

W badaniu Miao-ni Zhou i in. zbadano skuteczno$¢ autologicznego
przeszczepu melanocytéw u 23 pacjentéw z bielactwem, koncentrujac si¢
na limfocytach T CD8+ zasiedlajacych skére wokét zmian. Zbadano wplyw
DMSCs na aktywno$¢ limfocytéw T CD8+ w warunkach in vitro. Badanie
wskazuje, ze skuteczno$¢ przeszczepu byta $cisle zwigzana z aktywnoscig lim-
focytéw T CD8+ typu skin-homing (komérek naplywajacych). Niska sku-
teczno$¢ repigmentacji zostata zaobserwowana u pacjentéw z wysoka liczba
limfocytéw T CD8+ lub wysokim poziomem cytokin w okolicy okoltoustnej.

Sposrdéd 23 pacjentdw z autologicznym przeszczepem melanocytéw,
52,17% pacjentéw mialo doskonala repigmentacje, 26,09% miato dobrg
repigmentacjg, 21,74% mialo wystarczajaca lub slaba repigmentacje. U
wszystkich pacjentéw zaobserwowano naciek limfocytéw T CD8+ w oko-
licy bielactwa okoloustnego. Pacjenci z wysoka liczbg limfocytéw T CD8+
wokét zmian bielaczych byli zwiazani z niskim wskaznikiem repigmentacji
lub ztym rokowaniem, a pacjenci z doskonala lub dobra repigmentacja mieli
znacznie mniejszg liczbe limfocytéw T CD8+. Wyniki te sugeruja, ze naciek
limfocytéw T CD8+ jest zwiazany z wydajnoscia repigmentacji u pacjentéw
z przeszczepem.

Przeanalizowano w sumie 79 cytokin i chemokin za pomoca RayBio™
Human Cytokine Array V. Wyniki wskazywaly, ze poziomy cytokin prozapal-
nych takich jak: IL-1a, IL-1B i IL-12 oraz cytokin zwiazanych z limfocytami
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T CD8+, takich jak: IL-10, IL-13 i IFNy byly znacznie wyzsze w plynie na-
skérkowym pacjentéw ze stabg repigmentacja. Co sugeruje, ze poziom eks-
presji cytokin i chemokin w plynie naskérkowym sa zwiazane z efektywnoscia
repigmentacji u pacjentdw po przeszczepie.

Wyniki wykazaly, ze proliferacja limfocytéw T CD8+ zostala znaczaco
zahamowana podczas kokultury z DMSCs w stosunku 1:1, a odsetek proli-
ferujacych limfocytéw T CD8+ spadt z 94,72% do 39,50%. W grupie kon-
trolnej bez DMSCs, odsetek apoptozy limfocytéw T CD8+ wynosit 3,2%,
odsetek ten wzrést do 9,6% w grupie z kokulturg z DMSCs. Potwierdza to
tlumiace proliferacjg limfocytéw T CD8+ oraz indukujace apoptoze wihasci-
wosci komérek DMSCs w systemie kokulturowym.

Z uzyskanych badan mozna wnioskowa¢, ze efektywnos¢ przeszczepu
autologicznych melanocytéw u pacjentéw z bielactwem zalezy od aktywnosci
skérnych limfocytéw T CD8+, a DMSCs moga by¢ wykorzystane w celu

poprawy skutecznosci przeszczepu i przebiegu ogdlnego leczenia”.
7.4. Indukowane pluripotencjalne komérki macierzyste (IPSCs)

Indukowane pluripotencjalne komérki macierzyste pozyskuje si¢ z nieplu-
ripotentnych komérek poprzez indukowanie w nich ekspresji odpowiednich
genéw’?. Uzyskane w ten sposéb komérki moga stanowi¢ prekursory mela-
nocytéw, ktére moga zosta¢ wykorzystane w leczeniu choréb polegajacych
na depigmentacji skory, takich jak bielactwo. iMels (induced melanocytes)
posiadaja zdolno$¢ do wytwarzania melanosoméw, dzigki czemu sg zdolne
do syntezy melaniny. Badania na myszach laboratoryjnych polegajace na
wszczepianiu im iMels wykazaly po uplywie dwéch tygodni obecno$¢é miesz-
kéw wlosowych zawierajacych pigment w pobranych wycinkach. Pigmenta-
cja zlokalizowana byta gtéwnie w cebulkach wlosa, lodygach wlosa, a takze
w odtworzonym naskérku. Jest to bardziej zadowalajacy wynik niz przy za-
stosowaniu transplantacji z uzyciem HEMs (human epidermal melanocytes),
gdzie ogrom melaniny odkfadal si¢ wokét tkanki facznej, a ilos¢ w cebulkach
wlosa byla niewielka. Zastosowanie przeciwcial anty-asialo GM1, ktére po-
woduje wyczerpanie komérek NK, monocytéw i makrofagéw in vivo, spowo-
dowalo przezycie iMels i ich wykrycie w mieszkach wlosowych w si6dmym
tygodniu po przeszczepie. Obserwowano pigmentacje w naskérku, cebulce
wlosa i fodygach wlosa, co wskazuje na mozliwos¢ dtugotrwalego utrzyma-
nia efektéw nawet po cyklu wzrostu wlosa. Wyniki te pokazuja, ze iMels

funkcjonowaly po przeszczepie prawidlowo i przyczynily si¢ do odtworzenia
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mieszka wlosowego oraz naskérka. Dojrzate hiMels wkomponowaly si¢ w ce-
bulke wlosa i warstwe komoérek podstawnych oraz braly udzial w tworzeniu
zawierajacych pigment fodyg wlosa i naskérka. Istniejace komérki macierzy-
ste mieszkéw wlosowych w regionie wybrzuszenia funkcjonuja jako nisza dla
komérek macierzystych melanocytéw, ktére powinny wspieraé i zapewnia¢
dtugoterminowe utrzymanie funkgcji hiMels”. Obiecujace rezultaty przepro-
wadzonych badani $§wiadcza o mozliwosci zastosowania IPSCs w leczeniu bie-

lactwa u ludzi na szerokg skale w przyszlosci.
8. Podsumowanie

Leczenie bielactwa do chwili obecnej jest bardzo trudne, a obecne wyni-
ki leczenia réznia si¢ u poszczegdlnych oséb i czesto sa niezadowalajace. Te-
rapia eksperymentalna komérkami macierzystymi moze znacznie poprawié
komfort zycia wielu osobom, u ktérych leczenie standardowe nie przyniosto
zadowalajacych efektéw. Niestety z leczenia chirurgicznego, w tym leczenia
eksperymentalnego nie moga skorzysta¢ pacjenci z aktywnym bielactwem.
Minusem leczenia chirurgicznego z zastosowaniem komérek macierzystych
jest ich wysoka cena i niewielka dostgpnos¢. Jednak upowszechnienie tego
typu leczenia, stosowania i hodowli komérek macierzystych powinno obnizy¢
koszty leczenia w przysztosci, a wysoka cena nie moze by¢ przeszkoda w no-
woczesnej alternatywnej terapii choréb. Co wigcej, izolowanie komérek ma-
cierzystych przedstawionych w niniejszej pracy nie powinno napotykaé prze-
szkéd ze strony etycznej. Wyniki badari bezposrednio dowodza, ze stosowanie
MSCs, ADSCs i DMSCs przyczyniaja si¢ do lepszego przyjecia przeszczepu,
jak i sama repigmentacja daje znacznie bardziej zadowalajace efekty. To samo
dotyczy IPSCs, w przypadku ktérych wyniki badan wskazujg na lepsza efek-
tywno$¢ transplantacji zawierajacych IPSC w stosunku do tych zawierajacych
jedynie HEMs.

Rozwijanie badan nad skutecznoscig i bezpieczeristwem komérek ma-
cierzystych w leczeniu bielactwa moze w przysztosci pozwoli¢ na szersze ich
zastosowanie u oséb dotknictych choroba. Byloby to bardzo korzystne ze
wzgledu na obiecujace wyniki badan pokazujace korzystniejsze przyjecie si¢
przeszczepédw zawierajacych komérki macierzyste w stosunku do leczenia tra-
dycyjnego, co przelozyloby si¢ na poprawe komfortu i jakosci zycia u chorych

zmagajacych si¢ z bielactwem.
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Abstrakt

Dystrofie siatkéwki od dawna byly uwazane za nieuleczalne schorzenia oczu. Intensywne ba-
dania w polaczeniu z duzymi postgpami technologicznymi i rozwojem technik sekwencjo-
nowania genomu, umozliwily opracowanie pierwszych podejs¢ terapeutycznych. Zwyrodnie-
nia siatkéwki stanowia wyjatkowe wyzwanie, poniewaz postep choroby jest niecodwracalny,
a siatkéwka ma niewielki potencjal regeneracyjny. Ze wzgledu na swoje korzystne cechy
anatomiczne i immunologiczne oko znajduje si¢ w czoléwce translacyjnej terapii geno-
wej. To sprawilo, ze choroby siatkéwki znalazly si¢ na czele postepéw w terapiach genowych.
Terapia augmentacji genéw za posrednictwem wiruséw okazala si¢ skuteczna w przywracaniu
wzroku. Zatwierdzenie przez FDA oraz EMA leku LuxturnaTM, wektora terapii augmenta-
¢ji genéw dla IRD zwiazanych z RPEG5, jest uwazane za kamied milowy w tej dziedzinie
i doprowadzito do opracowania podobnych lub réznych strategii terapeutycznych dla wielu
innych podtypéw IRD, a niektdre z nich przeszly do $rodowiska klinicznego.

Stowa kluczowe: IRD, §lepota Lebera, Luxturna, AAV

Abstract

Retinal dystrophies have long been considered as an incurable eye disorder. Intensive research
combined with great technological advances and with the development of genome sequenc-
ing techniques have enabled the possibility of the first therapeutic attempts. Retinal degen-
eration presents as a unique challenge because the progression of this disease is irreversible
and the retina’s regenerative potential is very small. Due to its favorable anatomical and
immunological characteristics, the eye is in the lead of translational gene therapy. This has
put retinal diseases at the forefront of advances in gene therapy. Virus-mediated gene augmen-
tation therapy has been proven as an effective in restoring vision. FDA and EMA approval of
LuxturnaTM, a gene augmentation therapy vector for RPE65-related IRDs, is considered as a
milestone in this field and has led to the development of similar or different therapeutic strat-
egies for many other IRD subtypes, some of which have passed into the clinical environment.

Keywords: IRD, Leber's blindness, Luxturna, AAV
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1. Wstep

Neuroretina to $wiatloczuta blona zlokalizowana w tylnej czesci oka,
posiadajaca wyspecjalizowane wiasciwosci sensoryczne umozliwiajace wy-
chwytywanie $wiatla przez fotoreceptory, jego przeksztalcanie w sygnaty
elektryczne w procesie fototransdukeji oraz dalszg integracje i przetwarzanie
impulséw w obraz na poziomie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Jednowarstwowy nablonek barwnikowy siatkéwki (RPE - retinal pigment
epithelium) odgrywa zasadnicza rol¢ we wspieraniu metabolizmu fotorecep-
toréw. Swiatloczute komérki, tworzace zewnetrzna siatkéwke, sa podzielone
na czopki i preciki, na podstawie ich zdolnosci do bycia bardziej aktywnymi
odpowiednio w jasnym lub stabym $wietle. Na tym poziomie zachodzi foto-
transdukcja, a $wiatlo zamieniane jest na sygnal elektryczny przekazywany
do polaczenia synaptycznego komérek dwubiegunowych. Te interneurony,
zamkniete w wewnetrznej siatkdwee, sg elementami taczacymi z komérkami
zwojowymi siatkéwki (RGC - retinal ganglion cells), ktérych wiékna tworza
nerw wzrokowy'. Dziedziczne choroby siatkéwki (IRD - inherited retinal
dystrophy), okreslane réwniez jako dziedziczne dystrofie siatkéwki, sg kli-
nicznie i genetycznie niejednorodna grupa rzadkich zaburzen neurodegenera-
cyjnych, obejmujacych gléwnie fotoreceptory, nablonek barwnikowy siat-
kéwki (RPE) i/lub naczyniéwke’. Postep degradadji siatkéwki jest czesto
nieodwracalny, pacjenci dotknigci dziedzicznym zwyrodnieniem barwniko-
wym siatkéwki (RP) i naczyniéwki (CHM) czgsto doswiadczaja stopniowe;j
utraty widzenia nocnego, a takze moga rozwinaé¢ widzenie tunelowe, inni
z wrodzong $lepota Lebera (LCA), moga urodzi¢ si¢ z lub do§wiadczy¢ weze-
snej utraty wzroku. U pacjentéw z mlodziericza retinoschisis sprz¢zona
z chromosomem X ( XLRS) obserwuje si¢ czgsto zwyrodnienie plamki z6ttej
o weczesnym poczatku, utrate ostroéci wzroku i rozszczepienie warstw siat-
kéwki’. Cecha charakterystyczna tej grupy zaburzeri jest przedwezesna dege-
neracja precikéw i czopkéw, prowadzaca do wezesnej utraty wzroku®. Jako
catos¢, IRD maja szacunkowa globalna czgstos¢ wystgpowania okoto 1 na
2000 oséb, dotykajac ponad dwdch milionéw ludzi na catym $wiecie i wyrdz-
niajac sie jako gléwna przyczyna slepoty w wieku produkcyjnym.” Dziedzicz-
ne choroby siatkéwki sa klasyfikowane wedlug réznych kryteridw,
w tym pierwotnie chorego typu komérek (choroba z przewaga precikéw, cho-
roba z przewaga czopkéw, uogélnione zwyrodnienia siatkéwki i zaburzenia
witreoretinalne), wieku zachorowania, postepu zaburzen widzenia w czasie

(stacjonarne lub postgpujace) oraz obecnosci lub braku powigzanych cech
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ogélnoustrojowych (izolowane lub syndromiczne IRD)”. IRD mozna podzie-
li¢, w zaleznosci od zajetego fotoreceptora, na dystrofie zdominowane przez
preciki, dystrofie zdominowane przez czopki i dystrofie uogdlnione obejmu-
jace zaréwno preciki, jak i czopki. IRD obejmujg postacie syndromiczne, ta-
kie jak zespét Ushera i postacie niesyndromiczne, takie jak barwnikowe zapa-
lenie siatkéwki (RP), wrodzona §lepota Lebera, dystrofia plamki Stargardta,
choroideremia, zwyrodnienie plamki zéttej lub wrodzona stacjonarna slepota
nocna. Ta heterogeniczno$¢ utrudnia znalezienie konkretnej mutagji, a takze
prawidlowe leczenie wiekszosci z tych choréb’. Od czasu identyfikacji pierw-
szego genu odpowiedzialnego za IRD w 1988 r., poczyniono ogromne poste-
py w dziedzinie testéw molekularnych, co doprowadzito do identyfikacji po-
nad 270 genéw chorobowych, zaangazowanych w rozwéj oka, przezycie
fotoreceptoréw, mechanizmy fototransdukeji, cykl retinoidowy, funkcje en-
zymatyczng siatkowki lub strukture komoérki, ale diagnostyka molekularna
nadal pozostaje nieuchwytna w okolo jednej trzeciej przypadkéw”. Przed
identyfikacja genéw sprawczych klinicysci klasyfikowali pacjentéw na grupy
na podstawie dziedziczenia Mendla, wieku zachorowania i cech klinicznych.
Odkrycie podstawowych przyczyn genetycznych w ciagu ostatnich dwéch
dekad doprowadzito do znacznie lepszego zrozumienia mechanizméw choro-
bowych w IRD, co wplyneto na rozwéj nowych terapii’. Niemniej jednak, az
do niedawna, te gléwne postepy diagnostyczne nie szty w parze z rozwojem
strategii terapeutycznych oszczedzajacych lub przywracajacych wzrok, a IRD
od dawna uwazano za choroby w duzej mierze nieuleczalne. W ciagu ostat-
nich dziesi¢cioleci ten poglad ulegl zmianie, poniewaz w badaniach przedkli-
nicznych zaczgto stosowaé nowe opcje terapeutyczne, a niektére z nich prze-
szty do $rodowiska klinicznego, w tym terapia genowa, terapia komérkowa,
protetyka siatkéwki, a nawet bezposrednia stymulacja mézgu. W tym kon-
tekscie terapie genowe wyrdzniajg si¢ jako jeden z najbardziej obiecujacych
obszaréw leczenia IRD, a wprowadzenie woretygenu neparwoweku (Luxtur-
na), pierwszej terapii genowej zatwierdzonej przez FDA i EMA, utorowalo
droge do dalszych badari’. Rozwéj metodologiczny technik sekwencjonowa-
nia genomu, ktérego bylismy $wiadkami w ostatniej dekadzie, stanowit
punkt zwrotny nie tylko w diagnostyce i prognozowaniu, ale przede wszyst-
kim w identyfikacji nowych perspektyw terapeutycznych. Odkrycie nowych
genéw chorobowych i mechanizméw patogenetycznych lezacych u podstaw
IRD polozylo podwaliny pod metody terapii genowej. Pacjenci z IRD maja
znaczne i postepujace uposledzenie wzroku i moga by¢ monitorowani przez

pomiary ostrosci wzroku, oceng pola widzenia, zapisy elektroretinograficzne
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(ERG), obrazowanie strukturalne z autofluorescencja, optyczna tomografie
koherentna w domenie spektralnej (OCT) i angiografic OCT. Chociaz dzie-
ki tym innowacyjnym i nieinwazyjnym narzedziom mozna postawi¢ doktad-
ng diagnoze kliniczng, testy genetyczne s niezbedne do potwierdzenia okre-
Slonego fenotypu, a analiza segregacji moze z wigksza precyzja zajaé sig
wzorcem dziedziczenia. Niektére IRD s3 monogeniczne lub digeniczne, jed-
nak w niektérych przypadkach ten sam gen moze kodowaé rézne fenotypy'.
Mutacje w tym samym genie moga prowadzi¢ do réznych diagnoz, na przy-
ktad barwnikowego zwyrodnienia siatkéwki lub dystrofii czopkéw. I odwrot-
nie, mutacje w réznych genach moga prowadzi¢ do tego samego fenotypu.
Wiek w momencie wystapienia objawéw oraz czestos¢ i charakterystyka po-
gorszenia widzenia obwodowego i centralnego moga si¢ znacznie réznié
w zaleznoéci od grupy choroby, a nawet w obrebie rodziny’. Na przyktad
wykazano, ze mutacje genu PROMI1 powoduja zwyrodnienie barwnikowe
siatkéwki (RP), ale takze chorobe¢ Stargardta. Ta skrajna niejednorodnosé
genetyczna jest podstawg okolo 30% niepowodzen wykrywania w diagno-
styce molekularnej. Aby sprosta¢ waznej potrzebie diagnostyki genetycznej
i zwigkszy¢ wskaznik wykrywalnosci mutacji sprawczej, zbadano nowe i fa-
scynujace Sciezki diagnostyczne, poczawszy od sekwencjonowania pojedyn-
czego genu DNA (przy uzyciu techniki Sangera), poprzez sekwencjonowanie
paneli genéw (metoda sekwencjonowania nowej generacji (NGS)) calego eg-
zomu (za pomocy sekwencjonowania calego egzomu (WES)) az do zbadania
calego genomu (za pomoca sekwencjonowania calego genomu (WGS)).
Ze wzgledu na niejednorodng prezentacje IRD zgodno$¢ diagnozy klinicznej
i molekularnej jest niezbednym celem dokfadnego scharakteryzowania feno-
typu i zwigkszenia szansy na zastosowanie strategii korzystnych terapeutycz-
nie'. Wzorce dziedziczenia w IRD obejmuja dziedziczenie autosomalne rece-
sywne, autosomalne dominujgce oraz sprz¢zone z plcig. Te réznorodne
mechanizmy choroby stanowia wyjatkowe wyzwanie dla terapii genowej. Na
przyktad mutacje autosomalne recesywne wymagaja wymiany genéw. Muta-
c¢je autosomalne dominujace z dominujacymi negatywnymi skutkami lub
toksycznym wzmocnieniem funkcji, moga wymaga¢ supresji genéw z dalsza
wymiang genu lub bez niej. Niektére geny sa zbyt duze dla obecnych wekto-
réw. W przypadku tych chordb, w ktérych bezposrednia wymiana genéw nie
jest praktyczna, moze by¢ potrzebna ekspresja czynnikéw neuroprotekcyj-
nych, ktére dzialajg w sposéb niezalezny od mutacji. Wreszcie, konwencjonal-
na terapia zastgpcza genéw nie bylaby korzystna u pacjentéw z powazna lub

catkowita utrata fotoreceptoréw". Nieodwracalny postep wad wzroku i brak
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skutecznych terapii podkreslaja potrzebe innowacyjnych strategii terapeu-
tycznych. Ze wzgledu na uprzywilejowana immunologicznie charakeerystyke
oczu i ciagly identyfikacje genéw sprawczych, terapia genowa moze by¢ bar-
dzo obiecujaca w leczeniu IRD’.,

2. Terapia genowa

Koncepcja terapii genowej pojawita si¢ natychmiast po odkryciu DNA.
Historia badan nad terapia genowa czlowieka siega lat szes¢dziesiatych. Jed-
nak wstepne préby zakonczyly si¢ niepowodzeniem ze wzgledu na ograniczo-
na wiedz¢ na temat ekspresji genéw i niemoznos¢ ustalenia najlepszej metody
dostarczania materiatu genetycznego.” W ciagu ostatnich dwéch dekad na-
stapil postep w identyfikacji gendw sprawczych przyczyniajacych si¢ do pato-
logii choréb oczu™. W szczegélnosci dramatycznie wzrosta wiedza na temat
genetyki dziedzicznych choréb siatkéwki (IRD)". Rozwéj metodologiczny
technik sekwencjonowania genomu stanowit punkt zwrotny nie tylko w dia-
gnostyce i prognozowaniu, ale przede wszystkim w rozwoju terapii genowej
jako nowego podejscia terapeutycznego'. Zidentyfikowano nie tylko geny
powodujace choroby dla IRD, ale takze zmapowano specyficzne warianty
zwigzane z patologia. Postepy te nie ograniczaly si¢ do monogenetycznych
zaburzen oczu, zidentyfikowano réwniez szereg wariantéw gendw, ktére sg
zwigzane z podatnoscig lub opornoscia na choroby wielogenowe, takie jak
AMD". Terapia genowa jest nowym podejéciem terapeutycznym do leczenia
lub zapobiegania chorobie za pomoca metod genetycznych, ktére obejmuja
wprowadzenie zdrowej kopii wadliwego genu lub korekte genu w celu przy-
wrécenia jego funkdji biologicznej' "', Wykorzystuje ona mechanizm syntezy
bialek gospodarza do lokalnego wytwarzania substangji terapeutycznych i
obejmuje transfer kwaséw nukleinowych (DNA lub mRNA) do komérek do-
celowych w celu skorygowania lub zastapienia zmutowanego produktu genu
lub wprowadzenia nowej funkcji, ktéra zmieni patogeneze choroby'’. mRNA
ma t¢ zalete, ze nie wymaga dostarczania do jadra, co zmniejsza ryzyko inte-
gracji z genomem gospodarza, natomiast jest znacznie bardziej immunogen-
ny i mniej stabilny od platformy DNA®. Interesujacy gen jest wprowadzany
do komoérki gospodarza za posrednictwem wektora wirusowego, najczesciej
AAV'™", Istotna przewaga terapii genowej nad tradycyjnymi podejsciami far-
makologicznymi jest to, ze korzysci terapeutyczne moga by¢ utrzymywane
przez dlugi czas bez konieczno$ci powtarzania interwencji, a takze polacze-

nie wektoréw i promotoréw specyficznych dla danego typu komérki moze
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ograniczy¢ ekspresje genu terapeutycznego do pozadanych komérek docelo-
wych". Postepy w projektowaniu i produkcji wektoréw dostarczajacych geny
byly wazng cz¢scia rozwoju terapii genowej.12 Terapie genowe moga opieraé
si¢ na réznych strategiach, w zaleznosci od cech i patogenezy molekularnej
choréb’. Strategie te obejmuja 1) metody terapii specyficznej dla genéw, kté-
rej celem jest ukierunkowanie na pierwotny defekt genetyczny w dotknie-
tych komoérkach w celu wyleczenia choroby oraz 2) terapie niespecyficzne dla
gendw, kedrych celem jest wydtuzenie czasu poprawnego widzenia poprzez
modulowanie choroby lub wykorzystanie pozostatych komérek do przywré-
cenia wzrokowej percepcji'’. W chorobach autosomalnych recesywnych (AR)
lub recesywnych sprz¢zonych z chromosomem X (XLR); mutacja powodu-
jaca chorobg znosi normalng funkeje genu i jest definiowana jako ,mutacja
utraty funkeji”. W tym przypadku mechanizm lezacy u podstaw zaburze-
nia towarzyszacego jest spowodowany utratg funkeji, przez co pojedyncza
kopia genu (w przypadku dziedziczenia AR) lub brak funkcjonalnych alleli
(w przypadku dziedziczenia XLR u hemizygotycznych mezczyzn) nie jest
wystarczajace do zagwarantowania wystarczajacych pozioméw biatka®. Cho-
roby autosomalne dominujace (AD) sa zwykle spowodowane mutacjami po-
legajacymi na przejeciu funkeji, w wyniku ktérych powstaje nieprawidlowe
biatko, co skutkuje zakléceniem aktywnosci komérkowej lub tkankowej, lub
dominujacym negatywnym efektem , w ktérym uszkodzona podjednostka
zatruwa kompleks wielkoczasteczkowy. Augmentacja genéw jest uznanym
podejsciem do recesywnych zaburzeri monogenowych, ale nie jest odpowied-
nia w przypadku choréb AD i mutacji polegajacych na nabyciu funkgji, ktére
wymagaja oprécz wzmocnienia genu réwniez wyciszenie zmutowanych al-
leli*"*. Wsréd podejé¢ terapeutycznych majacych na celu spowolnienie lub
zatrzymanie post¢pu choroby u pacjentéw, terapia genowa oka daje wiele na-
dziei, a ostatnie post¢py w manipulowaniu materialem genetycznym nadaty
impetu terapii genowej jako obiecujacej nadchodzacej dziedzinie™".

3. Oko jako idealny cel terapii genowej

Siatkéwka jest pozadanym celem terapii genowej ze wzgledu na ztozona
wrodzong transmisj¢ sygnaléw wizualnych, ktdérej zmodernizowane narze-
dzia nie sa w stanie przywréci¢’. Specyficzne zalety oka jako tkanki docelo-
wej umiescity ten narzad w czoléwce rozwoju terapii genowej w ciagu ostat-
nich 20 lat, czy to w terapii addycyjnej z uzyciem wektoréw wirusowych do

transferu prawidtowych kopii DNA, czy tez wyciszania genéw' . Ze wzgledu
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na swoje specyficzne wlasciwosci anatomiczne, fizjologiczne i immunologicz-
ne, siatkéwka stanowi idealny cel dla terapii genowych i komérkowych z
kilku powodéw'*"*. Po pierwsze, dzicki barierze krew-siatkéwka zbudowanej
z §cisle polaczonych migdzy sobg komérek srédblonka mikronaczy1 siatkéw-
ki i komérek nablonka barwnikowego siatkéwki (RPE), siatkéwka jest tkanka
o wzglednie wysokim stopniu odpornosci®'’. Uprzywilejowane mikrosrodo-
wisko wewnatrzgatkowe powoduje miejscowe hamowanie odpowiedzi im-
munologicznych, oznacza to, ze wprowadzenie obcego antygenu, takiego jak
wektor wirusowy, jest zwykle tolerowane bez ryzyka stymulowania cigzkiej
ogélnoustrojowej odpowiedzi”"’. Chociaz dziatania niepozadane zwiazane
z wektorami s rzadkie, moze wystapi¢ przekrwienie, $wiatlowstret lub po-
gorszenie widzenia’. Po drugie, oko jest stosunkowo matym i zamknietym
przedzialem®. Wystarcza niewielka ilos¢ wektora do uzyskania odpowie-
dzi terapeutycznej, co dodatkowo minimalizuje wszelkie skutki toksyczne
zwiazane z wektorem™"”, Komérki siatkéwki sa postmitotyczne, dlatego po-
jedyncza dawka wektora moze zapewni¢ dhugotrwala ekspresje transgenu’.
Ponadto oko jest obszarem tatwo dostgpnym, zaréwno z chirurgicznego, jak
i z diagnostycznego punktu widzenia’. Dostepnych jest szereg nicinwazyj-
nych technik monitorowania struktury siatkéwki i oceny funkeji wzroku po
operacji, co ulatwia ocene skutecznosci leczenia". Latwy dostep chirurgiczny
do oka umozliwia dostarczenie materiatu genetycznego bezposrednio do po-
zadanej warstwy i docelowej masy komérkowej. Podawanie do oka odbywa
sic zwykle dwoma drogami: do ciata szklistego i podsiatkéwkowo’. Wistrzyk-
nigcia podsiatkéwkowe, ktére sg bardziej inwazyjne, maja na celu doktadniej-
sze dotarcie do obszaru RPE i fotoreceptoréwl. Ponadto obustronny i syme-
tryczny charakter IRD pozwala na wykorzystanie jednego oka jako kontroli
do oceny progresji choroby i leczenia’. Jedna z wad jest wymieniony wcze-
$niej postmitotyczny charakter siatkéwki, ze wzgledu na ograniczony dostep
wektordw, ktére sa w stanie przeniknaé tylko podczas podziatu komérki. Do-
datkowo sukces terapeutyczny zalezy od poziomu zwyrodnienia siatkéwki
w czasie leczenia, poniewaz komérki neuronalne nie moga by¢ zastapione po

ich zwyrodnieniu'.
4. Drogi podania

Powodzenie terapii genowej zaleiy od drogi jej podania’. W prakty-
ce typ komérki docelowej i system dostarczania dyktuja droge podawania.

Miejscowe wkraplanie, najmniej inwazyjna droga podania, jest réwniez
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najmniej skuteczna w przypadku dostarczania niewirusowego. Podobnie,
drogi okologatkowe, takie jak wstrzyknigcia pozagatkowe lub podspojéwko-
we, majg ograniczona uzyteczno$¢ w dostarczaniu niewirusowym ze wzgledu
na niezdolno$¢ kwaséw nukleinowych o duzej masie czasteczkowej do pe-
netracji tkanki ocznej''. Zastrzyki do ciata szklistego i podsiatkéwkowe sa
dwiema najczestszymi drogami podawania w terapii genowej. Jednak obie
metody maja swoje wady i zalety. W wickszosci badan klinicznych stosuje si¢
wstrzyknigcie podsiatkéwkowe (SRI), poniewaz pozwala na podanie wektora
w bliskiej odleglosci od najczestszego miejsca docelowego (tj. RPE i fotore-
ceptoréw). SRI umieszcza material terapeutyczny w zamknigtym przedziale
uprzywilejowanym immunologicznie, zmniejszajac w ten sposdéb ryzyko re-
akeji ogdlnoustrojowych. SRI wymagaja witrektomii, retinotomii i rozwoju
przejéciowego jatrogennego przemieszczenia nerwéw’. W przeciwienistwie do
podania do ciata szklistego, wstrzyknigcie podsiatkéwkowe AAV jest bardziej
inwazyjne, co wiaze si¢ z ryzykiem uszkodzenia tkanki siatkéwki. Potencjal-
ne powikfania zabiegu obejmujg otwory w plamce, krwotok podsiatkéwko-
wy, zwldknienie podsiatkéwkowe, odwarstwienie i rozerwanie siatkéwki'.
Witrzykniecie do ciata szklistego jest mniej inwazyjne”. Chociaz dostarczanie
do ciata szklistego wydaje si¢ by¢ bezposrednia droga do siatkéwki, istnieja
anatomiczne bariery, ktére uniemozliwiaja dyfuzje wiruséw, w szczegélnosci
wewnetrzna blona ograniczajaca. Strategie wzmacniajace transdukcje AAV
po podaniu do ciala szklistego obejmuja fagodne trawienie enzymatyczne lub
chirurgiczne ztuszczanie wewngtrznej blony ograniczajacej, a takze projek-
towanie wektoréw drugiej generadji, ktére sg zdolne pokona¢ bariery anato-
miczne''. Poza tymi dwoma gtéwnymi drogami podawania, obecnie badana
jest trzecia, czyli nadnaczyniéwkowa, w ktérej terapeutyki sg transportowane
w przestrzeni pomiedzy twardéwka a naczynidéwka i stanowi ona mniej inwa-

zyjna alternatywe dla wstrzyknie¢ podsiatkéwkowych®".
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Rycina 1. Dostarczanie do ciata szklistego jest tatwiejsze i wiaze si¢ z mniejszym ryzykiem
zwigzanym ze strukturalnym uszkodzeniem tkanek oka, jednak skoncentrowane dostarcza-
nie wektora do chorej tkanki moze by¢ problematyczne ze wzgledu na objetos¢ dyfuzyjna
ciata szklistego. Dostarczanie podsiatkéwkowe jest trudniejsze i powoduje przejsciowe od-
warstwienie siatkéwki, co stwarza ryzyko trwalego uszkodzenia, jednak efekty terapii geno-

wej i transdukcja do pobliskiej tkanki sa znacznie wicksze *°

5. Systemy dostarczania genéw
5.1 Wektory wirusowe

Pierwotna koncepcja zastosowania wektoréw zostata zaproponowana na
poczatku lat 90, gdzie retrowirusy z defektem replikacji byly wykorzysty-
wane jako wektory dostarczania gendéw, ale nadzieje te zostalty wkrétce osta-
bione przez obawy dotyczace skutkéw ubocznych, w tym reakcji zapalnych
i potencjalnej genotoksycznosci spowodowanej integracja wektora z geno-

mem. Postepy w wirusologii, immunologii i innych powiazanych dziedzinach
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doprowadzity do zidentyfikowania bezpiecznego i wydajnego narzedzia do-
starczania gendw - wirusa zwiazanego z adenowirusem (AAV) pochodzacego
2 niepatogennych i bezotoczkowych parwowiruséw z defektem replikacji'.
Pomimo ciaglego odkrywania nowych genéw odpowiedzialnych za IRD, do-
starczanie genéw za posrednictwem wirusa napotyka na kilka przeszkéd. Ze
wzgledu na sam charakter dostarczania genéw za pomoca wektoréw integru-
jacych, translacja, zastosowanie i Zzywotno$¢ terapii genowej byta ograniczona
przez konstytutywne wywolywanie odpowiedzi immunologicznej, mutage-
nez¢ insercyjna, tropizm wirusowy, aktywnos$¢ poza celem i wysoki profil
niepozadanych zdarzen klinicznych. Pomimo tego, ze terapia genowa jest po-
tencjalnie potgznym narze¢dziem do leczenia choroby na poziomie genetycz-
nym, niemozno$¢ przeprowadzenia kontrolowanej manipulacji i bezpiecznej
insercji transgenu, ograniczyla rzeczywiste jej zastosowanie3. Sukces terapii
genowej zalezy od wyboru wektora'. Dlatego tez identyfikacja bezpiecznych
i wygodnych wektoréw miala kluczowe znaczenie dla postgpu terapii ge-
nowe’. Dystrofia siatkowki wymaga trwatej korekeji, stad potrzeba jak naj-
dtuzszej ekspresji transgenu i niskiej immunogennosci. W ostatnich latach
oceniono mnéstwo wektoréw wirusowych i niewirusowych pod katem ich
skutecznosci transdukeji w komérkach najbardziej dotknictych zwyrodnie-
niem siatkéwki - RPE i fotoreceptorach. Korzystne sa wektory, ktére nie
integruja si¢ z genomem gospodarza, poniewaz taka integracja moze powo-
dowa¢ niepozadane zdarzenia po mutagenezie insercyjnej. Inne pozadane ce-
chy wektora obejmujg specyficzno$¢ komérkowa, w ktérej transdukowane sg
tylko komérki docelowe, z duzg lub nieograniczong zdolnoscig klonowania,
brakiem toksycznoséci i mozliwoscia wytwarzania przy wysokich mianach
i poziomach czystos’cil. Obecnie terapia genowa opiera si¢ na dostarczaniu
genéw za posrednictwem wiruséw i mechanizméw fizycznych (w tym za-
stosowania nanomateriatéw). Wektory wirusowe sa reprezentowane gléwnie
przez adenowirusa (AV), lentiwirusa (LV) i wirusa zwiazanego z adenowiru-
sem (AAV). Poniewaz wektory adenowirusowe s3 immunogenne, a wektory
lentiwirusowe integruja si¢ z genomem gospodarza, wektory AAV sa najko-
rzystniejszym wyborem do praktycznego zastosowania’.

5.1.1. Adenowirusy (AV)

Adenowirusy (AV) to rodzina wiruséw z liniowym dwuniciowym
DNA”. Sa najczesciej stosowana grupa wektoréw terapii genowej ze wzgledu
na ich zdolno$¢ do pomyslnej transdukeji do duzej liczby typéw komorek,
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a takie do uzyskania wysokiego poziomu ekspresji transgenu niezaleznie
od etapu cyklu komérkowego'. Istnieje 51 ludzkich serotypéw adenowiru-
sa, pogrupowanych od A do F. Wirusy A2 i A5 w podgrupie C sa wyko-
rzystywane w terapii genowej i nie sa onkogenne, dodatkowo nie wplywa-
ja na cykl komérkowy gospodarza, a tym samym nie prowadza do $mierci
komorki. Ponadto, poniewaz wirusowy DNA nie integruje si¢ z genomem
komérki gospodarza, nie powoduja mutagenezy’. Adenowirusy zostaly
w duzej mierze przetestowane jako wektory terapii genowej, gléwnie ze
wzgledu na ich pojemnos¢ fadunkowa (okoto 8—36 kb) i zdolno$¢ do trans-
dukdji wielu typéw komérek’. W poréwnaniu z innymi wektorami, wektory
adenowirusowe maja t¢ zalete, Ze moga przenosi¢ bardzo duze wstawki, do
48 kb, ale maja ograniczenia pod wzgledem bezpieczeristwa i braku dlugo-
wiecznosci ekspresji, ze wzgledu na ekspresje niektérych genéw wirusowych
w transdukowanych komérkach. To wyzwala odpowiedZ immunologiczna
przeciwko transdukowanym komérkom'. Dlatego konwencjonalne wektory
adenowirusowe (AV), skonstruowane przez zastapienie regionu El kaseta
transgenu odniosty tylko ograniczony sukces. Problemy te zostaly cz¢sciowo
rozwiazane za pomoca wektoréw drugiej i trzeciej generacjiz. Nowsze adeno-
wirusy drugiej generacji zostaty skonstruowane z dodatkowymi delecjami lub
mutacjami w wirusowych regionach E2 i E4, zapobiegajac ekspresji genéw
i replikacji genomu wirusa. Dalsza poprawa bezpieczenistwa i skutecznosci
wektoréw adenowirusowych nastapita wraz z opracowaniem wektoréw ade-
nowirusowych zaleznych od substancji pomocniczych, ktére sa pozbawione
wszystkich sekwencji kodujacych wirusa. Zawieraja tylko wirusowe odwré-
cone powtérzenia koficowe i sekwencje pakowania. Zachowuja one zalety
wektoréw adenowirusowych pierwszej generacji pod wzgledem wysokiej wy-
dajnosci w transdukcji in vivo i ekspresji transgenéw oraz sa w stanie posred-
niczy¢ w dlugoterminowej ekspresji transgenéw na wysokim poziomie przy
braku przewleklej toksycznosci. Jednak zglaszano problemy zwiazane z tymi
technikami, takie jak zanieczyszczenie wirusami pomocniczymi, niestabil-

nos¢ wektora i pojawienie si¢ adenowiruséw zdolnych do replikagji'.
5.1.2. Lentiwirusy (LV)

Lentiwirusy (LV) sa retrowirusami o wigkszej pojemnosci upakowania,
gdzie fadunek pojemnosci transgenu wynosi ~-8—10 kb, co czyni je atrakcyjna
alternatywa dla wektoréw AAV dla tych IRD, ktérych sekwencja kodujaca
gen sprawczy przekracza limit 4,7 kb, takich jak choroba Stargardta zwigzana
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2 ABCA4 i MYO7A, Zespét Ushera typu 1B, LV posiadaja odwrotng tran-
skryptaze, dzigki ktérej sa w stanie zintegrowad swoj retrotranskrybowany
prowirusowy DNA z chromosomami komérek gospodarza. Do tej pory ba-
dano retrowirusowy wariant ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci typu 1
(HIV-1) i wirusa niedokrwistosci zakaznej koni (EIAV)’. LV skutecznie in-
tegruja swoj genom z komdrka gospodarza, prowadzac do stabilnej ekspresji.
To jednak zwicksza ryzyko mutagenezy insercyjnej. Jak dotad zastosowanie
wektoréw lentiwirusowych do terapii genowej w oku wydaje si¢ ograniczaé
do korekgji genetycznej w RPE, poniewaz jest to jedyny rodzaj komérek
transdukowanych z wystarczajaco wysoka skutecznoscig do celéw terapeu-
tycznych. Wektory lentiwirusowe moga by¢ przydatne w leczeniu defektéw
fotoreceptoréw poprzez posredniczenie w dostarczaniu do RPE czynnikéw,

takich jak czynniki neurotroficzne lub antyapoptotyczne'.
5.1.3. Wirusy zwiazane z adenowirusami (AAV)

Wirusy zwiazane z adenowirusami (AAV) to wadliwe jednoniciowe (ss)
parwowirusy DNA z ponad 20 miejscami integracji w ludzkim genomie'.
Sposréd wszystkich wektoréw stosowanych w oku do terapii genowej, wek-
tory oparte na AAV stanowia najbardziej obiecujace podejscie do leczenia
wielu IRD pod wzgledem wydajnosci i stabilnosci transteru genéw. Kilka
cech czyni je odpowiednimi do terapii genowej siatkéwki, takich jak brak
patogennosci, minimalna immunogennos¢ i zdolno$¢ do transdukcji komé-
rek niedzielacych si¢. Giéwne problemy sa reprezentowane przez ich ogra-
niczong pojemnos$¢ pakowania, co wyklucza ich zastosowanie do leczenia
IRD spowodowanych mutacjami w genach, ktérych sekwencja kodujaca
przekracza 5 kb. Wirusy zwiazane z adenowirusami naleza do najmniejszych
wiruséw, z niezwini¢tym ikozaedrycznym kapsydem o dlugosci okolo 22
nm'. AAV typu dzikiego sa niezdolne do replikacji i wymagaja pomocni-
czych AV do wejscia w cykl lityczny, sa klasyfikowane jako dependowiru-
sy, ktére sa naturalnie pozbawione replikacji i niepatogenne'”. AAV moze
infekowa¢ zaréwno dzielace sig, jak i niedzielace si¢ komérki i ma szeroki
tropizm, ktéry pozwala mu infekowaé wiele typéw komorek w zaleznosci od
konkretnego serotypu'. Do tej pory z naczelnych wyizolowano 13 naturalnie
wystepujacych serotypéw AAV (AAVI-AAV13): rézne serotypy majg rézng
konformacje kapsydu i rézne whsciwosci, zwhaszcza jedli chodzi o tropizm”.
Rekombinowane wektory AAV (rAAV) stosowane w terapii genowej oparte

sa gtéwnie na serotypie 2 (AAV2); byt to pierwszy opisany ludzki serotyp
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i najlepiej scharakteryzowany serotyp AAV'. Genom rekombinowanego wi-
rusa zwigzanego z adenowirusem (rAAV) jest przetwarzany w dwuniciowy
kolisty episom, ktéry jest utrzymywany poza chromosomem. Podobna do
chromatyny struktura genomu wektora AAV nie wywoluje negatywnych
skutkéw dla komérek gospodarza i umozliwia dtugotrwaly ekspresje trans-
genu w niedzielacych si¢ komérkach. Biatko Rep dostarczane w postaci trans
eliminuje zdolnos¢ integracji genomowej’. Oprécz korzystnej toksycznosci
i profilu immunogennego, rekombinowane wektory AAV sa odpowiednie do
terapii genowej siatkéwki ze wzgledu na ich stabilny, nieintegrujacy materiat
genetyczny i zdolno§¢ do transdukeji postmitotycznych docelowych komérek
siatkéwki'’. Dodatkowa zaleta AAV jest to, ze jest matym wirusem, ktdry
moze fatwo dyfundowaé przez bariery biologiczne i w obrebie tkanki ner-
wowej. Jest to jedyny wektor, ktéry moze zapewni¢ dostarczanie genéw do
wewnetrznej siatkéwki po podaniu do ciata szklistego. Chociaz maty rozmiar
czastki AAV jest zaleta, to jest tez jej staboscia: 25-nm czastki AAV moga
pomiesci¢ zaledwie 4,7 kb materialu genetycznego, co ogranicza jego zasto-
sowanie w niektérych chorobach. Niemniej jednak AAV jest wirusem bez-
otoczkowym, a jego kapsyd mozna fatwo modyfikowaé za pomocy technik
inzynierii genetycznej. Na przyklad, zostal zaprojektowany tak, aby zapewni¢
dostarczanie genéw do glebszych warstw siatkéwki po podaniu do ciala szkli-
stego, eliminujac potrzebe odwarstwienia podsiatkéwkowego'. Wektory
oparte na AAV sa wykorzystywane do leczenia choroideremii (AAV2-REP1),
RP sprz¢zonego z chromosomem X (XLRP; AAV-RPGR, AAV-RPGR, rA-
AV2tYF- GRK1-RPGR), RP z powodu mutacji w PDE6B (HORA-PDEGB),
retinoschisis sprzezone z chromosomem X (AAV-RS1; rAAV2tYF-CB-hRS1)
i achromatopsj¢ (AAV- CNGB3, rAAV2¢YF-PR1.7-hCNGB3 i AGTC-402;
rAAVhCNGA3)".

5.2. Niewirusowy transfer genéw

Chociaz rézne wektory wirusowe wykazaly swéj potencjal w leczeniu
IRD, istnieje ciggla potrzeba ulepszenia wektoréw dostarczajacych. Dla-
tego tez wysitki badawcze zostaly skierowane réwniez na rozwéj niewiru-
sowych systeméw dostarczania, takich jak nanoczastki (NP), nagie DNA
czy liposomy, ktére sa znacznie tafsze i fatwiejsze w produkcji w duzych
ilodciach w poréwnaniu z wektorami wirusowymi'. Niewirusowe systemy
dostarczania maja pewne zalety w poréwnaniu z wirusowymi, w tym po-

tencjalnie nieograniczong pojemno$¢ fadunkowa, jednoczesne przenoszenie
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wielu lekéw, niska immunogenno$é. Niewirusowe systemy dostarczania
wykorzystujg czynniki fizykochemiczne do zaggszczania DNA i/lub trans-
portu go przez blony. Metody fizyczne obejmuja, na przyklad, sonoporacje
i elektroporacje (tj. uzycie ultradzwigkéw lub elektrycznosci w celu tym-
czasowego zwickszenia przepuszczalnosci komoérek) oraz bezposrednie
wstrzyknigcie DNA do komoérek docelowych, ktére nie zapewniaja ochro-
ny przed enzymatyczna degradacja terapeutycznych kwaséw nukleinowych.
Do $rodkéw chemicznych, ktére chroniag fadunek przed dziataniem nukle-
az, naleza m.in. liposomy kationowe i nanoczasteczki (NP)*. Sposréd réz-
nych metod, wstrzykiwanie lub elektroporacja komérek z nagim plazmido-
wym DNA sg szczegdlnie obiecujace, biorac pod uwagg ich bezpieczeristwo
i biokompatybilno$¢. Nanoczastki (NP) mozna wykorzysta¢ do dostarczenia
plazmidowego DNA zawierajacego funkcjonalna kopi¢ genu w siatkdwee'.
Pojemno$¢ nanoczasteczek DNA wynosi 20 kb. Ten wektor moze nie$¢ naj-
wickszy badany gen, gen USH, ktéry ma rozmiar 15,6 kb i jest odpowiedzial-
ny za zespét Ushera typu 2A°. Kompozycje nanoczastek metal/polimer maja
zdolno$¢ przechodzenia przez blong plazmatyczna, ucieczki z endosoméw
i transportu plazmidowego DNA do jadra. Lipidowe NP sa stabilne i bio-
kompatybilne i nie wywoluja odpowiedzi immunologicznej po podaniu do
oka. Zglaszano jednak pewne wady, takie jak nizsza ekspresja genéw w po-
réwnaniu z uzyskanag w przypadku tych samych transgenéw dostarczanych

przy uzyciu wektoréw wirusowych'.
6. Wyciszanie genéw

Augmentacja gendw jest uznanym podejéciem do recesywnych zaburzen
monogenowych, ale nie jest odpowiednia w przypadku choréb AD’. Cho-
roby dominujace stanowia dodatkowe wyzwanie dla ich leczenia za pomoca
terapii genowej, poniewaz w kilku przypadkach nieprawidtowe biatko nie
tylko wykazuje zaburzong funkcje, ale takze zmienia ekspresje lub funkcje
biatka typu dzikiego'’. W takich przypadkach celem terapeutycznym jest
zapobieganie ekspresji i kodowaniu nieprawidlowego biatka przez zmieniony
gen, keéry mégtby zaktécaé normalne funkcjonowanie komérki’. Wymaga
to supresji dominujacego allelu w celu zmniejszenia toksycznosci przy jed-
noczesnym zachowaniu ekspresji allelu typu dzikiego'*. W tym celu mozna
przyja¢ kilka réznych podejs¢, ktdre schematycznie moga dziata¢ na trzech
poziomach: DNA, mRNA i posredniego procesu pomigdzy nimi (tj. tran-
skrypcji). We wszystkich tych przypadkach, kwasy nukleinowe gospodarza
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moga by¢ celem na dwa sposoby, w sposéb zalezny od mutacji, przy czym
poszukuje si¢ specyficznego hamowania alleli w celu umozliwienia ekspresji
kopii genu typu dzikiego lub sposéb niezalezny od mutacji, w ktérym pota-
czone podejécie z augmentacja genu jest obowigzkowe, poniewaz obie kopie
genu (zmutowana i funkcjonalna) sa wyciszane i zastgpowane. Chociaz stra-
tegie specyficzne dla allelu nie zakl6caja endogennego genomu typu dzikiego,
podejécia niezalezne od allelu sa znacznie bardziej praktyczne, poniewaz nie
muszg by¢ dostosowywane do konkretnych mutacji powodujacych choro-
be. Strategie niezalezne od alleli wymagaja jednak ekspresji obu czasteczek
kwasu nukleinowego w tym samym wektorze i dlatego sa ograniczone przez

kwestie pakowania’.
5.1. Terapie oparte na DNA (edycja genomu)

Jak dotad system CRISPR/Cas9 jest uwazany za najbardziej zaawan-
sowane narzedzie do edycji genomu. System ten sklada si¢ z endonukleazy
Cas9, dostarczanej do komoérek docelowych w polaczeniu z kierujacym
RNA (sgRNA), ktére jest w stanie przecigé genom w dowolnym miejscu
genomu. Pekniecia dwuniciowe (DSB) utworzone przez enzym aktywu-
ja nastepnie jeden ze szlakéw naprawy DNA: laczenie nichomologicznych
koricéw (NHE]), naprawa ukierunkowana na homologic (HDR) lub la-
czenie za posrednictwem mikrohomologii’. NHE] to podatny na bledy
szlak edycji genomu, ktéry moze wprowadza¢ dodatkowe insercje i delecje
w DSB. Dochodzi do przesuni¢cia ramki odczytu w sekwencji, co moze
generowaé przedwezesne kodony stop, tworzac niefunkcjonalne biatko. To
podejscie moze by¢ stosowane do specyficznego hamowania zmutowanego
allelu, jedli przewodnik RNA celuje tylko w ten allel lub oba allele. NHE]
jest szeroko stosowany do delecji genéw. System Cas9 méglby potencjalnie
dziata¢ jako podejscie terapeutyczne do korygowania mutacji genetycznych
RP i wielu innych choréb dziedzicznych. Nieustanny rozwdj tej technolo-
gii w celu scharakteryzowania i poprawy bezpieczenistwa i wydajnosci edycji
genetycznej pomoze spebni¢ jej obietnice w leczeniu choréb genetycznych'.
Podejscie do degradacji transkryptéw oparte na CRISPR/Cas9 zostato
z powodzeniem zastosowane w badaniach nad autosomalnym dominujacym

barwnikowym zapaleniem siatkéwki (adRP) zwigzanym z mutacjami rodop-
syny (RHO- adRP)’.
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5.2. Wyciszanie mRNA

Strategie wyciszania mRNA opierajg si¢ na réznych inhibitorach anty-
sensownych (tj. czasteczkach kwasu nukleinowego, ktdre sa komplementarne
i hybrydyzuja z mRNA kodujacymi biatka) i dzialaja poprzez usuwanie cza-
steczek mRNA lub hamowanie ich translacji. Strategie wyciszania mRNA

obejmuja:
5.2.1. Rybozymy

Rybozymy to czasteczki RNA zdolne do katalizowania reakeji chemicz-
nej, ktére mozna wykorzysta¢ do promowania specyficznego miejscowego
rozszczepiania wigzania fosfodiestrowego w celu zahamowania ekspresji ge-
néw. Rybozymy byly pierwsza strategia terapeutyczng opartag na RNA bada-
na w IRD. Podejscie to zostalo jednak w duzej mierze porzucone i zastapione
nowszymi technologiami opartymi na RNA, gléwnie dlatego, ze sekwencja
rozpoznawania tych czasteczek jest silnie reprezentowana w ludzkim geno-
mie, co w konsekwencji wiaze si¢ z ryzykiem efektéw odbiegajacych od celu’.
Chociaz zastosowanie rybozyméw in vivo przyniosto obiecujace wyniki,
mozna uzyska¢ jeszcze silniejsze i trwalsze podejécie poprzez inhibicje RNA

za pomoca siRNA'.
5.2.2. Male interferujace RNA

Interferencja RNA (iIRNA) to kolejna technologia posttranskrypcyjnego
wyciszania genéw. (siRNA), to dwuniciowe (ds) czasteczki RNA o dlugosci
21-23 nukleotydéw zdolne do hamowania ekspresji gendéw poprzez wiazanie
si¢ z okreslonymi mRNA. Moga by¢ albo naturalnie otrzymywane, ktdre
- do celéw terapii genowej - sa ciete przez enzym RNazy I11 zwany Dicer’. Al-
ternatywnie, siRNA mozna wytworzy¢ syntetycznie, a nastgpnie bezposred-
nio wprowadzi¢ do komérki, omijajac w ten sposob mechanike Dicer'. To
drugie podejscie jest mniej immunogenne, poniewaz diugie ds-RNA moga
wywola¢ odpowiedZ immunologiczna’. Zazwyczaj najczesciej stosowana
strategig jest wstrzyknigcie do ciala szklistego. Poniewaz syntetyczne siRNA
moga by¢ degradowane przez endonukleazy, zwykle wymagane sa wielokrot-
ne wstrzyknigcia, ze zwigkszonym ryzykiem dziatan niepozadanych, takich
jak za¢ma, odwarstwienie siatkowki, krwotok do ciata szklistego i zapalenie

wnetrza gatki ocznej'.
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5.3. Oligonukleotydy antysensowne

Oligonukleotydy antysensowne (AON) to male czasteczki DNA lub
RNA, ktére mozna zaprojektowa¢ jako komplementarne do ich docelowych
mRNA. W ostatnich latach AONs sa przedmiotem rosnacego zainteresowa-
nia, poniewaz reprezentuja jedyne podejécie, poza augmentacja genéw, ktore
dotarto do $rodowiska klinicznego”. W poréwnaniu z terapia wzmacniajaca
geny, terapia oparta na AON ma wiele zalet. Dodatkowo, w tym przypadku
przywilej immunologiczny oka daje mozliwos¢ dostarczania czasteczek AON
bezposrednio do siatkéwki przez wstrzyknigcia do ciata szklistego lub pod-
siatkéwkowe, przy minimalnych toksycznych immunologicznych skutkach
ubocznych. W siatkéwkach humanizowanego mysiego modelu CEP290,
ktéry nosi mutacje LCA, dostarczanie nagiego AON za posrednictwem AAV
zmniejszylo liczbe nieprawidlowych transkryptéw CEP290, wykazujac, ze
AON stanowi doskonala strategi¢ leczenia LCA zwiazanego z CEP290. Te-
rapia oparta na AON moze by¢ skutecznym sposobem zatrzymania progresji

lub poprawy funkcji wzroku'.
5.4. Nieukierunkowane terapie genowe

Z ponad 270 genami powiazanymi z IRD, opracowanie metod
specyficznych dla mutacji lub nawet dla genéw staje si¢ wyzwaniem.
W tym kontekscie rola nieukierunkowanej terapii genowej jest zapewnie-
nie alternatywnych strategii, majacych na celu poprawe widzenia nieza-
leznie od genu sprawczego. Podj¢to préby dostarczania za posrednictwem
wektoréw AAV czasteczek zdolnych do przedluzenia przezycia komérek
fotoreceptoréw, w tym czynnikéw neurotroficznych, takich jak rzgsko-
wy czynnik neurotroficzny (CNTF), czynnik neurotroficzny pochodzacy
z linii komérek glejowych, podstawowy czynnik wzrostu fibroblastéw oraz
srodki przeciwapoptotyczne, takie jak inhibitor apoptozy sprze¢zony z chro-

mosomem X"
6. Zaburzenia nablonka barwnikowego siatkéwki
6.1. Wrodzona slepota Lebera (LCA)

Jedna z najci¢zszych postaci dziedzicznego zwyrodnienia siatkéwki

. , 17
jest wrodzona §lepota Lebera . Jest to grupa monogenowych, wrodzonych
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dystrofii siatkéwki, ktére zazwyczaj wykazujg wezesny poczatek i powazne
zaburzenia widzenia""*. LCA jest obecnie jedyna uleczalng IRD ze wzgledu
na sukces terapii genowej'. Dziedziczona jest zwykle w sposb autosomalny
recesywny, chociaz odnotowano réwniez wzorzec autosomalny dominuja-
cy" . LCA zostala po raz pierwszy opisana przez Theodore'a Lebera w 1869
roku”. U jednego mlodego dorostego pacjenta niewidomego od urodzenia
opisal konstelacje stabego lub nieobecnego widzenia ze Zrenicami amauro-
tycznymi, oczoplasem wedrownym i retinopatia barwnikows. Po$miertne
badanie histologiczne ujawnilo wyrazna atrofi¢ siatkéwki zaakcentowang
w warstwach zewngtrznych i obwodowych, pogrubienie i stwardnienie na-
czyni, zmiany w nablonku barwnikowym siatkéwki (RPE) i pigmentacje
srédsiatkdwkowa. W 1954 Franceschetti i Dieterle opisali brak lub znacz-
ne zmniejszenie mierzonej elektroretinografii (ERG) jako cech¢ charak-
terystyczng LCA, tym samym odrézniajac ja od innych dystrofii siatkéw-
ki”. Czesto$¢ wystepowania wrodzonej $lepoty Lebera wynosi od 1 na
33 000 do 1 na 81 000 i uwaza sie, ze stanowi ona >5% wszystkich IRD*’.
W patogenezie choroby zaangazowanych jest az 28 gendw, wigkszos¢ jest
wyrazana wylacznie lub gléwnie w siatkéwee lub nablonku barwnikowym
siatkéwki (RPE)**”'. Wykazano, ze geny te koduja biatka o zréznicowa-
nym zakresie funkcji w siatkéwee, biorace udziatl w fototransdukgji, cyklu
widzenia, rozwoju/integracji fotoreceptoréw, przy czym najczesciej wyste-
puja GUCY2D, CEP290, CRBI, RDHI2 i RPE65”. Mutacje w tych ge-
nach stanowia prawie 75% przypadkéw2l. Geny te reguluja takie procesy
jak transport do fotoreceptoréw rzgskowych (CEP290, IQCBI1, LCA5, RP-
GRIP1, SPATA7, TULPI1, IFT140), morfogeneza fotoreceptoréw (CRBI,
CRX, GDF6, CLUAPI1, PRPH2), fototransdukcja (AIPL1, GUCY2D,
RD3), cykl retinoidowy (LRAT, RDHI12, RPEGS), transdukcja sygnatu
(CABP4, KCNJ13), réznicowanie siatkéwki (OTX2), synteza guaniny (IM-
PDHI), fagocytoza zewngtrznego segmentu (MERTK), biosynteza koen-
zymu NAD (NMNAT1), podskfadnik kompleksu opiekunczego (CCT2)
lub innej nieznanej funkgji biatka (DTHDI1)*®, Wéréd tych genéw gen
RPEG5, ulegajacy ekspresji w komérkach RPE, koduje specyficzne biatko
65 kDa, ktére katalizuje konwersj¢ estréw all-trans retinylu do 11-cis reti-
nalu. Bez siatkéwki 11-cis opsyny nie moga wychwytywaé $wiadta i prze-
ksztalca¢ go w impulsy elektryczne. Utrata RPEGS zaburza cykl widzenia,
powodujac akumulacje estréw retinylowych w kropelkach lipidéw i wzrost
ziarnistosci lipofuscyny w komoérkach RPE. Rezultatem jest postepujaca

. . ’ .. 1 . . ,
degeneracja siatkowki i utrata wzroku . Pacjenci z wrodzong $lepota Lebera
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wykazuja powaing utrate wzroku'. LCA charakteryzuje si¢ stabym widze-
niem od urodzenia lub pierwszych kilku miesi¢cy zycia, plaskimi lub prawie
niewykrywalnymi odpowiedziami podczas elektroretinografii, oczoplasem
i nieprawidtowymi odruchami Zrenicowymi'"*’. Oslabienie lub brak od-
powiedzi ERG oraz objawy dna oka sa cechami charakterystycznymi sta-
nu w pierwszych latach zycia. Postep jest bardzo szybki, a pacjenci szybko
dos$wiadczaja $lepoty we wezesnej dorostosci, czego ostatecznym skutkiem
jest zazwyczaj catkowita utrata wzroku po 30/40 roku zycia"*. Dotkniete
choroba niemowleta czesto maja wysoka nadwzroczno$¢ lub rzadziej wy-
soka krotkowzroczno$é, co sugeruje uposledzona emmetropizacje. Biorac
pod uwage czesto cigzka i wezesna utrate wzroku, inne obszary rozwoju,
w tym mowa, umicjetnosci spoteczne i zachowanie, moga by¢ opéznione™.
Inne towarzyszace objawy okulistyczne obejmuja objaw oczno-palcowy (na-
wykowe pocieranie lub szturchanie oczu), zaéme, zez, wewnatrzsiatkéwkows
migracj¢ barwnika, zanik plamki z6ttej i blado$¢ nerwu wzrokowego. Nie-
rzadko zdarza sig, ze pacjenci z LCA majg powiazang niepetnosprawnosé
intelektualng”’. Dziedziczne retinopatie, takie jak wrodzona slepota Lebe-
ra typu 2 (LCA2), ktéra jest zwigzana z mutacjami w genie RPEG5, byly
przedmiotem wezesnych zainteresowan i sukcesu klinicznego.' Jeszcze dzie-
sig¢ lat temu IRD leczono gléwnie suplementami odzywczymi, ktérych ce-
lem bylo spowolnienie choroby'’. Wraz z postepem w dziedzinie genetyki
i péiniejsza identyfikacja gendéw sprawczych, obecnie istnieje znacznie lep-
sze zrozumienie patologii chorobowych w IRD. Aktualne podejscie polega
na klasyfikowaniu IRD na podstawie genotypu, a nie fenotypu. Leczenie
LCA od dawna budzi kontrowersje. Prébowano réznych terapii, w tym te-
rapii farmakologicznej, chirurgicznej, elektrycznej, ozonowej i komérkami
macierzystymi, zanim LCA stala si¢ pierwsza chorobg oka skutecznie leczo-
na terapia genowa. Terapia genowa LCA z woretygenem neparwowek (VN)
(LUXTURNA) jest pierwsza taka terapia zatwierdzong dla IRD w 2017 roku
po publikacji badan fazy III. Zostal opracowany przez Spark Therapeutics
jako AAV2- hRPEG5v2”'. Zatwierdzenie takiego podejscia terapii genowej

. . . . P 18
wywotalo wigksze zainteresowanie rozwojem terapii innych IRD ™.
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Tabela 1. Znane geny zwiazane z LCA, ich lokalizacja i funkcja 19

Disorder | Gene Location | Protein Function

LCAl GUCY2D 17p13.1 Guanylate cyclase 2D Phototransducti on

LCA2 RPEG5 1p31 65-kilodalton Retinoid
RPE-localized protein phototransducti on cycle

LCA3 SPATA7 14931.3 Spermatogenesi Unknown
s-associated protein retinal function

LCA4 AIPL1 17p13.1 Aryl cGMP-PDE
hydrocarbon folding, cell
interacting protein cycle progression

LCA5 LCA5 6ql4.1 Lebercillin Centrosomal or ciliary

function

LCAG6 RPGRIP1 14q11 RP GTPase regulator- | Outer segment formation
interacting protein 1

LCA7 CRX 9q13.3 Homeodomain Photoreceptor
transcription factor development

LCAS8 CRBI 1q31 Crumbs Photoreceptor
like protein 1 morphogenesis

LCA9 Unknown 1p36

LCA10 | CEP290 12q21.3 Centrosomal pro- Centrosome maintenance
tein (Bardet- Biedel
Syndrome)

LCAll | IMPDHI1 17q31.3 | Inosine monophosphate | Cell growth
dehydrogenase

LCAI2 | RD3 1q32.3 Retinal degeneration Nuclear PML bodies
protein

LCA13 | RDHI12 14q24.1 Retinol dehydrogenase | Retinoid phototransducti

on cycle

LCA14 | LRAT 4q32.1 Lecithin retinol Retinoid phototransducti
acyltransferase on cycle

LCA15 | TULP1 6p21.3 Tubby-like protein Phagocytosis

6.1.1. Gen GUCY2D (locus LCA1)

GUCY2D byl pierwszym genem powigzanym z LCA i jest jeda

2 najczestszych mutacji”’. Mutacja GUCY2D  (zlokalizowana na chro-

mosomie 17) odpowiada za 10-20% przypadkéw autosomalnej recesyw-

nej LCA i 40% przypadkéw autosomalnej dominujacej dystrofii precikéw

i czopkéw. Gen koduje biatko, cyklaze guanylanowa-1-retinylu (GC-1), kto-

ra jest wyrazana w zewngtrznych segmentach fotoreceptoréw, w wigkszym

stopniu w czopkach niz w precikach i bierze udzial w syntezie c-GMP
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GC-1 odgrywa wazna role w regeneracji fotoreceptoréw po fototransdukgji,
tym samym jego niedobér skutkuje biochemicznym odpowiednikiem prze-
wleklej ekspozycji na $wiatlo”’. Umozliwia wskrzeszenie kanatéw bramko-
wanych cGMP w komérce, przywracajac w ten sposéb spoczynkowy stan
depolaryzacji po bodzcu aktywacyjnym. U pacjentéw z LCA zwiazanych
z GUCY2D zwykle od wczesnego dzieciistwa wystepuje znaczna utrata
wzroku, $wiatlowstret, nadwzrocznos¢, oczoplas i wadliwy ERG. Terapia ge-
nowa na modelu zwierzgcym dla mutacji GUCY2D wykorzystuje zaréwno
wektory AAV, jak i lentiwirusowe” . Poczatkowo zastapienie genéw byto ba-
dane przy uzyciu wektora lentiwirusowego opartego na HIV1 w naturalnie
wystepujacym modelu kurczaka i wykazalo poprawe odruchéw optokine-
tycznych. Nastgpnie wiele grup odniosto sukees terapeutyczny w zmodyfiko-
wanych modelach mysich. Wykazano, ze zaréwno wektory wirusa serotypu
5 (AAVS), jak i rekombinowanego wirusa zwigzanego z adenowirusem o se-
rotypie 2/8 (AAV 2/8) niosace odpowiednio zwierzecy i ludzki komplemen-
tarny DNA (cDNA), przywracaja funkeje siatkéwki i chronig fotoreceptory
czopkéw w modelach myszy knock-out GC-1. Te udane badania na zwierze-
tach zaowocowaly zaawansowanym przygotowaniem do préby terapii geno-

wej na ludziach™.
6.1.2. Gen AIPL1 (locus LCA 4)

Mutacja genu AIPL1 odpowiada za 4-8% przypadkéw recesywnej LCA.
Wyrazany jest wylacznie w precikach, fotoreceptorach stozkowych i szy-
szynce’ . Warianty sekwencji w AIPL1 sa zwiazane ze stosunkowo ci¢zkim
fenotypem wrodzonej LCA, z cigika i szybko postepujaca utrata wzroku™.
U pacjentéw we wezesnym wieku rozwijaja si¢ zmiany barwnikowe i maku-
lopatie”. Wykazano, ze terapia zastepcza genéw z uzyciem wektora AAV2/8
w modelu myszy z knock-outem AIPL1 skutkuje przywréceniem funkgji
komérkowej z zachowaniem komérek fotoreceptorowych i poprawa funkgji
siatkéwki, pomimo ci¢zkiego, szybko post¢pujacego zwyrodnienia siatkéwki
o wezesnym poczatku™’. Sekwencja AIPL1 ma maty rozmiar (-1,2 kb), dzieki
czemu mozna ja sprawnie spakowad. Jednak ze wzgledu na szybka progresje

. . . . . 21
i wezesny poczatek, istnieje tylko waskie okno terapeutyczne™.
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6.1.3. RPGRIP1 (locus LCA 6)

Mutacja genu RPGRIP1 (chromosom 14qll) odpowiada za 5% przy-
padkéw LCA. RPGRIP1 koduje 1287-aminokwasowe biatko, ktére wiaze
si¢ z regulatorem GTPazy barwnikowej siatkéwki (RPGR) i jest niezbed-
ne do zakotwiczenia RPGR w rze¢skach taczacych miedzy wewngtrznym
i zewnetrznym segmentem fotoreceptoréw’ . W przeciwiefistwie do innych
form LCA, RPGRIP1-LCA wydaje si¢ by¢ wzglednie niepostepujacy, po po-
czatkowym szybkim pogorszeniu funkcji wzrokowych™. Ponadto fotorecep-
tory w Srodkowej siatkéwce pozostaja zachowane przez dtuzszy czas po pogor-
szeniu widzenia”'. Cechy te sugeruja szerokie okno mozliwosci potencjalnej
interwencji. Scharakteryzowano modele myszy i pséw z nokautem RPGRIP.
U myszy wykazano zaréwno poprawe morfologii segmentu zewngetrznego,
dluzsze przezycie fotoreceptordw, jak i lepsze zachowanie odpowiedzi ERG
w przypadku wymiany genu RPGRIP1 przy uzyciu zaréwno wektoréw
AAV2, jak i AAV8. W modelu psim wykazano réwniez poprawe funkdji fo-

toreceptoréw do 24 miesiecy po wstrzyknieciu podsiatkéwkowym™.
6.1.4. Gen CRBI1 (locus LCA 8)

CRBI to ,ludzki homolog genu Drosophila melanogaster”. Mutacje
CRBI zwiazane sa z RP, LCA (7-17% wszystkich przypadkéw) i niekt6ry-
mi innymi IRD. CRB1 bierze udzial w adhezji komérkowej, utrzymaniu
polaryzacji wierzchotkowo-podstawnej i komunikacji komérkowej. Uwaza
si¢, ze ma kluczowe znaczenie dla struktury i funkcji fotoreceptoréw. Wy-
stgpowanie mutacji CRBI rézni si¢ znacznie w réznych regionach geogra-
ficznych i waha si¢ od 17% w Hiszpanii do prawdopodobnie 0% (brak)
w Indiach. Terapia zastgpcza genéw w przypadku retinopatii zwiazanych
z CRBI jest wyzwaniem ze wzgledu na duze rozmiary cDNA, ktére zblizaja
si¢ do granic pojemnosci upakowania AAV. Innym wyzwaniem w terapii ge-
nowej CRBI jest réwnoczesna ekspresja wektora terapeutycznego w réznych

typach komérek, ktére wymagaja funkcji CRB'.
6.1.5. Gen CEP290 (locus LCA 10)

CEP290-LCA odpowiada za 15-20% przypadkéw, co czyni go naj-
*?l. CEP290 to biatko centrosomalne

, .. . 20,
czgsciej zaangazowanym genem
. (2l . :
obecne w rzgsce taczacej fotoreceptoréw™ . Oprécz transportu zwiazanego
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z mikrotubulami przez rzeske, jest wymagane do regeneracji segmentu ze-
wnetrznego (OS) i fototransdukeji’. Mutacja genéw kodujacych biatko rze-
skowe prowadzi do zaburzeni zwanych ciliopatiami. Bariera w dostarczaniu
CEP290 za posrednictwem AAV jest rozmiar cDNA (-8 kb), ktéry przewyz-
sza maksymalna pojemnos$¢ tradycyjnych wektoréw (-4,7-4,9 kb)'.

6.1.6. Gen RDH 12 (locus LCA 13)

Mutacja genu RDH12 odpowiada za okoto 4-5% recesywnej LCA™.
RDHI2 koduje dehydrogenaze retinolowa-12, sktadnik cyklu wzrokowego™.
Enzym jest obecny w wewnetrznym segmencie fotoreceptoréw i ma aktyw-
no$¢ redukrazy, ktdra redukuje all- trans-retinal do all-trans-retinolu. Enzym
naturalnie chroni przed nadmiernym gromadzeniem si¢ aldehydu retinowe-
go i wynikajaca z tego cytotoksycznoscia” . Jego niedobér moze powodowaé
toksyczno$¢ siatkdwkowa wtorng do akumulacji all-trans- retinalnej. Obie-
cujace wyniki terapii zastgpowania genu RDH12 za posrednictwem wektora
AAV2/8 u myszy z nokautem RDH12 wskazuja na mozliwo$¢ przeprowadze-
nia w przysztoéci badan klinicznych na ludziach®.

6.1.7. RPEG65 (locus LCA 2)

Mutacja RPE65 odpowiada zaréwno za LCA (3-16%), jak i recesywne
RP (-2%). Najwyzsza czgstos¢ wystgpowania wariantéw RPEG5 obserwuje
si¢ w populacjach rasy kaukaskiej (16,5%) i azjatyckiej (16%). Gen jest zlo-
kalizowany na chromosomie 1p31 i sktada si¢ z 31 eksonéw’' . RPEG5 koduje
izomerazg retinoidowg 65 kD wyrazang w RPE, stanowigcg krytyczny sktad-
nik cyklu retinoidowego™. Po raz pierwszy zostat opisany w 1993 r.” Biatko
RPEG5 odpowiada za produkcje 11-cis- retinalu z estréw all-trans-retinylo-
wych w nablonku barwnikowym siatkéwki. Brak 11- cis-retinalu prowadzi
do niezdolnosci opsyn do wychwytywania i przeksztalcania $wiatta w sygna-
by elektryczne™. Dochodzi do akumuladji estréw retinylowych w kropelkach
lipidéw i wzrostu ziarnistosci lipofuscyny w komérkach RPE. Rezultatem
jest postepujaca degeneracja siatkéwki i utrata wzroku’. Mutacja RPEGS
w rézny sposéb wplywa na fotoreceptory precikowe i czopkowe. Niedobér
11-cis retinalu w fotoreceptorach precikowych powoduje wezesna i gleboka
Slepote wzrokowa. Jednak fotoreceptory stozkowe maja alternatywna $ciez-
ke cyklu retinoidowego do generowania 11-cis-retinalu, ktéra nie zalezy od

. . . . , . . 21
RPEG5, a tym samym utrzymuje si¢ widzenie za posrednictwem stozka™.
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To wyjasnialoby, dlaczego dzieci z LCA zachowuja wzrok za posrednictwem
stozka. Niemniej jednak, ciagle pogarszanie si¢ stanu komérek stozkowych
w koncu doprowadzi do utraty wzroku wspomaganego przez komoérki stozko-
we'”’. Wickszoé¢ dzieci z niedoborem RPEGS5 wykazuje gleboka slepote nocna
od urodzenia, ale resztkowym widzeniem za posrednictwem czopkéw i cze-
sto tagodnym oczoplasem™. RPEG5-IRD zazwyczaj przedstawia sie przed 5
rokiem zycia. Niemowleta i male dzieci dotknigte choroba maja trudnosci
z nawigacja lub rozpoznawaniem przedmiotéw, zabawek i twarzy rodzicéw
w slabo oswietlonym otoczeniu. Powszechne jest wpatrywanie si¢ w jasno
oswietlone obiekty (fotofilia). Rodzice rozpoznaja réwniez oczoplas wahadlo-
wy o malej amplitudzie, rzadziej oczoplas rotacyjny. W przeciwienstwie do
innych form molekularnych LCA, pocieranie lub otarcia oka w celu wywo-
fania fotopsji, czyli objawu oczno-palcowego Franceschettiego, obserwuje si¢
tylko u pacjentéw z najcigzszymi zmianami’’. Modele zwierzece dostarczyty
bogatej wiedzy na temat patofizjologii LCA oraz umozliwily przetestowanie
bezpieczeristwa i skutecznosci wirusowej terapii genowej. Najbardziej zna-
nym z nich jest szwedzki pies Briard, ktéry ma naturalng delecje czterech par
zasad genu RPEG5. Podobnie jak ludzie, zwierzeta te sa $lepe od urodzenia
i nie maja odpowiedzi ERG. Wstrzyknigcie podsiatkéwkowe zrekombino-
wanego wektora wirusa zwiazanego z adenowirusem o serotypie 2 (AAV2)
z cDNA psiego RPEG5 z promotorem CMV i wzmacniaczem - aktyny
u 4-miesi¢cznych pséw spowodowaly poprawe ERG, odpowiedzi Zrenic i
zachowari zaleznych od wzroku'™”. Poprawa utrzymywala sie przez ponad
10 lat™. Analizy histologiczne ujawnity wykrywalna ekspresje 11-cis-retinalu
w siatkéwee, co wskazuje na funkcjonalny powrét szlaku transdukeji wzro-
kowej. Badania te wykazaly réwniez, ze wstrzyknigcia podsiatkéwkowe maja
wicksza skutecznos¢ niz wstrzykniecia do ciata szklistegol9. Sukces w mode-
lach psich i mysich zaowocowat czterema prébami klinicznymi terapii geno-
wej u ludzi®. Pierwsze badania kliniczna terapii zastepczej genéw rozpoczely
si¢ w 2007 roku. Pacjenci otrzymali pojedyncze wstrzyknigcie podsiatkéw-
kowe wektora AAV2 niosacego gen RPEG5 w najbardziej dotkniete choroba
oko'”. Wstepne wyniki zostaty podane w 2008 roku przez dwie niezalez-
ne grupy. Oprécz poprawy wynikéw wizualnych, badania funkcjonalnego
rezonansu magnetycznego (fMRI) dostarczyly dowodéw na to, ze ludzka
kora wzrokowa reaguje na odzyskiwanie funkgji siatkéwki za posrednictwem
terapii genowej. Multimodalne nieinwazyjne neuroobrazowanie ujawnito
dtugoterminowg plastyczno$¢ strukturalng drég wzrokowych u pacjentéw
z LCA, ktérzy otrzymali terapi¢ augmentacji genéw. Jednak w 2013 r. dwie
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grupy zglosity, ze wezesna poprawa widzenia u pacjentéw z LCA leczonych
RPEG5 utrzymuje si¢ do 3 lat, bez wykrywalnego pogorszenia widzenia. Jed-
nak zwyrodnienie siatkéwki nadal postgpowato. Te nowe odkrycia dowodza,
ze przynajmniej przez kilka lat terapia genowa moze poprawi¢ widzenie, ale
takze wskazuja, ze fotoreceptory nadal umieraja po szczytowej poprawie, nie-
zaleznie od leczenia'’. Zasugerowano, 7e ciagla degeneracja siatkéwki moze
by¢ spowodowana suboptymalng ekspresja RPEG5 w siatkéwee ludzkiej,
co doprowadzito do dalszych prac nad optymalizacjg wektora, promotora
i transgenu, majac nadzieje na uzyskanie trwalszych korzyéci”. Inny po-
tencjalny winowajca przemijajacych efektéw jest zwiazany ze stadium siat-
kéwki w momencie interwencji i post¢pujaca utrata podparcia troficznego
(zwlaszcza w odniesieniu do czopkéw). Zdrowsze fotoreceptory przetrwaly
w leczonej siatkéwcee, podczas gdy inne, bardziej obciazone preciki byly juz
w stanie przedapoptotycznym (,w punkcie bez powrotu”) i nadal umiera-
ty. Utrata funkcji widzenia w pdzniejszym czasie po leczeniu jest zgodna
z naturalnym postgpem zwyrodnienia. Co wigcej, zmniejszenie liczby foto-
receptoréw precikowych pomimo terapii moglo ostatecznie doprowadzi¢ do
utraty wsparcia troficznego dla czopkéw, ktére poczatkowo zareagowaly na
terapie'”. Mimo to badanie zostaly ogloszone jako przelomowe w dziedzi-
nie terapii genowej. Zatwierdzenie terapii genowe z RPEG5 zostalo wydane
w grudniu 2017 roku dla pacjentéw z dystrofig s i atkéwki spowodowana
mutacjami RPEGS. Byla to pierwsza zatwierdzona przez FDA terapia zastep-
cza genéw wykorzystujaca wektory AAV. Komisja Europejska zatwierdzita
VN w dniu 23 listopada 2018 r. jako jednorazowq terapi¢ zastgpcza genéw
w przypadku dystrofii*'. Dtugoterminowe badania kontrolne wykazaty inne
potencjalne skutki terapii genowej siatkéwki. Po 1,5 roku odpowiedz Zrenic
pozostala istotnie poprawiona, amplituda oczoplasu zmniejszyla si¢, ostrosé
wzroku z najlepsza korekcja nadal si¢ poprawiata. Funkcjonalne obrazowanie
metoda rezonansu magnetycznego (fMRI), stosowane do badania aktywa-
qji okreslonych obszaréw mézgu na dyskretne bodzce, przeprowadzono po
2 latach u trzech pacjentéw. Wraz z poprawa pola widzenia pacjenci wykazy-
wali wicksza aktywacje drég korowych w leczonym oku". Spark Therapeu-
tics nadal prowadzi badania kliniczne w celu okreslenia dlugoterminowe-
go dzialania leku Luxturnal. Rézne zdarzenia niepozadane dotyczace oczu
zwigzane z leczeniem w okresie obserwacji trwajacym od 1 do 6 lat obejmo-
waly makulopati¢ (5%), otwory w plamce (7%), rozerwanie siatkéwki (10%),
podwyzszone cisnienie wewnatrzgatkowe (IOP) (15%) i zaéme (20%). Ogdl-
nie rzecz biorac, 66% leczonych pacjentéw doswiadczyto jednego lub wiecej
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zdarzen niepozadanych dotyczacych oka, gtéwnie fagodnych lub umiarko-
wanych. U dwdéch (5%) uczestnikéw badania wystapifa nieodwracalna utrata
wzroku, jedna z powodu podwyzszonego zaniku wzroku zwigzanego z IOP,
a druga z powodu atrofii plamki z6ttej wtérnej do zabiegu®. Budzi to oba-
wy dotyczace stosowania tego zabiegu chirurgicznego w tkankach siatkéw-
ki uszczuplonych procesami zwyrodnieniowymi. Kolejnym z zagrozen jest
to, ze wirus nieumyslnie rozprzestrzeni si¢ do drugiego oka, jak pokazano
w jednym badaniu na psach, lub do mézgu. W jednym z raportéw biatko
RPEG5 odnotowano w oku kontrolnym, co sugeruje rozprzestrzenianie sie
wektora wirusowego przez aksony komérek zwojowych siatkéwki w nerwie

wzrokowym. Moze to reprezentowaé transneuronalne rozprzestrzenianie si¢
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przez komérki zwojowe siatkéwki lub przez komunikacje w ostonkach nerwu
wzrokowego~. Dopdki Luxturna nie stata sie dostepna, jedyne opcje leczenia
choroby zwiazanej z RPEG5 byly wspomagajace. Te zabiegi wspomagajace sa
nadal wazne. Duze wady refrakcji nie sa rzadkoscia w LCA i nalezy zapew-
ni¢ odpowiednia korekcje refrakeji. Pacjentom zaleca si¢ zwigkszenie ilosci
o$wietlenia w swoim otoczeniu, aby zmaksymalizowa¢ wykorzystanie ich
wzroku. Szturchanie gatki ocznej moze powodowaé atrofi¢ okologatkowej
tkanki ttuszczowej i jest uwazane za posrednia przyczyng stozka rogdwki
u pacjentéw z LCA. Szturchanie oczu mozna kontrolowad za pomoca terapii

behawioralnej i za pomoca okularéw ochronnych™.
6.2. Choroideremia (CHM)

Choroideremia (CHM) jest uwazana za recesywna, rzadka IRD zwia-
zana z chromosomem X, charakteryzujaca si¢ post¢pujacym, dosrodkowym
zwyrodnieniem siatkéwki, z czestodcia wystepowania 1:50 000 przypadkéw’.
Dotyka gléwnie mezczyzn"’. Charakteryzuje sic zwyrodnienim RPE, naczyti
wlosowatych i fotoreceptoréw. Pacjenci doswiadczaja postepujacego ograni-
czenia widzenia w nocy i utraty widzenia peryferyjnego w okresie dojrze-
wania oraz rdznego stopnia uposledzenia wzroku, az do $lepoty w péznych
fazach zycia. Kobiety nosicielki moga réwniez wykazywa¢ rézne stopnie cho-
roby"”. Zwyrodnienie siatkéwki jest wynikiem mutacji w genie CHM*. Kon-
sekwencja tego jest brak funkcjonalnego produktu genu CHM, biatka Rab-1
(REP1). Biatka Rab sg enzymami hydrolazy trifosforanu guanozyny, ktérych
funkcja jest niezbedna dla proceséw przemieszczania pecherzykéw w komoér-
kach. Bialka te reguluja tworzenie pecherzykéw, ruchliwos¢, wiazanie i fuzje
z blong oraz przekazywanie sygnaléw do innych organelli. Funkcjonalno$¢
Rab zalezy od aktywacji REP, a nastepnie prenylacji'’. Prenylacja jest waznym
procesem, ktéry posredniczy w faczeniu si¢ bialek cytozolowych z blonami
biologicznymi. Uwaza si¢, Ze nagromadzenie nieprenylowanych bialek Rab
jest gléwnym mechanizmem $émierci komoérek siatkéwki”. U ssakéw wyste-
puja dwa biatka REP, biatko REP1 i biatko REP2". W wiekszosci tkanek,
w tym w nadnerczach, mézgu i tarczycy, REP2 jest w stanie skompensowaé
niedobér lub niefunkcjonalnos¢ REP1'™*. Powody, dla ktérych REP2 nie za-
pobiega wystapieniu choroby w oku, nie zostaly jeszcze wyjasnione’. Uwaza
si¢, ze funkcjonalny niedobér REP1 i zmniejszona prenylacja Rab poczatko-
wo powodujg defekty w RPE, po ktérych wtérng konsekwencja jest $mieré
komérek fotoreceptoréw'”. W rzadkich przypadkach CHM moze by¢ czedcia
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zespotu sasiedniego genu. U mezczyzn z duzymi delecjami dodatkowej czesci
chromosomu X, innej niz Xq21, moze rozwina¢ sic CHM wraz z wadami wro-
dzonymi, rozszczepem wargi i podniebienia, agenezja ciata modzelowatego
i powaznymi deficytami poznawczymi’. Choroideremia jest obiecujacym
kandydatem do terapii genowej. cDNA CHM (1,9 kb) jest wystarczajaco
maly, aby dopasowa¢ si¢ do wielkosci wektoréw AAV2. Poprzez wprowadze-
nie funkcjonalnego genu CHM i zwickszona ekspresje biatka REP1, tera-
pia genowa choroideremii ma na celu przywrécenie wewnatrzkomérkowego
transportu bialek i zmniejszenie akumulacji produktéw przemiany materii
w komérkach siatkéwki, a tym samym spowolnienie lub zatrzymanie po-
gorszenia widzenia. Wykazano, ze konstrukt wektora AAV2 kodujacy REP1
(AAV2-REP1) dostarcza funkcjonalna wersje genu CHM do komérek RPE
i fotoreceptoréw. Przywrécenie ekspresji i funkcji REP1 wykazano w mo-
delach komérkowych i zwierzecych, a celem tych badan byta funkcjonalna
aktywacja biatek Rab, przywrécenie aktywnosci prenylacji, a w modelach
zwierzgcych pozytywny wplyw na czynnos¢ siatkéwki. Pierwsze badania
byly przeprowadzone na modelach choroideremii in vitro, gdzie stosowano
wadliwe limfocyty i fibroblasty pozbawione REP1 izolowane od pacjentéw.
Wyniki wykazaty skuteczne dostarczanie REP1 do dotkni¢tych komérek, jak
réwniez przywrécenie ekspresji i funkcji biatka. W kolejnym badaniu mo-
dele choroideremii in vitro zostaly wygenerowane przy uzyciu limfoblastéw
lub indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych od pacjentéw.
Zaobserwowano 50-krotny wzrost ekspresji REP1 w komérkach traktowa-
nych AAV2- hCHM w poréwnaniu z komérkami niezainfekowanymi. Tran-
sdukcja dotknigtych komérek transgenem CHM przywrécita aktywnosé
enzymatycznag REP1 i skorygowala defekt transportu biatka spowodowany
utrata funkcji tego genu'’. Wyniki pierwszego badania klinicznego na lu-
dziach siegaja 2014 roku2. Badanie to bylo badaniem I fazy i objelo 6 mez-
czyzn w wieku 35-63 lat, reprezentujacych rézne stadia choroideremii i zwy-

. . 10,22
rodnienia dotka

. Wstepne wyniki wykazaly poprawe funkeji precikéw
i czopkdéw oraz $redni przyrost odczytanych liter o 3,8 litery. Zaobserwowano
réwniez trwaly poprawe wzroku u 2 z 6 pacjentéw, z postepujaca degeneracja
i utrata wzroku u nieleczonych grup kontrolnych®. Dane z tych badan po-
kazuja, ze podsiatkéwkowe dostarczanie funkcjonalnego genu CHM ulatwia
ekspresjc REP1, tym samym spowalniajac lub zatrzymujac postep choroby

. . . . 10
i pogorszenie widzenia .
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7. Zaburzenia fotoreceptoréw
7.1. Barwnikowe zapalenie siatkéwki (RP)

Uwaza si¢, ze RP jest najczestsza IRD i dotyka 1,5 miliona ludzi na
calym $wiecie, a czgsto$¢ wystgpowania waha si¢ od 1 na 3000 do 1 na 4000
w niektérych populacjach'. Jest to heterogeniczna grupa IRD o zmiennych
fenotypach — od tagodnej postaci po catkowitg $lepote — oraz genotypach —
z ponad 100 zidentyfikowanymi genami. Mozliwe s3 tutaj wszystkie wzor-
ce dziedziczenia, w tym autosomalne dominujace, autosomalne recesywne
lub zaburzenia sprz¢zone z chromosomem X, podczas gdy dziedziczenie
matczyne (mitochondrialne) jest bardzo rzadkie’. XLRP ma zwykle ciezszy
przebieg niz RP dziedziczone autosomalnie recesywnie, podczas gdy pacjenci
z autosomalnym dominujacym RP maja na ogét najlepsze rokowanie pod
wzgledem utrzymania ostrosci wzroku. Okolto 20-30% pacjentéw z RP ma
posta¢ syndromiczng, ktéra wigze si¢ z dodatkowymi nieprawidtowosciami
poza okiem’. Barwnikowe zapalenie siatkéwki charakteryzuje sie postepujaca
utratg funkdji fotoreceptoréw i integralnosci strukturalnej'. W poczatkowych
stadiach dochodzi do degeneracji komérek fotoreceptorowych precikéw, po-
wodujac $lepote nocna, z trudno$ciami w widzeniu w stabym $wietle™”. Wraz
2 postepem choroby nastepuje $mier¢ czopkéw i pogorszenia ostrosci wzroku®.,
RP poczatkowo objawia si¢ $lepota zmierzchowa i utrata widzenia obwodo-
wego, ostatecznie prowadzaca do utraty widzenia centralnego w pézniejszym
iyciu”. Po wykryciu mutacji genetycznych u pacjentéw z RP rozpoczgto
u tych pacjentéw badania zwiazane z terapia genowa. Istnieja dwa podejscia
do terapii genowej w RP. Pierwsze podejscie polega na umieszczeniu normal-
nej kopii chorego genu w AAV i podaniu przez wstrzyknigcie podsiatkéwko-
we. Drugim podejsciem jest inaktywacja zmutowanego genu9.

7.1.1. RPGR-XLRP

Barwnikowe zwyrodnienie siatkéwki sprz¢zone z chromosomem X
(XLRP) stanowi 10—20% wszystkich RP*”. Do tej pory zidentyfikowano
trzy geny powodujace chorobe: regulator GTPazy RP (RPR) w locus RP3,
zwyrodnienie barwnikowe siatkéwki 2 (RP2) w locus RP2 oraz zesp6t ustno-
-twarzowo-palcowy typu 1°. Przy czym mutacje w genie regulatora GTPazy
RP (RPGR) odpowiadaja za okoto 70% postaci choroby sprz¢zonej z chro-
mosomem X. RPGR jest zakotwiczony w rzesce aczacej segment wewnetrzny

337



PAULINA REDEL, ANETA RASINSKA, MAGDALENA KALUCKA-JANIK, MARTA GMEREK

i zewngetrzny komérki fotoreceptora i bierze udziat w mechanizmie bramko-
wania ulatwiajacym i ograniczajacym ruch bialek, zwlaszcza opsyn, miedzy
segmentami. Chociaz nie jest to jeszcze w pehli wyjas’nione, uwaza si¢, ze

degeneracja fotoreceptoréw obserwowana u pacjentow z XLRP spowodowa-
na mutacja w RPGR jest wynikiem wadliwego transportu biatek w rzgskach

taczacych’. Barwnikowe zwyrodnienie siatkéwki sprzezone z chromosomem

X jest uwazane za najbardziej agresywny podtyp genetyczny RP, hemizygo-
tyczne samce wykazuja szczegdlnie ciezki fenotyp, charakteryzujacy si¢ weze-
snym poczatkiem i szybka progresja, ostatecznie prowadzacym do $lepoty
pod koniec trzeciej dekady zycia’. XLRP to IRD z najwicksza liczba trwa-
jacych badan klinicznych dotyczacych terapii genowej, z ktérych wszystkie

opieraja si¢ na strategii zastgpowania gendéw za posrednictwem AAV2. Wy-
kazano, ze wstrzykniecie podsiatkéwkowe wektora AAV2/5 niosacego ludzki

RPGR do psiego modelu XLRPA2 powstrzymuje zwyrodnienie siatkéwki

i powoduje korekte translokacji biatka opsyny”*.

7.1.2. RHO-RP

Gen rodopsyny (RHO) byl pierwszym zidentyfikowanym genem po-
wodujacym RP?. Zdecydowana wickszoé¢ mutacji RHO wykazuje wzorzec
dziedziczenia AD (RHO- adRP), stanowiacy 30% przypadkéw RP*’, RHO
koduje rodopsyng, ktéra stanowi ponad 90 % catkowitego biatka w zewngtrz-
nych segmentach fotoreceptoréw precikowych. Rodopsyna pochtania swiatlo
wpadajace do oka i zostaje aktywowana, inicjujac szlak transdukeji wzroko-
wej. Stwierdzono, ze mutacje w RHO wplywaja na faldowanie, aktywacje
i transport biatka rodopsyny, zaklécajac w ten sposéb cykl widzenia i wply-
wajac na funkcje widzenia’. IRD zwiazane z toksycznym nabraniem funk-
Gji nie moga by¢ leczone metoda zastepowania genéw’. Ekspresja ze zmuto-
wanego allelu musi zosta¢ wyciszona. Opracowano dwuetapowe podejscie,
w ramach ktérego allele RHO zmutowanego i typu dzikiego sa thumione za
pomocy interferencji kwasu rybonukleinowego i wprowadza si¢ odporny na

supresje funkcjonalny gen RHO’.
7.1.3. PDE6B-RP

PDEGB koduje podjednostke beta cGMP-fosfodiesterazy precika, en-
zymu, ktéry odgrywa kluczowa role podczas fototransdukeji. Mutacje

w PDEGB odpowiadaja za 2— 5% autosomalnego recesywnego barwnikowego
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zwyrodnieniasiatkéwki (arRP)’. Podsiatkéwkowe podawanie AAV2-MERTK
w modelu mysim zapobiegato degeneradji fotoreceptoréw'.

7.1.4. PDEGA-RP

PDEGA koduje podjednostke alfa cGMP-fosfodiesterazy precika. Utra-
ta funkeji tego enzymu prowadzi do chronicznie podwyzszonych pozioméw
c¢GMP, co powoduje zwickszony naptyw wapnia do komérki, a tym samym

hiperaktywacj¢ szlakéw $mierci komérkowej. Mutacje w PDEGA powoduja
2-5% arRP’.

7.1.5. RLBP1-RP

RLBP1 (znany réwniez jako CRALBP) koduje komérkowe biatko wia-
zace aldehyd retinowy, ktére dziala gléwnie jako akceptor 11-cis-retinalu
podczas etapu izomeryzacji cyklu widzenia’.

7.1.6. MERTK-RP

MERTK koduje kinaze¢ tyrozynowa Mer zaangazowang w szlak trans-
dukeji sygnatu, ktéry reguluje liczne procesy komérkowe. W siatkéwcee ulega
ckspresji w RPE i bierze udziat w fagocytozie OS precikéw’. Podsiatkéw-
kowe podawanie AAV2-MERTK w modelu mysim zapobiegato degeneracji
fotoreceptoréw’.

7.2. Zesp6t Ushera (USH)

Zespdt Ushera obejmuje grupe zaburzen dziedzicznych charaktery-
zujacych si¢ podwéjnym uposledzeniem czuciowym ukladu stuchowego
i wzrokowego, ze zmiennym obrazem dysfunkcji przedsionkowej w czgsci
przypadkéw. Jest najczestsza przyczyna lacznego ubytku wzroku i stuchu,
odpowiadajaca za ponad polowe przypadkéw wrodzonej gluchoty-slepoty.
Szacuje si¢, ze czgsto$é jej wystgpowania wynosi od 4 do 17 na 100 000
0s6b na catym $wiecie. USH stanowi 5% wszystkich przypadkéw wrodzonej
gluchoty i 18% wszystkich przypadkéw zwyrodnienia barwnikowego siat-
kéwki (RP)”. Zesp6t zostat po raz pierwszy opisany w 1858 r. przez nie-
mieckiego okulist¢ Albrechta Von Graefe, u trojga rodzenistwa z réwnoczesna

wrodzong gluchotg i RP, zostal pézniej nazwany na cze$¢ Charlesa Ushera,
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szkockiego okulisty, kt6ry ustalit jego dziedzicznos¢ (1914 r.)”. Utrata wzro-
ku we wszystkich przypadkach jest postgpujaca i objawia si¢ barwnikowym
zwyrodnieniem siatkéwki (RP), charakteryzujacym si¢ stopniowa degenera-
cja fotoreceptoréw. W pierwszej kolejnosci dochodzi do utraty funkdji preci-
kéw obwodowych, co prowadzi do $lepoty nocnej i zwezenia pél widzenia,
a nastepnie §mierci czopkéw i powainych zaburzen widzenia®™. USH jest
zaréwno klinicznie, jak i genetycznie niejednorodny i dzieli si¢ na trzy od-
rebne podtypy kliniczne (USH1, USH2 i USH3), zwiazane z wieloma ge-
netycznymi loci, rézniace si¢ stopniem zaawansowania utraty stuchu oraz
obecnoscia lub brakiem dysfunkcji przedsionkowej, przy czym utrata wzroku
spowodowana RP jest wspélna dla wszystkich trzech podtypéw””. Okoto
98% pacjentéw z zespotem USH nalezy do podgrup choroby typu 1 lub typu
2. Natomiast USH3 jest stosunkowo rzadki, stanowiac okoto 2% wszystkich
przypadkéw’®. Wizystkie typy zespotu Ushera sa dziedziczone w sposob au-
tosomalny recesywny. Do tej pory zidentyfikowano co najmniej 10 genéw
sprawczych. Geny Ushera koduja szereg strukturalnie i funkcjonalnie od-
rebnych biatek; obejmuja one biatko motoryczne wigzace ak tyne (miozyna
VIIA , USHIB), biatkasz kieletowe (harmonina, USH1C; USH1G; USH2D),
biatka odpowiedzialne za adhezja komérkowa/biatka transblonowe (kadhe-
ryna 23, USHID; protokadheryna 15, USH1F; usherin, USH2A; clarin-1,
USH3A), receptor adhezyjny (ADGRV1, USH2C) oraz biatko wiazace wapni
i integryny (CIB2, USH1J)27. Biatka kodowane przez geny odpowiedzialne
za rozw6j USH tworza kompleksy, ktére odgrywaja kluczowa role w roz-
woju i utrzymaniu struktur komérkowych w obrebie ucha wewnetrznego
i siatkéwki, majace minimalng zdolno$¢ naprawy lub regeneracji. W §lima-
ku stereocilia s3 odpowiedzialne za przeksztalcanie bodZcéw mechanicznych
z fal ci$ nienia akustycznego na sygnaly chemiczne. Chorobotwoércze mu-
tacje w genach USH moga destabilizowad polaczenia, powodowaé defekty
w transporcie biatek i morfologii, hamujac w ten sposéb transdukcje mecha-
nosensoryczna” . Chociaz obecnie nie ma dostepnego leczenia, opracowuje
si¢ wiele strategii terapeutycznych dla RP zwiazanych z zespotem Ushera
i innych dziedzicznych choréb siatkéwki (IRD): obejmuja one zastgpowanie
gendw, edycje genéw, supresje nonsensowna i podejécia oparte na oligonukle-
otydach antysensownych (ASO), a wiele obiecujacych metod leczenia jest w
trakcie badari”’. W zaleznosci od stopnia ubytku stuchu zesp6t Ushera dzieli

si¢ na trzy podtypy kliniczne.
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7.2.1. Zesp6t Ushera typu 1

Zespdt Ushera typu 1 (najczestsza postal) charakteryzuje si¢ gleboka,
wrodzong gluchota czuciowo-nerwowg (z nastgpcza gluchota przedjezykows
lub cigzkim uposledzeniem mowy), objawami przedsionkowymi i retinopa-
tig o poczatku wieku dzieciecego’. Wynika z mutacji w MYO7A (USH1B),
HARMONIN (USHI1C), CDH23 (USH1D), PCDHI15 (USH1F), SANS
(USHIG) i CIB2(USH1))”. Sposréd tych genéw MYOT7A jest najczestsza
przyczyna Ushera 1, stanowiac ponad polowe przypadkéw, bedacy pierw-
szym zidentyfikowanym genem USH1”"?. MYO7A koduje miozyne VIIA,
zaangazowang w transport melanosomoéw i fagosoméw wzdhuz filamentéw
aktynowych w RPE oraz opsyny i innych bialek fototransdukeyjnych w fo-
toreceptorach’. Petni krytyczne funkcje zaréwno w uchu wewnetrznym, jak
i siatkéwee”. Gen MYO7A ma 49 eksonéw i obejmuje okolto 87 kb sekwen-
¢ji genomowej na chromosomie 11q13.5, tym samym znacznie przekracza-
jac pojemno$¢ tadunkowa wektoréw AAV2. Konwencjonalny AAV ma mala
pojemnos$¢ pakowania w poréwnaniu z wektorem lentiwirusowym (4,7 vs.
8,5 kb)*. Z tego powodu podjeto préby dostarczenia MYO7A w mysim
modelu zespolu Ushera typu 1B za pomoca wektora lentiwirusowego EIAV
niosacego gen typu dzikiego (EIAV-CMV-MYO7A)’. Wykazano, ze podsiat-
kéwkowe dostarczanie natywnego MYO7A w obrebie wektora EIAV u myszy
znacznie zmniejszylo utratg¢ fotoreceptoréw i poprawilo wewnatrzkomér-
kowy transport biatka G. To samo badanie wykazalo, ze wstrzyknigcie jest
bezpieczne u makakéw, co sklonilo do rozpoczecia badania fazy 1/11a obej-
mujacego podsiatkéwkowe jednooczne wstrzyknigcie wektora EIAV -MY-
O7A (UshStat) u pacjentéw z zespotem Ushera 1B, Podjeto réwniez proby
przywrécenia stuchu i funkcji przedsionkowej w mysim modelu USH1 przy
uzyciu antysensownego oligonukleotydu (ASO). Jest to pierwsza interwencja
terapeutyczna majaca na celu ratowanie funkcji przedsionkowej i stuchowej
w mysim modelu ludzkiej dziedzicznej gluchoty. ASO blokuje nieprawidtowe
miejsce sktadania w mysim modelu USHIC, blokujac nieprawidfowe miejsce
splicingu w celu promowania prawidfowego, w efekcie syntetyzowane jest
funkcjonalne biatko harmoniny, ktére przywraca funkcje przedsionkowa
i stuchowa. Pacjenci z USH2 zazwyczaj majg umiarkowany ubytek stuchu,
prawidlowa funkcje przedsionkows i rozwijaja RP we wczesnej dorostosci”.
Ich objawy RP na ogdt zaczynaja sic w drugiej dekadzie®. W przypadku
USH2A, cho¢ jest on powiazany z recesywnymi IRD, szereg czynnikéw,
w tym slabe zrozumienie fizjologicznej funkeji usheryny i wielkosci genu
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USH2A (15 kb), stoi na przeszkodzie strategii zastepowania genéw’. Pacjen-
ci z chorobg typu III spowodowang mutacjami w genie CLRN1 (USH3A)
majg postepujacy ubytek stuchu, zmienna dysfunkcje przedsionka i zmienny
poczatek RP, keéry szybko przechodzi do lepoty w czwartej dekadzie zycia™.
Biorac pod uwage zatwierdzenie przez Agencje ds. Zywnosci i Lekéw oraz
Europejska Agencje Lekéw terapii genowej Spark Therapeutics - Luxturna
dla pacjentéw z chorobg siatkéwki zwiazana z RPEGS, terapia zastgpcza ge-
néw stata si¢ bardziej prawdopodobng przyszla opcjg leczenia kilku podty-
p6éw Ushera. Jednak takie terapie sa bardzo kosztowne, a konwencjonalne
metody wirusowe nie sa odpowiednie dla bardzo duzych genéw, takich jak

USH2A (dtugos¢ cDNA >15 kb)”.
7.3. Choroba Stargardta

Choroba Stargardta jest najczgstsza dziedziczna dystrofig plamki ié}tejl.
Czesto$¢ wystepowania wynosi 1:8 000—10 000 przypadkéw’. Chorobe Star-
gardta mozna wyrézni¢ w trzech réznych postaciach: (I) STGDI, najczestsza
posta¢, wykazuje transmisj¢ homozygotyczng lub heterozygotyczna ztozong
z AR i jest spowodowana mutacjami w genie ABCA4; (II) STGD3, ktéry jest
okreslany przez mutacje AD w genie ELOVL4; (III) STGD4, rzadka posta¢
AD zwiazana z mutacjami w genie PROM1”. Pacjenci wykazuja obustron-
ng centralng utrat¢ wzroku, w tym dyschromatopsj¢ i mroczki centralne,
z charakterystycznym zanikiem plamki zéttej i z6tto-biatymi plamkami na
poziomie nablonka barwnikowego siatkéwki (RPE)”. Biatko ABCA4 jest
biatkiem transportowym niezbednym dla cyklu wzrokowego. Odpowiada
za przenoszenie retinoidéw, w szczeg6lnosci N- retynylidenofosfatydyloeta-
noloaminy i fosfatydyloetanoloaminy’. Mutacje w ABCA4 prowadza do
tworzenia toksycznych zwiazkéw retinoidowych”. Komérki RPE zuiywaja
pochodne retinoidu, a poniewaz A2E jest nierozpuszczalny, utrzymuje si¢
w tych komérkach, gdzie ma tendencj¢ do agregacji i tworzenia lipofuscyny.
To ostatecznie prowadzi do uszkodzenia i degeneracji komérek RPE, a kiedy
komoérki RPE umieraja, wspierane przez nie fotoreceptory zaczynajg tracic
funkgje, a ostatecznie takze ulega¢ degeneracji. Pomimo tego, ze jest najczest-
sza przyczyna dziedzicznej $lepoty u dzieci, choroba Stargardta nie osiagneta
jeszcze takiego samego sukcesu w badaniach klinicznych, jak w przypadku
innych dziedzicznych choréb siatkéwki’'. Terapia zastepcza genéw jest ukie-
runkowana na zdolne do zycia fotoreceptory, a podstawowym celem jest spo-

wolnienie lub zapobieganie dalszej degeneraciji siatkéwki; wigc optymalna jest
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wezesna interwencja’’. STGDI bytby uwazany za silnego kandydata do stra-
tegii suplementacji gendéw, ale duza sekwencja kodujaca ABCA4 o dtugosci
6,8 kb prowadzi do trudnosci w dostarczaniu genéw, poniewaz preferowa-
nym wektorem jest wirus zwiazany z adenowirusem (AAV), ktéry ma opty-
malna zdolno$¢ upakowania ~4,7 kb”'. Ukierunkowalo to rozw6j wektora
EIAV, ktéry, jak wykazano, zmniejsza akumulacje lipofuscyny w fotorecep-
torach po inickgji podsiatkéwkowej w mysim modelu Abca4*’. Odnotowano
réwniez obiecujgce wyniki w modelach zwierzecych z technika niewirusowa

oparta na podsiatkéwkowym dostarczaniu samoorganizujacych si¢ NP’
7.4. Achromatopsja (ACHM)

Achromatopsja jest rzadka, fenotypowo i genotypowo niejednorod-
na IRD z bardzo nielicznymi widocznymi oznakami zwyrodnienia czopka
podczas badania dna oka"”. Jest to zaburzenie autosomalne recesywne, cha-
rakteryzujace si¢ $wiattowstretem, oczoplasem, $lepota barw i bardzo niska
ostroécia wzroku'. ACHM dotyka okolo 1 na 30 000 do 80 000 oséb™™.
Moze wystgpowaé w postaci pelnej lub nickompletnej. Pelny ACHM charak-
teryzuje si¢ catkowitym zniesieniem funkgji czopkéw i catkowitym brakiem
percepcji koloréw. Inne cechy obejmuja $wiattowstret, oczoplas wahadtowy,
mroczki centralne i duze wady refrakcji’. Pacjenci zwykle wykazuja catko-
witg utrat¢ funkeji czopka, na co wskazuje brak zapiséw elektroretinogramu
(ERG). Niepetny fenotyp wystepuje rzadziej, ale nie jest wyraznie skorelowa-
ny z podstawowa mutacja’ . Mutacje w szesciu genach sa odpowiedzialne za
ponad 90% wszystkich przypadkéw ACHM, z ktdrych pig¢ jest zaangazo-
wanych w proces fototransdukgcji. CNGA3 i CNGB3, kodujace podjednostki
a i b kanatu kationowego bramkowanego cyklicznym nukleotydem CNG
w czopkach, tacznie odpowiadaja za 70-80% przypadkéw ACHM. GNAT2
koduje katalityczna podjednostke a transducyny biatka G i odpowiada za
rzadka posta¢ (<2%) ACHM?®. Préby na zwierzetach wykazaly, ze terapia ge-
nowa moze przywrécié elektrofizjologiczna funkcje czopkéw™. Doniesiono
o obiecujacych wynikach badan przedklinicznych dla ACHM spowodowa-
nego mutacjami w genach CNGA3, CNGB3 i GNAT2. Badania te zosta-
ty przeprowadzone na modelach myszy knock-out CNGA3 oraz naturalnie
wystepujacych modelach myszy, owiec i pséw. Metody zastgpowania gendw
sa skuteczne i trwale w ACHM, zwlaszcza jesli sa podawane we wezesnym
okresie zycia. Poza tymi zache¢cajacymi danymi, ACHM wydaje si¢ szczegdl-

nie odpowiedni do augmentacji genéw z wielu powodéw, w tym obecnosci
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zywych czopkéw u wszystkich pacjentéw oraz jego stacjonarnego lub wolno

. . . 2
postepujacego charakteru, co zapewnia szerokie okno terapeutyczne”.

A Gene supplementation

Vector Unhealthy cell Healthy cell
AAV2, AAV2I4, AAV2IS - - - - - o e LCAZ ~orommonm oo RPE65
AAVD = e Choroideremia ---------- REP1
AAND =mmemanens MERTHK retinitis pigmentosa - ---- MERTK
AAVD e E s Achromatopsia --------- CNGB3
L e Achromatopsia ---------- CNGA3
AAV2, AAV2SS - ------ X-linked retinitis pigmentosa - - - - - RPGR
ARV2, AAVB - = = simnimms X-linked retinoschisis - - - - ----- RAS1
EIAV - -mmmmmemoe e Usher syndrome 1B -------- MYQ7A
EJAN = Semnasmnaans Stargardt disease -~ ------ ABCA4
AAV2 -----mmmmmmoe e Neovascular AMD - --------- SFLT
AAVE == mmes Leber hereditary optic neuropathy - - -- ND4

B Genome surgery
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AAV5.5pCas9,
AAVSEgRNA =~ 77T LCATQ -======cmanu-
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Gene \m Gene
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destruction

Rycina 3.(A) Schemat suplementacji gendéw oraz wektoréw. (B) Schemat chirurgii genomu.

(C) Opis réznych podejs¢ stosowanych do wplywania na ekspresje genéw x

9. Podsumowanie

Choroby zwyrodnieniowe siatkéwki sa gtéwnymi przyczynami $lepoty
na calym $wiecie. Jako grupa, charakteryzuja si¢ post¢pujacy utrata jednego
lub kilku typéw komérek siatkéwki, powodujac nieodwracalna utrate wzro-
ku. W ciagu ostatnich dwéch dekad szybkie wyjasnienie mechanizméw mo-

lekularnych i genetycznych zwiazanych z tymi chorobami doprowadzito do
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zidentyfikowania nowych celéw rozwoju terapii'. Zwyrodnienia siatkéwki
stanowig wyjatkowe wyzwanie, poniewaz postgp choroby jest nieodwracal-
ny, a siatkéwka ma niewielki potencjal regeneracyjny. Zadne obecne meto-
dy leczenia dziedzicznej choroby siatkéwki nie sa w stanie odwrdci¢ $lepoty,
a obecne zalecenia dotyczace suplementéw diety tylko opdzniaja postep cho-
roby z réinymi wynikami”. W ciagu ostatnich dwéch dekad znaczne po-
stepy w zrozumieniu podstaw patofizjologicznych choréb siatkéwki, w pota-
czeniu ze wzrostem biotechnologii transferu genéw i transplantacji komérek,
stworzyly optymizm w aspekcie leczenia IRD™. Chociaz terapia genowa jest
traktowana jako strategia leczenia szeregu choréb genetycznych, zaburzenia
oczu sa szczegdlnie atrakeyjnym celem dla tego typu terapii™’. Ze wzgledu
na swoje korzystne cechy anatomiczne i immunologiczne oko znajduje si¢
w czoléwee translacyjnej terapii genowej’'. W tylnym odcinku oka komér-
ki siatkéwki s3 postmitotyczne, co pozwala na trwaly ekspresje genéw bez
konieczno$ci genomowej integracji transgenu. Oko ma dobrze zdefiniowana
anatomig z ograniczona i zamknieta przestrzenig fizyczna, ktdra oferuje uni-
kalne korzysci dla dostarczania miejscowego, w tym mozliwos¢ bezposred-
niej wizualizacji i dostgpu do tkanki. Ponadto bariera krew- gatka przyczy-
nia si¢ do uprzywilejowania immunologicznego oka i ogranicza odpowiedzi
immunologiczne na produkty terapii genowej. Znaczny postep w badaniach
okulistycznych, w tym dostepnos¢ odpowiednich modeli zwierzecych, réw-
niez przyczynia si¢ do zintensyfikowania dziatan w zakresie terapii genowej
oka®. W rezultacie postep w leczeniu choréb siatkéwki za pomoca narzedzi
genetycznych poczynil ogromne postepy w ciagu ostatnich kilkudziesigciu
lat™. W zwierzecych modelach dziedzicznych zwyrodnien siatkéwki (IRD)
uzyskano dziesiatki obiecujacych wynikéw’*. Przefomy w wektorach dostar-
czania gendéw, zaréwno wirusowych, jak i niewirusowych, umozliwity do-
starczanie fadunkéw genetycznych w przedklinicznych modelach zaburzen
siatkéwki i utorowaly droge wielu udanym prébom klinicznym. Dodatkowo
adaprtacja systeméw CRISPR-Cas do inzynierii genomu umozliwita korekte
zaréwno recesywnych, jak i dominujacych alleli patogennych, zwickszajac
moc terapii genowych w modyfikacji choroby’. Terapie genowe i komérko-
we mogg potencjalnie zapobiegaé, zatrzymywa¢d lub odwracaé choroby siat-
kéwki u pacjentéw z obecnie nieuleczalnymi schorzeniami slepoty™. Opraco-
wano i przetestowano kilka strategii terapii genowej na réznych zwierzecych
modelach zwyrodnieri siatkéwki. Strategie te obejmuja: metody terapii spe-
cyficznej dla gendw, ktérej celem jest ukierunkowanie na pierwotny defekt
genetyczny w dotknigtych komérkach i terapie niespecyficzne dla gendw,
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ktérych celem jest wydtuzenie czasu uzytecznego widzenia poprzez modu-
lowanie choroby zwyrodnieniowej lub wykorzystanie pozostatych komérek
do przywrécenia wzrokowej percepcji. Terapia zastgpowania genéw siatkéw-
ki postepuje obecnie szybciej niz kiedykolwiek'*. Obecnie mozliwe jest bez-
pieczne i stabilne dostarczanie sklonowanych genéw do okreslonych typéw
komérek siatkéwki u ludzi. Wstepne wyniki testowania strategii augmentacji
genéw w ludzkich chorobach recesywnych sugeruja obiecujace profile bezpie-
czefistwa i skutecznosci, w tym lepsze wyniki w zakresie funkcji wzrokowych
w dtuzszych okresach®. Zatwierdzenie w 2017 roku woretygenu neparwowe-
ku stanowito kamieri milowy w ewolucji terapii genowej'. Leczenie lekiem
Luxturna nie tylko zmienilo Zycie oséb, ktére wezesniej byly przeznaczone
do zycia w $lepocie, ale réwniez wzbudzilo zainteresowanie opracowaniem
dodatkowych odczynnikéw do terapii genowej ukierunkowanych na wiele
innych genetycznych form dziedzicznej choroby siatkéwki. Przed Luxturng
nie bylo mozliwosci opracowania metod leczenia tak rzadkich, wyniszczaja-
cych choréb. Zatwierdzenie Luxturny mialo ogromny wplyw na rozwdj tera-
pii innych choréb sierocych, a zwlaszcza IRD. Badania kliniczne utorowaty
droge do wlaczenia pacjentéw pediatrycznych do préb terapii genowej, co
jest waznym krokiem, poniewaz wickszos¢ choréb wrodzonych ma podloze
genetyczne. Nowe cele obejmujg wiele postaci LCA i barwnikowego zwyrod-
nienia siatkéwki,choroderemig, achromatopsje, zesp6t Ushera, dziedziczna
neuropati¢ nerwu wzrokowego Lebera, chorobe Stargardta i zwyrodnienie
plamki 76}tej zwiazane z wickiem (AMD)™. Jednak gléwnym wyzwaniem
w nadchodzacych dziesigcioleciach bedzie nie tylko przetozenie wigkszej licz-
by wynikéw badan na zwierz¢tach na badania kliniczne, ale takze maksyma-
lizacja skutecznosci leczenia u pacjentéw. Postgpujacy charakter zwyrodnien
siatkéwki moze stanowi¢ wyzwanie dla zapewnienia dtugoterminowych ko-
rzy$ci klinicznych, poniewaz §mieré zmutowanych komorek czgsto powoduje

émier¢ sasiadujacych zdrowych komérek .
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Abstrakt:

Idiopatyczne wiéknienie pluc (IPF) to rodzaj samoistnego §rédmiazszowego zapalenia pluc,
w ktérym na skutek dziatania czynnikéw srodowiskowych, genetycznych, a takze powstawania
mikrourazéw w nablonku pecherzykéw plucnych dochodzi do widknienia tkanki plucnej. Kli-
nicznie IPF cechuje si¢ obnizona natezona pojemnoscia zyciowa (FVC), a najczesciej objawia
si¢ dusznoscig wysitkowa i nieproduktywnym kaszlem. W ostatnich latach po wielu nieuda-
nych probach wynalezienia lekéw skutecznych w terapii IPF do leczenia dopuszezono leki an-
tyfibrotyczne- pirfenidon i nintedanib. Cho¢ substancje te taczy efekt dzialania polegajacy na
spowolnieniu progresji choroby i zmniejszeniu ilosci zaostrzert mogacych prowadzi¢ do zgonu,
ich dziatanie jest odmienne. Nintedanib blokuje transdukcje sygnalu przez inhibicje kinaz ty-
rozynowych, za$ pirfenidon ma wiasciwosci przeciwzapalne, antyoksydacyjne i antyfibrotyczne.
Niniejsza praca ma na celu wykazanie korzysci ze stosowania lekéw antyfibrotycznych w terapii
IPF.

Stowa kluczowe: idiopatyczne wiknienie pluc, nintedanib, pirfenidon

Abstract:

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) a type of idiopathic interstitial pneumonia in which lung
tissue fibrosis occurs due to environmental and genetic factors, as well as the formation of
microtrauma in the alveolar epithelium. Clinically, IPF is characterized by reduced forced
vital capacity (FVC) and most commonly manifests as exertional dyspnea and non-productive
cough. In recent years, after many unsuccessful attempts to develop effective drugs for the
treatment of IPF, antifibrotic drugs - pirfenidone and nintedanib - have been approved for
treatment. Although these drugs have the same effect of slowing down the progression of the
disease and reducing the number of exacerbations that can lead to death, they act differently.
Nintedanib blocks signal transduction by inhibiting tyrosine kinases, while pirfenidone has
anti-inflammatory, antioxidant and antifibrotic properties. The present study aims to demon-
strate the benefits of antifibrotic drugs in the treatment of IPF.

Keywords: idiopathic pulmonary fibrosis, nintedanib, pirfenidone
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1. Wstep

1.1. Epidemiologia

Idiopatyczne widknienie pluc (IPF) to przewlekla choroba §rédmiazszo-

wa pluc, w przebiegu ktérej dochodzi do postepujacej utraty funkgji tkanki

ptucnej, co w efekcie prowadzi do niewydolnosci oddechowej i ostatecznie

do $mierci. IPF zalicza si¢ do idiopatycznych §rédmiazszowych zapalen pluc,

a te do §rédmiazszowych choréb pluc. Badania retrospektywne wskazuja, ze

mediana czasu przezycia pacjentéw z tym schorzeniem wynosi okoto 3-5 lat

po postawieniu diagnozy ', wykazano réwniez, ze czgsto$¢ wystepowania IPF

wzrasta wraz z wiekiem (choruja gléwnie osoby po 60 roku zycia) i jest wigk-

sza u mezczyzn. Najczgstsza przyczyna zgonu pacjentéw z IPF jest niewy-

dolno$¢ oddechowa (80% przypadkéw), do innych zalicza si¢ m.in. chorobe

niedokrwienna serca, zatorowo$¢ plucna, niewydolno$¢ serca, rak oskrzela

czy infekcje .

Tabela 1. Choroby $rédmiazszowe ptuc- klasyfikacja ATS/ERS z 2002 roku ?

Choroby

0 znanej przyczynie

Samoistne
(idiopatyczne)
$rédmiazszowe
zapalenia ptuc (IIP)

Choroby

ziarniniakowe

Inne

Choroby $§rédmiazszowe ptuc wg klasyfikacji ATS/ERS z 2002 roku

Jatrogenne: polekowe, popromienne itd.

W przebiegu choréb wspdlistniejacych: np. zakazen, uklado-
wych choréb tkanki tacznej

W przebiegu reakcji nadwrazliwosci po ekspozycji na pyly

Zwykle zapalenie $rédmiazszowe pluc (UIP) tj. idiopatyczne
widknienie ptuc (IPF)

Zluszczajace $rédmiazszowe zapalenie pluc (DIP)
Organizujace si¢ zapalenie pluc (OP)

Srédmiazszowa choroba phuc z zapaleniem oskrzelikéw odde-
chowych (RB-ILD)

Ostre $rédmiazszowe zapalenie pluc ¢j. choroba Hammanna-
-Ritcha (AIP/ H-R)

Nieswoiste $rédmiazszowe zapalenie ptuc (NSIP)
Limfocytowe §rédmiazszowe zapalenie ptuc (LIP)

Sarkoidoza
Alergiczne zapalenie pecherzykéw plucnych
Histiocytoza z komérek Langerhansa

Limfangioleiomiomatoza
Proteinoza pecherzykéw ptucnych
Mikrolitiaza pecherzykéw plucnych
Eozynofilie ptucne
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1.2. Czynniki ryzyka rozwoju IPF

Obecnie role w rozwoju tej choroby przypisuje si¢ wspéldziatajacym
czynnikom genetycznym i $rodowiskowym, a takze mikrourazom powstaja-
cym w starzejacym si¢ nablonku pecherzykéw plucnych . Wykazano wplyw
takich czynnikéw $rodowiskowych jak ekspozycja na metale i pyl drzewny
w powstawaniu IPF °. Ponadto hodowla zwierzat, w tym ptakéw, rolnictwo
czy praca przy obrébce kamienia sa réwniez czynnikami ryzyka wystapienia
tego schorzenia °. Niektére infekcje wirusowe (m.in. EBV, HCV) i bakteryj-
ne (m.in. zakazenia paciorkowcami) moga powodowa¢d uszkodzenia nablon-
ka pecherzykéw plucnych oraz mie¢ wplyw na odpowiedZ immunologiczna,
a w rezultacie bra¢ udzial w patogenezie IPF, jednakze potrzebne s3 dalsze
badania zglebiajace t¢ kwesti¢ 7. Istotny wydaje si¢ by¢ wplyw predyspozycji
genetycznych w rozwoju idiopatycznego wiéknienia pluc, zwlaszcza w przy-
padkach fenotypu rodzinnego IPF. Mutacje genéw kodujacych biatka sur-
faktantu plucnego C i A2 ® oraz mutacje genéw zwigzanych z telomerami
(m.in. hTERT ?) majq istotna rol¢ w powstawaniu IPF. Wykryto takze, ze po-
limorfizm promotora MUCS5B jest najsilniejszym genetycznym czynnikiem
ryzyka rozwoju IPF, co wigcej wariant ten umozliwia wezesniejsza diagnoze
i wydaje si¢ by¢ zwiazany z tagodniejszym przebiegiem choroby '°. Réwniez
nikotynizm w wywiadzie jest istotnym czynnikiem rozwoju IPF, co zwigzane
jest gtéwnie ze zjawiskiem skracania telomerdw, a w efekcie zaburzeniem pro-
ceséw regeneracji nablonka pecherzykéw plucnych wystepujacym w tej jed-
nostce chorobowej, a takze pobudzaniem uwalniania TGF- wskutek palenia
tytoniu ''. Choroby wspélistniejace takie jak refluks zotadkowo-przetykowy
(GERD), cukrzyca czy obturacyjny bezdech senny (OSA) s powigzane z wy-
stgpowaniem idiopatycznego widknienia ptuc. W GERD przewlekta mikro-
aspiracja tresci pokarmowej moze stymulowa¢ zmiany w migzszu plucnym,
niewykluczone jest jednak, ze to IPF zwigkszajac ujemne cisnienie wewnatrz
klatki piersiowej moze sprzyjaé powstawaniu refluksu zoladkowo-przelyko-
wego 2. Przewlekla hiperglikemia w przebiegu cukrzycy pobudza wiéknienie
ptuc na skutek niszczenia komérek nablonkowych pecherzykéw phucnych,
a takze wplywajac stymulujaco na wytwarzanie mediatoréw prozapalnych
i profibrotycznych '*. Powiazanie obturacyjnego bezdechu sennego z IPF jest
istotng kwestia, ktéra wymaga dalszych badan, wiadome jest jednak ze wspét-
wystgpowanie tych dwdch schorzen jest zwigzane z cigzszym przebiegiem IPF
1. Ostatnim czynnikiem ryzyka rozwoju idiopatycznego wiéknienia ptuc s
mikrourazy powstajace wielokrotnie w starzejacym si¢ nablonku pecherzykéw
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ptucnych. Powodujg one pobudzenie komérek nablonkowych do wytwarza-
nia licznych mediatoréw istotnych w patogenezie IPF®.

F 4,6,15,16

Tabela 2. Czynniki ryzyka rozwoju IP

Czynniki ryzyka rozwoju IPF

Czynniki

$rodowiskowe

Ekspozycja na metal i pyt drzewny
Rolnictwo

Hodowla ptakéw

Ekspozycja na pyt roslinny i zwierzecy

Obrébka kamienia

Wirusy: EBV, CMV, HCV, HHV-7, HHV-8, herpesvirus saimiri
Bakterie:  Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus, Neisseria,
Veillonella

Czynniki

mikrobiologiczne

Czynniki *  Warianty genowe warunkujace defekty surfaktantu- SFTPC,

genetyczne SFTPA2

o Geny zwigzane z telomerami- TERT, TERC, DKC-1, TINF2,
RTEL1, PARN

. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w promotorze MUC5B

Inne Palenie tytoniu
Refluks zotadkowo-przelykowy
Cukrzyca

Obturacyjny bezdech senny

1.3. Patogeneza i patofizjologia

Poczatkowo wiéknienie ptuc w IPF bylo postrzegane jako skutek prze-
wleklego stanu zapalnego, jednakze przeswiadczenie to okazalo si¢ by¢ bledne.
Obecna hipoteza zaklada, ze wyzej wymieniane czynniki ryzyka np. palenie
tytoniu czy ekspozycja na pyly wywolujg u 0séb predysponowanych powta-
rzajace si¢ uszkodzenia komérek nablonka pecherzykéw (AEC), a te wskutek
nieprawidlowej aktywacji produkujg mediatory. Ponadto zaburzony jest pro-
ces regeneracji nablonka pecherzykéw plucnych, kedry napedzany jest przez
miofibroblasty gromadzace si¢ w miejscach destrukeji komérek. Réwniez me-
diatory wytwarzane przez uszkodzone AEC stymuluja powstawanie ognisk
fibro- i miofibroblastéw, ktére to odpowiadaja za nadmierne wydzielanie ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej (ECM), co skutkuje procesem widknienia i prze-

budowa $rédmiazszu plucnego .

Gléwnym czynnikiem zaangazowanym
w progresje IPF jest transformujacy czynnik wzrostu B (TGE-B), ktéry m.in.
powoduje apoptozg komérek nablonka pecherzykéw plucnych, pobudza
syntezg kolagenu oraz angiogenezg, a takze proliferacj¢ fibroblastéw i ekspre-
sj¢ metaloproteinaz macierzy. Jest tez odpowiedzialny za transdyferencjacje

fibroblastéw do miofibroblastéw i przejécie nablonkowo-mezenchymalne
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(EMT), czyli przeksztalcenie komérek nablonkowych w mezenchymalne,
ktére wéwezas zdolne sa do inwazji, migracji i produkeji ECM 8. W patoge-
nezie IPF bierze udziat zar6wno wrodzona, jak i nabyta odpowiedZ immuno-
logiczna. Elementami odpornosci wrodzonej, ktére najbardziej przyczyniaja
si¢ do rozwoju IPF sa neutrofile (elastaza neutrofilowa pobudza wiéknienie),
makrofagi (wlasciwosci profibrotyczne), fibrocyty (produkcja ECM), a takze
komérki tuczne. Komérki Th bedace za$ skfadowymi odpornosci nabytej po-
wigzane s3 z wydzielaniem cytokin stymulujacych procesy wiéknienia- m.in.
limfocyty Th2 wydzielaja IL-4, IL-5 i IL-13, a limfocyty Th1- IFN-y . Pluca
pacjenta z IPF cechuja si¢ charakterystycznym rodzajem widknienia, ktdre
dominuje w dolnych partiach platéw, calos¢ jest okreslana jako obraz plastra
miodu. W typowym dla IPF obrazie mikroskopowym wyste¢puje §rodmigz-
szowe zapalenie pluc, ktére ma charakter heterogenny. Heterogennos¢ ta po-
lega na zmianie progresji obrazu w zaleznosci od lokalizacji w obrebie plata
ptuca- przechodzac od obwodowej do centralnej czesci uszkodzenie zmienia
si¢ z przewleklego poprzez ostre do nieobecnego, zwléknienie ma za$ charak-

ter plamisty, bardziej widoczny na obwodzie plata *°.
1.4. Obraz kliniczny i fenotypy kliniczne

Na poczatkowy obraz kliniczny idiopatycznego wiéknienia ptuc sktada-
ja si¢ gléwnie duszno$¢ wysitkowa i suchy kaszel, ktére nasilaja si¢ w cza-
sie. Do innych niespecyficznych objawéw zalicza si¢ zmeczenie, brak ener-
gii i stopniowe pogorszenie zdolno$ci wykonywania codziennych czynnosci.
W badaniu fizykalnym u wigkszosci pacjentéw podczas ostuchiwania klatki
piersiowej mozna wykry¢ trzeszczenia, zwykle u podstawy pluc (tzw. velcro
sounds - dzwigki przypominajace odrywanie rzepdw), a w pdzniejszym okresie
choroby mozna zauwazy¢ palce pateczkowate $wiadczace o przewlektym nie-
dotlenieniu organizmu. O zaawansowanej chorobie §wiadczy sinica, obecno$¢
tzw. serca plucnego, a takze pojawienie si¢ obrz¢kéw obwodowych. Badania
laboratoryjne wykonywane w trakcie diagnostyki IPF maja na celu wyklu-
czenie innych jednostek chorobowych, gléwnie ukladowych choréb tkanki
facznej ?', 2. W badaniach czynnosciowych phluc u pacjentéw z IPF obserwuje
si¢ spadek nat¢zonej pojemnosci zyciowej (FVC) przebiegajacy praktycznie
z liniowa zaleznoscia. Istotne jest, ze u pacjentéw z poczatkowo lepszym FVC
dochodzi do pogorszenia tego parametru w takim samym tempie jak u os6b

z bardziej zaawansowanym przebiegiem choroby *.
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Rycina 1. Fenotypy kliniczne IPF [opracowanie whasne]

Przebieg idiopatycznego widknienia phuc jest zréznicowany osobniczo,
choroba ta ma niejednorodny przebieg kliniczny (rycina 1). Wyrdznia sig kil-
ka fenotypéw klinicznych w zaleznosci od charakterystycznych cech. Posta¢
rodzinna (f-IPF), do ktérej rozpoznania niezbedne jest potwierdzenie obecno-
§ci co najmniej dwéch przypadkéw IPF w tej samej rodzinie cechuje si¢ wyste-
powaniem mutagji genetycznych, m.in. h"TERT, hTERC w genach koduja-
cych bialka surfaktantu. Szacuje si¢, ze wzgledna czgstos¢ wystgpowania f-IPF
wynosi miedzy 0,5 a 9,5% wszystkich przypadkéw idiopatycznego wiéknienia
ptuc . Ponadto wyodrebnia si¢ tez fenotypy o wolnej progresji i szybkiej pro-
gresji. W fenotypie o wolnej progresji charakterystyczny jest powolny spadek
FVC i brak obrazu plastra miodu w TK. Natomiast w fenotypie o szybkiej
progresji oprocz szybkiego spadku FVC i zaawansowanego obrazu choroby
w TK obecne sa autoprzeciwciata anty-HSP 70. Kolejng postacia kliniczna
jest widknienie pluc wspdtistniejace z rozedma (CPFE), w ktdrej dochodzi
do rozwoju nadcisnienia ptucnego. CPFE cechuje si¢ rozedma platéw gor-
nych z towarzyszacym zwléknieniem platéw dolnych, obserwuje si¢ réwniez
zmniejszong zdolno$¢ wymiany gazowej i dusznos$¢ wysitkowa *°. Wyréznia
si¢ tez fenotyp MPO-ANCA + IPF, w kt6rym obecne sg przeciwciata przeciw
cytoplazmie neutrofili- typ ten moze by¢ tez uznawany za osobna jednostke
chorobowg *. Wspdlwystepowanie IPF z rakiem pluca jest kolejna postacia
kliniczng, w ktdrej $redni czas przezycia jest znacznie krétszy w poréwnaniu

do pacjentéw bez diagnozy raka pluc i wynosi 1,6-1,7 roku. Zachorowalno$¢
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na raka pluc u pacjentéw z IPF jest znacznie wyzsza niz w ogdlnej populacji
i waha si¢ pomiedzy 2,7% a 48%. Najczgstszym nowotworem pluca wéréd
pacjentéw z idiopatycznym widknieniem phuc jest rak kolczysto komérkowy
7. Ostatni fenotyp kliniczny to IPF z zaostrzeniami- w jego przebiegu moze
dojs¢ do zaostrzenia choroby, ktérego epizod powoduje znaczny wzrost ryzyka
zgonu, a $miertelnos¢ 90-dniowa wynosi wowczas okoto 50% 8. Zaostrzenie
IPF (AE-IPF) definiowane jest jako ostre, klinicznie istotne pogorszenie wy-
dolnosci uktadu oddechowego o niewiadomej przyczynie ». Do czynnikéw
ryzyka AE-IPF zalicza si¢ zaréwno niskie FVC, jak i niedawne pogorszenie
wartosci FVC, a takze niska zdolno$¢ dyfuzyjna pluc dla gazéw (niski wynik
w badaniu wspétczynnika transferu plucnego dla tlenku wegla TLCO/
DLCO). Ryzyko zwigkszaja rowniez wezesniejszy epizod AE-IPF w wywia-
dzie, niska saturacja czy nieprawidtowy wynik testu marszu szeSciominutowe-
go . Istotny jest réwniez wyjsciowy wynik pacjenta w skali nasilenia dusz-
nosci MRC- silna duszno$¢ wraz z wysokim BMI sa kolejnymi czynnikami

zwigzanymi z wystapieniem zaostrzenia IPF 7',
1.5. Diagnostyka

Do ustalenia postgpowania w kierunku rozpoznania IPF wykorzystywa-
ne s3 oficjalne wytyczne ATS/ERS/JRS/ALAT z 2018 roku, ktére doglebnie
przedstawiajg mozliwosci diagnostyczne. Przede wszystkim istotne jest wyklu-
czenie znanych przyczyn choréb $rédmiazszowych phuc, a takie potwierdze-
nie tzw. wzorca zwyklego $rédmiazszowego zapalenia pluc (UIP) za pomo-
cg badania tomografii komputerowej wysokiej rozdzielczosci- HRCT (albo
w przypadku niejednoznacznego wyniku obrazu w HRCT wykonanie bada-
nia patomorfologicznego po uprzedniej biopsji pluc). Ogromne znaczenie
w diagnostyce IPF ma prawidtowo wykonane badanie podmiotowe, w kt6-
rym szczeg6lny nacisk powinien by¢ polozony na wywiad rodzinny, a takze
zweryfikowanie mozliwej ekspozycji pacjenta na czynniki ryzyka rozwoju IPF.
Wazne jest rowniez ustalenie choréb wspéttowarzyszacych i przyjmowanych
lekéw, ktdre potencjalnie mogly mie¢ wplyw na pogorszenie stanu pluc. Za-
zwyczaj pierwszym badaniem obrazowym wykonywanym przy podejrzeniu
choroby $rédmiazszowej ptuc jest RTG klatki piersiowej, jednak badanie to
nie jest wystarczajace do postawienia diagnozy IPF- kluczowe jest tu HRCT,
ktére umozliwia potwierdzenie widknienia $rédmiazszowego i obecnosci
wzorca UIP, a jezeli przyczyna widknienia jest znana- wyklucza IPF. Wyréz-

nia si¢ obrazy radiologiczne z ewidentnym wzorcem UIP, prawdopodobnym
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UIP, wyniki nierozstrzygajace i niezgodne z wzorcem UIP- w zaleznosci od
przypisania pacjentowi konkretnego wzorca ustalane jest dalsze postgpowanie
(tabela 3). Ponadto pacjentom z podejrzeniem choroby $rédmiazszowej pluc
wykonuje si¢ oznaczenie miana autoprzeciwcial- przeciwcial przeciwjadro-
wych (ANA) i czynnika reumatoidalnego (RF) w celu réznicowania z ukfado-
wymi chorobami tkanki tacznej. Badania inwazyjne wykonywane s jedynie
w przypadku wzorca nierozstrzygajacego lub obrazu sugerujacego alternatyw-
na diagnoze i naleza do nich badanie poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych
(BAL) lub biopsja pluca. Réwniez w obrazie histopatologicznym wyréznia si¢
cechy definitywnie $wiadczace o UIP oraz te prawdopodobnie nakierowuja-
ce na t¢ diagnoze, nierozstrzygajace i cechy wskazujace na inne rozpoznanie
(tabela 4). Decyzje o rozpoznaniu idiopatycznego wiéknienia ptuc podejmuje

zespdt wielospecjalistyczny 2.

Tabela 3. Obrazy radiologiczne w HRCT- diagnostyka IPF 3

Obrazy radiologiczne , . .
w HRCT Charakterystyka obrazéw radiologicznych
Definitywne UIP o Obecnos¢ nasilonego widéknienia i/lub obrazu ,plastra
miodu”, zmiany obejmujg obszar podoptucnowy i/lub
lokalizujg si¢ wzdtuz przegréd migdzyzrazikowych
o Zaburzenia architektoniki tkanki ptucnej
. Mozaikowato$¢ zmian
. Obecno$¢ ognisk fibroblastycznych
. Nieobecnos¢ zmian wskazujacych na inne rozpoznanie
Prawdopodobny UIP o Obecno$¢ niekedrych zmian jak w definicywnym UIP,
ale o nasileniu uniemozliwiajacym pewng diagnozg
. Nieobecnos¢ zmian wskazujacych na inne rozpoznanie
D Lub obecno$¢ zmian o charakterze ,,plastra miodu”
Obraz nierozstrzygajacy |® Obecno$¢ wtdknienia
o Mozliwe zaburzenie architektoniki tkanki ptucnej wraz ze
zmianami mogacymi sugerowac inne rozpoznanie
e Obecnos¢ niektérych zmian jak w definitywnym UIP ale z
cechami, ktdre moga sugerowa¢ inne rozpoznanie
Obraz niezgodny . Obecnoé¢ zmian typowych dla innych wiéknien $rédmiaz-
z wzorcem UIP szowych badz sugerujacych inne rozpoznanie
Tabela 4. Obrazy histopatologiczne- diagnostyka IPF 3
Obrazy Charakterystyka obrazéw Dalsze postgpowanie
histopatologiczne

358



LEKI ANTYFIBROTYCZNE - PRZELOM W WALCE O POPRAWE JAKOSCI ZYCIA...

Wzorzec UIP . Zmiany siateczkowate Mozliwe jest rozpoznanie
gléwnie w lokalizacji IPF bez diagnostyki
podoptucnowej i inwazyjnej po wykluczeniu
przypodstawnej pozostalych przyczyn

. Zmiany o charakterze choroby $§rédmiazszowej.
»plastra miodu”
. Mozliwe rozstrzenie oskrzeli
i oskrzelikéw na obwodzie
. Brak zmian wskazujacych na
inng chorobe

Prawdopodobny UIP |e Zmiany siateczkowate Mozliwe jest rozpoznanie
gléwnie w lokalizacji IPF bez diagnostyki
podoplucnowej inwazyjnej po wykluczeniu
i przypodstawnej pozostalych przyczyn

. Rozstrzenie oskrzeli choroby $rédmiazszowej i po
i oskrzelikéw z pociagania przeanalizowaniu kontekstu
zlokalizowane obwodowo klinicznego- m.in. wieku

. Brak zmian o charakterze chorego, ekspozycji na

»plastra miodu” czynniki ryzyka.

Wzorzec . Ograniczone zmiany Do potwierdzenia

nierozstrzygajacy siateczkowate, czgsto typu UIP niezbedna jest
matowego szkla BAL lub biopsja pluca

. Brak zmian o charakterze i wykonanie badania

»plastra miodu” patomorfologicznego.

. Brak rozstrzeni oskrzeli
i oskrzelikéw z pociagania

. Brak innych cech
pozwalajacych na Inne
rozpoznanie

Obraz niezgodny . Obecno$¢ zmian Potrzebna dalsza

z wzorcem UIP niezwigzanych z UIP np. diagnostyka- BAL/ biopsja
guzkéw, limfadenopatii, pluca.
wysicku w oplucnej

2. Poczatki leczenia IPF i odkrycie lekéw antyfibrotycznych

Poczatki terapii IPF bazowane byly na przeswiadczeniu, ze choroba ta wy-
nika z przewleklego procesu zapalnego skutkujacego uszkodzeniem nablonka
pecherzykéw plucnych i wiéknienia . Do leczenia wprowadzono glikokor-
tykosteroidy, ktore dzigki whasciwosciom przeciwzapalnym i immunosupre-
syjnym mialy poprawia¢ stan pacjentéw z IPF, jednakze dalsze badania wyka-
zaly, ze terapia ta nie ma wplywu na naturalny przebieg choroby *%. Ponadto
u pacjentéw nie tolerujacych sterydoterapii stosowano leki immunosupresyj-
ne takie jak azatiopryna, a takze prébowano leczenia za pomoca N-acetylo-
cysteiny. Polaczenie prednizonu, azatiopryny i N-acetylocysteiny w terapii
skojarzonej okazalo si¢ by¢ jednak niekorzystne- powodowato wzrost ryzyka

zgonu i hospitalizacji . Podejmowano préby wprowadzenia innych lekéw,
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jednakze zaréwno leki przeciwzakrzepowe, sildenafil, ambrisentan, bosen-
tan, etanercept oraz interferon gamma okazaly si¢ podczas badan klinicznych
nieuzyteczne w leczeniu IPF. Badania nad przeciwcialami monoklonalnymi-
simtuzumabem czy tralokinumabem réwniez nie przyniosty spodziewanych
efektéw *°. Wraz z odkrywaniem nowych faktéw na temat patogenezy idio-
patycznego wiéknienia pluc zmieniono podejécie do terapii tego schorzenia.
Terapia IPF weszta na nowy poziom w 2014 roku kiedy FDA zaakceptowalo
wprowadzenie dwdch lekéw antyfibrotycznych do leczenia tej jednostki cho-
robowej. W 2015 roku w oficjalnych wytycznych ATS/ERS/JRS/ALAT poja-
wily si¢ rekomendacje stosowania pirfenidonu i nintedanibu jako lekéw mo-

gacych poprawi¢ jako$¢ zycia pacjentéw z idiopatycznym wiéknieniem ptuc .

3. Pirfenidon

Rycina 2. Dzialanie pirfenidonu [opracowanie wlasne]

Pirfenidon (PFD) byt pierwszym lekiem antyfibrotycznym, ktdry zo-
stal zatwierdzony w leczeniu IPF. Jest to pochodna pyridonu — 5-metylo-1-
fenylopirydyno-2(1H)-on- otrzymywana syntetycznie o wasciwosciach prze-
ciwzapalnych, antyoksydacyjnych i przeciwzwléknieniowych .

3.1. Dzialanie przeciwfibrotyczne

Istnieje kilka mechanizméw molekularnych dziatania PFD, gléwnie zwia-
zanych z jego oddzialywaniem na TGEF-f, a takze na inne mediatory uczest-
niczace w procesach wiéknienia. Wplyw pirfenidonu na dziatanie TGE-f jest
kluczowe w jego whasciwosciach antyfibrotycznych. Lek ten przede wszystkim

zmniejsza produkeje tego czynnika wzrostu, a ponadto hamuje réznicowanie
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fibroblastéw w miofibroblasty poprzez fosforylacje SMAD3, p38 czy AKT
w fibroblastach- dochodzi wéwczas do thumienia szlakéw sygnalizacyjnych
indukowanych w patogenezie IPF przez TGF-f *°. Ze zmniejszeniem pro-
dukeji TGF-P zwiazane jest réwniez hamowanie ekspresji genéw kodujacych
mediatory zaangazowane w procesy wléknienia, do ktérych nalezy m.in. ko-
lagen typu I, IL, III, fibronektyna czy tenascyna-c, a takze a-SMA bioracego
udzial w réznicowaniu miofibroblastéw. Pirfenidon jest tez odpowiedzialny
za hamowanie transkrypcji genu kodujacego biatko HSP47 istotne w proce-
sie powstawania prokolagenu. Kolejnymi punktami uchwytu dziatania PFD
sa PDGF (plytkopochodny czynnik wzrostu) oraz bFGF (czynnik wzrostu
fibroblastéw), ktére réwniez naleza do mediatoréw bioracych udziat w pro-
cesach widknienia. Na podstawie badan na modelach zwierzgcych wykazano,
ze pirfenidon hamuje syntez¢ izoform A i B PDGF, a takze zmniejsza eks-
presj¢ bFGF “°. Innymi substancjami, na ktére wplywa pirfenidon sa meta-
loproteinazy macierzy pozakomérkowej (MMPs). Te enzymy proteolityczne
fizjologicznie uczestnicza w remodelingu ECM, a ich wyzsze stgzenia wia-
7a si¢ z szybsza progresja IPF i gorszym rokowaniem*'. PFD powoduje thu-
mienie ekspresji prokolagenu al i TIMP-1, ktéry jest inhibitorem MMP-s,
przez co wykazuje dzialanie antyfibrotyczne 2. Ponadto, biorac pod uwagg, ze
MMP-9 i MMP-2 powoduja aktywacje TGF-B, a wigc wplywaja tez na szlaki,
w ktérych bierze udziat ten czynnik wzrostu, pirfenidon poprzez hamowanie
ekspresji MMP-2 i MMP-9 blokuje mechanizmy patogenezy idiopatycznego

wldknienia ptuc %.
3.2. Dzialanie przeciwzapalne

Whasciwosci przeciwzapalne pirfenidonu zwiazane sa przede wszystkim
z hamowaniem wydzielania cytokin prozapalnych, gléwnie TNF-a (czynni-
ka martwicy nowotworéw o). Jest to biatko uczestniczace w wielu reakcjach
immunologicznych, ktérego uwolnienie indukuje burz¢ cytokinowa- do-
chodzi wéwczas do wydzielania prozapalnych interleukin, m.in. IL-1 i IL-6.
Na podstawie badan nad oddzialywaniem PFD na TNF-a wykazano, ze lek
ten zmniejsza wydzielanie TNF-a (inhibicja zalezna od dawki) oraz IL-6 *.
Pirfenidon wplywa tez bezposrednio na komérki odpornosciowe. Substancja
ta powoduje zmniejszenie w komérkach dendrytycznych ekspresji czasteczek
MHC Kklasy II, uposledzenie zdolnosci do aktywacji limfocytéw T, a takze ha-
muje wydzielanie przez te komérki cytokin prozapalnych®. PFD oddziatuje

réwniez na makrofagi i neutrofile, powodujac zmniejszenie ich liczebnosci®.
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Hamuje tez proliferacj¢ limfocytéw CD4+ i CD8+, jednoczesnie wplywajac
negatywnie na wydzielanie przez nich cytokin . Na dzialanie przeciwzapalne
pirfenidonu sktada si¢ réwniez jego wplyw na inflamasomy, czyli kompleksy
indukujace kaskade¢ prozapalng. Wykazano, ze PFD blokuje aktywacje infla-
masomu NLRP3 w komérkach nablonka oskrzelowego, co skutkuje hamo-
waniem procesu przejécia nablonkowo-mezenchymalnego zaangazowanego
w patogeneze IPF #.

3.3. Dzialanie antyoksydacyjne

Zapobieganie stresowi oksydacyjnemu to kolejny mechanizm dzialania
PFD, bardzo istotny w leczeniu IPF. Dzialanie antyoksydacyjne pirfenidonu
zostalo udowodnione w badaniach in vitro oraz na modelach zwierzgcych
i wiaze si¢ gléwnie z inhibicja izoform Nox4 i Nox1 oksydazy NADPH
(NOX), ktéra jest odpowiedzialna za wytwarzanie reaktywnych form tlenu,
a takze supresja mediatoréw stresu oksydacyjnego ¥. Wykazano réwniez
zdolnos¢ PFD do hamowania ekspresji genéw takich jak iNos (indukowalna
syntaza tlenku azotu), Gpx1 (peroksydaza glutationowa 1), Nox1 (oksyda-
za NADPH 1) i Nox4 (oksydaza NADPH 4), kt6rych produkty to enzymy
uczestniczace w zjawisku stresu oksydacyjnego. Ponadto, pirfenidon hamuje
zalezna od NADPH peroksydacje lipidéw, ktéra jest jednym z mechanizméw
prowadzacych do uszkodzenia tkanki ptucnej w IPF *°.

3.4. Farmakokinetyka

Rycina 3. Farmakokinetyka pirfenidonu [opracowanie wiasne]
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Pirfenidon jest lekiem podawanym doustnie w postaci kapsulek zawie-
rajacych 267 mg substancji leczniczej. Charakteryzuje si¢ szybkim wchlania-
niem z przewodu pokarmowego, w okoto pét godziny osiaga swoje maksymal-
ne st¢zenie w osoczu. Okres péltrwania PFD wynosi 3 godziny °'. Substancja
ta w blisko 60% wiaze si¢ z biatkami osocza **. Pirfenidon metabolizowany
jest w watrobie do 5-hydroksypirfenidonu i 5-karboksypirfenidonu, ktdre to
substancje réwniez wykazuja dziatanie antyfibrotyczne. 5-karboksypirfenidon
powoduje zmniejszenie zawartosci skladowej kolagenu- hydroksyproliny-
w fibroblastach, co skutkuje tumieniem syntezy tego biatka w przebiegu IPF
3. Najwicksza rol¢ w metabolizowaniu PFD odgrywa CYP1A2, ponadto
w procesach tych biora tez udzial CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i CYP2E1*.
Wydalanie pirfenidonu jest w 80% nerkowe, a w 20% eliminacja jest jelitowa,

gléwnie pod postacia 5-karboksypirfenidonu *.
3.5. Skutecznos¢ kliniczna

Skuteczno$¢ terapii pirfenidonem wsréd pacjentéw z idiopatycznym
wléknieniem pluc zostata potwierdzona za pomoca trzech randomizowanych
badan fazy 3 z wykorzystaniem metody podwdjnie $lepej préby z kontrol-
na grupg placebo. Nalezaly do nich badania CAPACITY 004, CAPACITY
006 oraz ASCEND. W programach CAPACITY wzigli udziat pacjenci z ca-
fego $wiata w wieku 40-80 lat, kedrym losowo przydzielano PFD lub placebo.
W badaniu 004 zaobserwowano zmniejszenie tempa spadku FVC podczas
przyjmowania pirfenidonu w stosunku do grupy placebo i bylo ono zalez-
ne od dawki. Efekt kliniczny widoczny byt w 24. tygodniu stosowania leku
i utrzymywat si¢ do 72. tygodnia. Natomiast w badaniu 006 nie zaobserwo-
wano istotnej réznicy w przewidywanej zmianie FVC pacjentéw przyjmu-
jacych PFD w stosunku do placebo, a skuteczno$¢ dziatania leku widoczna
byla od 12. tygodnia stosowania do 48. Co wigcej, wyniki testéw marszu
sze$ciominutowego wykonanych w 72. tygodniu u pacjentéw z badania 006
byly korzystniejsze w przypadku stosowania pirfenidonu, podobnej zaleznosci
nie zaobserwowano jednak w badaniu 004. W CAPACITY 004 czas przezycia
wolnego od progresji (PES - progression-free survival) ulegt wydtuzeniu, jed-
nakze w badaniu 006 nie uzyskano podobnego efektu. W analizie zbiorczej
programu CAPACITY uzyskano wyniki §wiadczace o istotnie zmniejszonej
$miertelnosci w przypadku przyjmowania PFD niz w grupie placebo *°. Ba-
danie ASCEND obejmowalo zas 555 pacjentéw z IPF, ktérzy przyjmowa-
li doustnie pirfenidon lub placebo w okresie 52 tygodni. Pokazato ono, ze
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u pacjentéw stosujacych PFD dochodzito do zmniejszenia tempa spadku
FVC, wzrést odsetek pacjentéw, u ktdrych nie nastapito zmniejszenie FVC,
a takze poprawie ulegly wyniki testu marszu sze$ciominutowego oraz doszto
do wydluzenia PFS *7. Czg$¢ pacjentéw, kedrzy brali udzial w badaniach CA-
PACITY lub ASCEND zostato réwniez wlaczonych do programu RECAP,
ktéry miat za zadanie oceni¢ dlugoterminowe bezpieczedstwo stosowania
pirfenidonu w terapii IPF. W badaniu RECAP wrzigto udziat 1058 pacjen-
tow, ktérzy byli pod obserwacja przez okres 5 lat. Zaobserwowano, ze prawie
wszyscy zglaszali co najmniej jedno dzialanie niepozadane, niemniej jednak
gléwnie wynikato ono z progresji choroby badz infekcji drég oddechowych.
Niemal 1/10 pacjentéw musiata zaprzestaé terapii z powodu dzialan niepo-
zadanych, a najczestsza przyczyna zgonu w wyniku zdarzeri niepozadanych
zwiazanych z leczeniem byla progresja idiopatycznego widknienia ptuc, ktdra
wystapifa u ok. 1/5 pacjentéw **. Kolejna analiza oceniajaca bezpieczedistwo
stosowania PFD i obejmujaca 5 badan klinicznych- CAPACITY, ASCEND
i RECAP zostala przeprowadzona na 1299 pacjentach i wykazata, ze dlugo-

trwala terapia za pomoca pirfenidonu jest dobrze tolerowana i bezpieczna™.
3.6. Dzialania niepozadane

Podczas badan klinicznych fazy 3 z udzialem 1345 0séb oceniano bez-
pieczenistwo stosowania pirfenidonu. Na podstawie zglaszanych przez uczest-
nikéw badania dolegliwosci do najczgstszych zdarzen niepozadanych zwia-
zanych ze stosowaniem PFD zalicza si¢ problemy zoladkowo-jelitowe takie
jak nudnosci, biegunke czy niestrawnos¢, a ponadto wystgpowanie wysypki,
zmeczenia czy reakcje nadwrazliwodci na §wiado. Rzadziej pacjenci zglasza-
li infekcje gérnych drég oddechowych i drég moczowych, spadek apetytu
i masy ciala, zaburzenia snu, béle i zawroty glowy, zaburzenia smaku, poja-
wialy si¢ réwniez uderzenia goraca, epizody dusznosci i kaszlu, a takze pod-
wyzszone parametry prob watrobowych. Czgsto zglaszano réwniez inne niz
wezesniej wymienione zaburzenia zotadkowo-jelitowe, m.in. refluks zotadko-
wo-przetykowy, wymioty, béle brzucha, zaparcia, wzdecia. Inne reakcje skér-
ne takie jak $wiad, obecno$¢ rumienia czy suchos$¢ skéry rowniez byly czesto
odnotowywane, podobnie jak béle migsni i stawoéw. Co najwazniejsze, cigz-
kie zdarzenia niepozadane podczas badari klinicznych byly odnotowywane
zaréwno w grupie stosujacej PFD, jak i w grupie placebo — ich czgsto$¢ byta

podobna®.
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3.7. Interakgje i przeciwwskazania

W zwiazku z metabolizowaniem pirfenidonu przez CYP1A2 i inne wy-
zej wymienione cytochromy, przyjmowanie PFD wraz z induktorami (np.
barbiturany, karbamazepina, rifampicyna, omeprazol, papierosy) badz inhi-
bitorami (np. enoksacyna, cyprofloksacyna, amiodaron, propafenon) tych
cytochroméw moze skutkowaé interakcjami. W trakcie leczenia za pomoca
PED nalezy unika¢ spozywania soku grejpfrutowego, keéry hamuje CYP1A2.
Przeciwwskazana jest réwniez fluwoksamina- lek przeciwdepresyjny z grupy
selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI). Pirfeni-
don jest takze przeciwwskazany u pacjentéw z cigzkimi zaburzeniami czynno-
$ci watroby lub nerek (klirens kreatyniny <30 ml/min) lub w stanach krani-
cowej niewydolnosci tych narzadéw, a takze w przypadku nadwrazliwosci na
skfadniki preparatu. Pacjenci powinni minimalizowa¢ kontakty z promie-
niowaniem stonecznym podczas terapii PFD i unika¢ lekéw powodujacych

fotowrazliwos¢e!.
3.8. Skuteczno$¢ pirfenidonu w terapii IPF

Na przestrzeni ostatnich lat stale pojawiaja si¢ nowe doniesienia na te-
mat efektywnosci dziatania pirfenidonu wérdéd pacjentéw z idiopatycznym
wléknieniem ptuc. W analizie zbiorczej obejmujacej badania kliniczne fazy
III zaobserwowano, ze u pacjentéw leczonych PFD w ciagu jednego roku
obnizalo si¢ ryzyko hospitalizacji zwiazanej z zaburzeniami oddychania
w pordéwnaniu z grupg kontrolng *. Ponadto, w Japonii dokonano bada-
nia obserwacyjnego na 1371 pacjentach, z ktérych 2/3 oséb znajdywalo si¢
w stadium III i IV choroby. Chorym podawano pirfenidon w ciagu roku od
jego dopuszczenia do obrotu i wykazano dobrg tolerowalno$¢ (réwniez u pa-
¢jentéw w stanie cigzkiego uposledzenia czynnosci ptuc), spadek zglaszanych
objawéw podmiotowych oraz ustabilizowanie parametru pojemnosci zycio-
wej (VC) ©. Wplyw pirfenidonu na zmniejszenie dolegliwosci podmiotowych
wéréd pacjentéw z IPF zostalo réwniez zaobserwowane przez naukowcéw
badajacych efektywno$¢ PFD w stosunku do kaszlu- terapia PFD wplywala
korzystnie powodujac zmniejszenie nat¢zenia kaszlu ®. Badanie retrospektyw-
ne prowadzone przez naukowcéw hiszpanskich obejmujace pacjentéw z IPF
ktérzy rozpoczeli leczenie PFD w latach 2011-2016 wykazalo, ze pomimo
zmiennosci osobniczej w odpowiedzi na stosowanie PFD, lek ten wydaje si¢

by¢ skuteczny w dlugotrwalym stosowaniu . W innym badaniu oceniono
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skuteczno$¢ dziatania PFD u pacjentéw nalezacych do europejskiego rejestru
IPF (eurIPFreg)- PFD wplywalo pozytywnie na chorych powodujac zmniej-
szenie tempa spadku wartosci FVC (zmniejszenie rocznego spadku o okoto
50%), zmniejszenie DLCO, lepsze wyniki testu marszu sze$ciominutowego
oraz splaszczenie skali dusznosci Borga . Kolejne badanie retrospektywne
przeprowadzone na 82 pacjentach z IPF wykazalo, ze pirfenidon powoduje
wydtuzenie 3-letniego wspélczynnika przezycia nawet u pacjentéw z cigzka
postacig choroby, potwierdzono réwniez bezpieczeristwo stosowania tego
leku . Przeprowadzono takze badanie wsréd pacjentéw z IPF poddanych
transplantacji pojedynczego pluca, ktérzy przyjmowali PFD- w poréwnaniu
do pacjentéw nieleczonych lekiem antyfibrotycznym mieli oni skrdcony czas
wentylacji mechanicznej i lepsza oksygenacje. Co wigcej, czgstos¢ wystapienia
ostrego odrzucenia przeszczepu w ciagu pierwszych 30 dni po transplanta-
cji byla nizsza w przypadku pacjentéw wczesniej przyjmujacych PFD . Na
podstawie przytoczonych badari mozna wnioskowa¢, ze pirfenidon to lek do-
brze tolerowany przez pacjentéw z IPF, ktéry wplywa korzystnie na ich stan,

zmniejszajac zaréwno objawy, jak i powodujac zwolnienie progresji choroby.
4. Nintedanib

Nintedanib (BIBF 1120) to substancja, ktéra odkryto w 1998 roku
podczas badad firmy Boehringer Ingelheim nad inhibitorami angiogenezy
do wykorzystania w terapii przeciwnowotworowej. Etanosulfonian ninte-
danibu jest 6-metoksykarbonylopodstawiong pochodng indolinonu sto-
sowang w onkologii, a takze w leczeniu idiopatycznego widknienia pluc ©.
Nintedanib ma wiasciwosci przeciwangiogenne, przeciwzwléknieniowe oraz

Przeciwnowotworowe.
4.1. Mechanizm dzialania

Nintedanib to inhibitor kompetycyjny, ktéry przylacza si¢ do kiesze-
ni wigzacej adenozynotrifosforan (ATP) w kinazach tyrozynowych VEGEFR,
FGFR oraz PDGFR ©. Jest réwniez inhibitorem kinaz z rodziny Src (Lck,
Lyn), a takze kinaz Flt-3 (tabela 5). Efekty dzialania tego leku sg wynikiem
wplywu na proliferacj¢ i migracj¢ fibroblastéw oraz transformacje fibrobla-
stéw do miofibroblastéw. Nintedanib oddzialuje réwniez na skladowe macie-
rzy zewnatrzkomérkowej, a takze posiada wasciwosci antyangiogenne. W ba-

daniach przeprowadzonych na modelach zwierzgcych (szczurach i myszach)
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wykazano réwniez jego whasciwosci antyfibrotyczne i przeciwzapalne. Szeroki
wachlarz oddzialywania nintedanibu istotny jest w terapii IPF, a takze w le-

czeniu przeciwnowotworowym °.

h71 72 73 74
)

Tabela 5. Nintedanib jako inhibitor kinaz tyrozynowyc

Kinazy tyrozynowe Charakterystyka

hamowane przez BIBF 1120

FGFRI1, FGFR2, FGFR3 Wplyw na embriogeneze, angiogenezg i regeneracje tkanck

PDGFRa, PDGFRp Rola w procesach wzrostu i réznicowania komérek
mezenchymalnych

VEGEFR1, VEGFR2, VEGFR3 | Regulacja proceséw angiogenezy i limfangiogenezy

Rodzina kinaz Src (Lck, Lyn) | Protoonkogeny majace wplyw na proliferacje, morfologie,
przezywalnos¢ i ruchliwos$¢ komérek

Kinaza Flt-3 Wplyw na proliferacje, przezywalno$é i réznicowanie mul-
tipotencjalnych komdrek macierzystych

Wplyw nintedanibu na funkcjonowanie fibroblastéw badano poréw-
nujac jego dzialanie na fibroblasty plucne pacjentéw z IPF oraz fibroblasty
os6b nalezacych do grupy kontrolnej. U chorych z IPF fibroblasty plucne
charakteryzowaly si¢ wyisza ekspresja PDGFR i FGFR w poréwnaniu do
pacjentéw kontrolnych. Wykazano, ze BIBF 1120 odwraca proproliferacyj-
ny wplyw PDGF-BB, FGF-2 czy VEGF zaréwno u pacjentéw chorujacych
na idiopatyczne widknienie pluc, jak i u dawcéw kontrolnych. Ninteda-
nib powoduje wigc hamowanie proliferacji fibroblastéw, a takze zmniejsza
ich migracje. Whasciwosci antyfibrotyczne tej substancji sg tez zwigzane ze
zmniejszaniem indukowanego przez TGF-f wydzielania kolagenu, sekrecji
TIMP-2 oraz pobudzaniem wydzielania pro-MMP-2 7. Co wigcej, lek ten
hamuje transformacj¢ fibroblastéw do miofibroblastéw, co zostalo wykazane
w badaniach na fibroblastach plucnych pacjentéw z IPF poprzez zmniejsze-
nie ekspresji mRNA aSMA, ktéra jest markerem réznicowania miofibrobla-
stéw 7. Whasciwosci antyangiogenne nintedanibu w dalszym ciagu wymagaja
doprecyzowania w kontekscie terapii IPF. Hamowanie transdukgji sygnalu
szlakéw, w kedrych mediatorami sa VEGF, PDGF i FGF powoduje hamowa-
nie proliferacji komérek zaangazowanych w angiogeneze w tkance plucnej 7/,
a co wigcej zmniejszenie proceséw angiogenezy nowotwordw phuc 7®. Dziala-
nie przeciwzwléknieniowe i przeciwzapalne nintedanibu badano réwniez in
vivo na modelach zwierz¢cych zwléknienia ptuc- indukowanego bleomycyna
u myszy (1) i u szczurdéw (2), a takze zwldknienia wywolanego krzemionka
u myszy (3). W przypadku modelu (1) doszto do niezaleznej od dawki redukgji
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stanu zapalnego w plucach, co zaobserwowane zostalo m.in. poprzez zmniej-
szenie liczby limfocytéw oraz poziomu prozapalnej cytokiny- IL-1f. Ponadto
spadkowi ulegt poziom TIMP-1 oraz ilo$¢ kolagenu w tkance plucnej. W
modelu (2) réwniez zaobserwowano istotne ostabienie procesu widknienia.
Model (3) wykazal za$, ze nintedanib powodowat spadek ilosci neutrofiléw i
limfocytéw, nie wplywal jednak na poziom makrofagéw. Co wigcej, lek ten
w duzym stopniu powodowat redukeje IL-1p, CXCL1/KC i TIMP-1, miat
tez istotny wplyw na supresj¢ zapalenia i zwldknienia oraz tworzenia si¢ ziar-

niniakéw 7°

4.2. Farmakokinetyka

Metabolizm
poprzez hydrolize
i glukuronidacje,

male znaczenie

Rycina 4. Farmakokinetyka nintedanibu [opracowanie wlasne]

Nintedanib to lek podawany w postaci migkkiej kapsulki zelatynowej
o okresie péttrwania wynoszacym okoto 12 godzin. Substancja ta osiaga mak-
symalne st¢zenie w osoczu po okoto 2-4 godzinach od podania. Cechuje si¢
wysokim stopniem wigzania z biatkami osocza, gléwnie albuminami- 97,8%
nintedanibu ulega polaczeniu z biatkami 7. Szybko$¢ wchtaniania i biodostep-
no$¢ BIBF 1120 sa zmniejszone wskutek dzialania glikoproteiny P oraz przez
duzy efekt pierwszego przejscia- catkowita biodostgpnos¢é wynosi okoto 5%
80 Metabolizm nintedanibu polega na hydrolizie katalizowanej przez esterazy,
na skutek ktérej powstaje BIBF-1202. Czasteczka ta jest nastepnie przeksztal-
cana przez glukuronozylotransferaz¢ 5'-difosforanu urydyny do glukuronidu.
Proces ten zachodzi w jelitach i biora w nim udzial glukuronozylotransfera-
zy UGT1A1, UGT1A7, UGT1A8 i UGT1AL10, a takie w watrobie, gdzie
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katalizowany jest przez UGT1A1l. Mechanizmy metabolizmu nintedanibu
poprzez cytochromy, gtéwnie CYP3A4 maja niewielkie znaczenie ®'. Wydala-
nie nintedanibu i jego metabolitéw zachodzi gtéwnie z kalem, niewielka ilo¢

eliminowana jest wraz z moczem *.
4.3. Skuteczno$¢ kliniczna

Skuteczno$¢ i bezpieczeristwo nintedanibu jako leku podawanego pa-
¢jentom z idiopatycznym wiéknieniem pluc byto oceniane w badaniach na-
ukowych- TOMORROW (fazy II) oraz za pomocg dwoch badart INPULSIS
(fazy III). W programie TOMORROW wzi¢lo udzial 432 pacjentéw, ktd-
rym po randomizacji podawano jedna z czterech dawek nintedanibu, badz
tez placebo. Wykazano, ze podawanie 150 mg BIBF 1120 dwa razy na dobg
u pacjentéw z IPF w porédwnaniu do pacjentéw z grupy placebo powodo-
walo zmniejszenie rocznego tempa spadku FVC, a takze obnizalo ryzyko za-
ostrzenia IPF (AE-IPF) oraz powodowalo zachowanie poziomu jakosci zycia
ocenianego wedlug skali SGRQ (skali jakosci zycia wedlug kwestionariusza
Szpitala Sw. Jerzego) ¥. Badania fazy III (INPULSIS-1 i INPULSIS-2) to
randomizowane, podwdjnie zaslepione programy, ktére mialy na celu zbada-
nie bezpieczeristwa i skutecznosci klinicznej stosowania nintedanibu w dawce
dwa razy dziennie u pacjentéw z IPF w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Whaczono do nich 1066 pacjentéw. Oba badania wykazaly, ze roczne tempo
spadku poziomu FVC ulegalo istotnej redukgji pod wplywem nintedanibu
w stosunku do grupy placebo. W badaniu INPULSIS-2 w poréwnaniu do
badania INPULSIS-1 zaobserwowano réwniez, ze nintedanib wydtuzal czas
do wystapienia zaostrzenia IPF #. Opisywane badania ulegly rozszerzeniu do
otwartych badarni. Badanie przedtuzajace program TOMORROW nie wyka-
zalo istotnych probleméw dotyczacych bezpieczeristwa stosowania ninteda-
nibu w leczeniu IPF, a ponadto potwierdzilo, ze lek ten wplywa pozytywnie
na pacjentéw powodujac spowolnienie progresji choroby powyzej 52 tygo-
dni stosowania BIBF 1120 ®. Program INPULSIS-ON, czyli rozszerzenie
badari III fazy, réwniez przynidst korzystne wiesci na temat dlugotrwalego
bezpieczenistwa stosowania nintedanibu. Ponadto wykazano, ze zmniejszenie
szybkosci postgpu IPF jako efekt przyjmowania nintedanibu utrzymuje si¢
powyzej czterech lat *.
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4.4. Dzialania niepozadane

Badania kliniczne INPULSIS wykazaly, ze czgsto$¢ wystgpowania ja-
kichkolwiek dziatari niepozadanych w grupie pacjentéw przyjmujacych ninte-
danib w stosunku do grupy placebo byta podobna. Najczesciej wystepujacym
efektem ubocznym byta biegunka (62,4% w grupie badanej; 18,4% w gru-
pie placebo), jednakze w wigkszosci przypadkéw nie byta potrzebna redukeja
dawki czy przerwanie terapii. Ponadto obserwowano wymioty, nudnosci i spa-
dek apetytu. Innymi dziataniami niepozadanymi byly: podwyiszona akeyw-
no$¢ enzyméw watrobowych ALT i AST, a takze wyzsze st¢zenie bilirubiny.
W wigkszosci przypadkéw wartosci te wrécily do normy przed zakonczeniem
leczenia. Zaraportowano réwniez wystepowanie krwawiert (10,3% w grupie
badanej; 7,8% w grupie placebo), gléwnie z nosa. Co istotne, czgstosé wy-
stgpowania powaznych zdarzer krwotocznych byta podobna w obu grupach.
Oprécz wyzej wymienionych dziatari niepozadanych zaobserwowano réwniez
perforacj¢ przewodu pokarmowego (2 przypadki w grupie badanej, zadnego
w grupie placebo), nadcisnienie tetnicze, infekcje oraz zaburzenia pracy serca
(epizody zawatu migénia sercowego byly czgstsze w grupie badanej). Utrata
masy ciata byla czgéciej raportowana u pacjentéw przyjmujacych nintedanib
niz u 0séb pobierajacych placebo ¥.

4.5. Interakcje i przeciwwskazania

W zwiazku z niewielka rola cytochroméw P450 w metabolizmie ninte-
danibu interakcje tego leku z innymi substancjami sa rzadkie. Jako substrat
glikoproteiny P, nintedanib moze wchodzi¢ w interakeje z silnymi induktora-
mi lub inhibitorami tego biatka, np. ketokonazolem, erytromycyna, rifampi-
cyng czy cyklosporyna. Z racji na inhibicj¢ VEGRF przez BIBF 1120 istnieje
zwickszone ryzyko krwawienia w przypadku stosowania antykoagulantéw czy
lekéw przeciwplytkowych- kazdy pacjent powinien mie¢ przeprowadzong in-
dywidualng oceng ryzyka zdarzenia krwotocznego *. Nintedanib jest przeciw-
wskazany w przypadku nadwrazliwosci na t¢ substancje, na orzechy ziemne,

soj¢ lub substancje pomocnicze.
4.6. Doniesienia nt. skuteczno$ci nintedanibu w terapii IPF

Od momentu dopuszczenia nintedanibu jako leku w terapii IPF po-

jawiaja si¢ kolejne doniesienia na temat jego efektu dzialania. W jednym
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z badan oceniano wplyw nintedanibu na zmiany zwléknieniowe tkanki ptu-
cnej widoczne w obrazie HRCT i zaobserwowano, ze stopien zwléknienia
ptuc ulegt zmniejszeniu po pétrocznej terapii nintedanibem w poréwnaniu do
grupy placebo. Potwierdzono réwniez zmniejszenie tempa spadku FVC oraz
polepszenie wyniku testu marszu sze$ciominutowego przy stosowaniu tego
leku w stosunku do pacjentéw nie otrzymujacych nintedanibu *. Naukowcy
poréwnywali takze skuteczno$¢ BIBF 1120 w zaleznosci od stopnia nasilenia
IPE- pacjenci w lepszym stanie klinicznym mieli podobna odpowiedz organi-
zmu na dziatanie nintedanibu jak pacjenci z obrazem plastra miodu w HRCT
lub/i potwierdzeniem UIP w biopsji ptuc ¥. Kolejna istotna kwestia potwier-
dzajaca skuteczno$¢ nintedanibu jest nizsze ryzyko wystapienia ostrego za-
ostrzenia IPF (AE-IPF). Co wigcej, udowodniono réwniez, ze dziatanie nin-
tedanibu na spowolnienie progresji IPF moze utrzymywac si¢ ponad 5 lat *°.
Badano réwniez jak terapia nintedanibem wplywa na pacjentéw w starszym
(75 lat lub wigcej) wieku i wykazano, ze osoby te musialy wezesniej przerwad
leczenie, dlatego tez istotne jest wezesne wprowadzenie tego leku do schematu
leczenia. Dotyczyto to gléwnie pacjentéw z niskimi wartosciami FVC, masy
ciata i BMI i czgsto wiazalo si¢ z dolegliwosciami zotadkowo-jelitowymi ta-
kimi jak nudnosci i anoreksja *'. Naukowcy z USA przeprowadzili réwniez
analiz¢ profilu tolerancji i bezpieczeristwa nintedanibu korzystajac z globalnej
bazy danych obejmujacej zgloszenia dziatai niepozadanych podczas terapii za
pomoca BIBF 1120. Dane z ponad 4 lat potwierdzily bezpieczeristwo stoso-
wania nintedanibu **. Podsumowujac, doniesienia nt. wlaczenia nintedanibu
do terapii idiopatycznego widknienia ptuc sa bardzo korzystne i potwierdzaja,
ze jest to lek bezpieczny.

5. Whioski

Pacjenci z rozpoznaniem idiopatycznego wiéknienia pluc staja twarza
w twarz z choroba o bardzo niekorzystnym rokowaniu. Objawy takie jak dusz-
no$¢, kaszel i zmeczenie znacznie pogarszajg ich jako$¢ zycia. Progresja choro-
by powoduje, ze wykonywanie nawet codziennych czynnosci staje si¢ wyzwa-
niem. Wprowadzenie lekéw antyfibrotycznych do terapii IPF jest nadzieja na
popraweg sytuacji zyciowej takich os6b. Zaréwno pirfenidon, jak i nintedanib
cechuja si¢ wysoka tolerancja i profilem bezpieczeristwa. Oba leki zmniejszaja
tempo spadku FVC, polepszajq tez wyniki testu marszu sze$ciominutowego,
co $wiadczy o spowalnianiu rozwoju choroby. Ponadto redukuja tez ryzyko
wystapienia ostrych zaostrzeri IPF, ktore czgsto prowadza do zgonu. Biorac
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pod uwagg ich potwierdzona skuteczno$¢ wydaje si¢ by¢ zasadnym uznanie
nintedanibu i pirfenidonu za leki przetfomowe w walce o poprawe jakosci

zycia pacjentéw z idiopatycznym wiéknieniem pluc.
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KANNABINOIDY W LECZENIU
BOLU NEUROPATYCZNEGO
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Studenckie Kolo Naukowe im. Zbigniewa Religii przy Katedrze Biofizyki w Zabrzu,
Wydziat Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt

Bol neuropatyczny jest skutkiem uszkodzenia ukladu nerwowego. Dokladna definicja wedlug
Migdzynarodowego Stowarzyszenia Badari nad Bélem brzmi nast¢pujaco: ,,BSl spowodowany
zmiang lub chorobg somatosensorycznego ukladu nerwowego”. Ta przypadlos¢ jest zwigzana
z wieloma objawami klinicznymi jak np. dretwienie czy allodynia. Nie ma dokladnego sche-
matu objawéw, gléwnie ze wzgledu na réine typy bélu neuropatycznego, wyréznione gléwnie

pod kryterium powdd uszkodzenia nerwu. W tym przypadku wyrézniamy urazy nerwéw spo-
wodowanych przez: cukrzyce, pétpasca, amputacje koriczyny, uraz rdzenia kregowego, zakaze-
nie wirusem HIV i inne. Nawet jedne z najsilniejszych lekéw przeciwbélowych nie wykazuja
dobrego dzialania w przypadku bélu neuropatycznego. Substancjami, ktére s3 badane pod
katem skutecznosci w przypadku leczenia bélu neuropatycznego sa kannabinoidy. Wykazano

ich skuteczno$¢ w tym schorzeniu, lecz ich systematyczne stosowanie wymaga jeszcze wielu ba-
dari. Celem tej pracy byla ocena ogdlnej skutecznosci oraz mozliwosci terapeutyczny kannabi-
noidéw w leczeniu bélu neuropatycznego oraz krétkie przedstawienie ich skutkéw ubocznych

Stowa kluczowe: Kannabinoidy, THC, CBD, bél neuropatyczny,

Abstract

Neuropathic pain is the result from damage to the nervous system. The exact definition of
the International Association for the Study on Pain is as follows: " Pain caused by a lesion or
disease of the somatosensory nervous system.” This condition is associated with many clinical
symptoms, such as numbness and allodynia. There is no exact pattern of the symptoms, mainly
due to the different types of neuropathic pain, distinguished mainly by the cause of nerve
damage. In this case, we distinguish nerve injuries caused by: diabetes, herpes zoster, limb
amputation, spinal cord injury, HIV infection and others. Even some of the most powerful
analgesics do not work well for neuropathic pain. The substances that are being tested for effec-
tiveness in the treatment of neuropathic pain are Cannabinoids. They have been shown to be
effective in this disease, but their systematic use requires a lot of research. The aim of this study
was to assess the overall efficacy and therapeutic potential of cannabinoids in the treatment of
neuropathic pain and to briefly describe their side effects

Key words: Cannabinoids, THC, CBD, neuropathic pain,
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1. Wstep

Bol jest definiowany jako nieprzyjemne doznanie czuciowe i emocjo-
nalne zwigzane z rzeczywistym lub potencjalnym uszkodzeniem tkanek lub
opisywane w kategoriach takiego uszkodzenia. Jest to odczucie, ktére spetnia
funkcje obronna organizmu. Bél neuropatyczny jest patologicznym zjawi-
skiem, ktére juz nie spetnia funkcji obronnej. Obecnie nie ma sprawdzonej
metody leczenia tego schorzenia, a znane sg jedynie w niewielkim stopniu
dzialajace sposoby. Szacuje si¢, ze wystepuje u 7-10% populacji'. Obecnie
uznaje si¢, iz najlepsze dziatanie majg substancje i grupy takich substangji jak
tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne, inhibitory wychwytu zwrotnego sero-
toniny i noradrenaliny, pregabalina, gabapentyna’. Nadzieja na znalezienie
skutecznej metody leczenia sa kannabionoidy. Skuteczno$¢ tych zwiazkéw
zostala wykazana w badaniach, lecz jest to niewystarczajace, aby jednoznacz-
nie okresli¢ ich jako leki na bél neuropatyczny®. Celem tej pracy jest préba
oceny ogélnej skutecznosci kannabinoidéw w leczeniu bélu neuropatycznego

z uwzglednieniem skutkéw ubocznych.
2. Krétka charakterystyka kannabinoidéw

Pierwsze zapiski o medycznym zastosowaniu Cannabis sativa L., znalezi-
one na Egipskim papirusie, datuje si¢ na okoto 1550 rok p.n.e.* Sposréd wielu
substangji, ktére mozemy wyodrebnic z tej rosliny najwicksze znaczenie maja
dwa zwiazki: A9-tetrahydrokannabinol (THC) oraz kannabidiol (CBD).

2.1. THC

THC jest gléwna substancja odpowiedzialng za psychoaktywne whasci-

wosci konopi.

CHj

Rycina 1. Wzér chemiczny tetrahydrokannabinolu
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THC jest agonista dla receptoréw CB1 i CB2. Jego dzialanie, po akty-
wacji presynaptycznych receptoréw CB1 polega na zmniejszeniu neuroprze-
kaznictwa przez zmniejszenie syntezy cyklicznego adenozyno-3',5'-monofos-
foranu’. Gléwne efekty tetrahydrokannabinolu na organizm to przykladowo:
tachykardia®’, apatia, relaksacja, spowolniony czas reakgji®. Dodatkowo ma
whasciwosci przeciwzapalne’, przeciwbdlowe!®.

Ponadto w Polsce dostepny jest lek — Dronabinol. W jego skladzie
znajduje sic THC i wykazano jego dziatanie min. przeciwbdlowe oraz
przeciwwymiotne''.

2.2.CBD

CBD w przeciwienistwie do THC nie wykazuje whasciwosci psychoakty-
wnych'. Dokladny mechanizm dzialania CBD nie zostal w pelni poznany.
Wiadomo, ze ma niewielkie powinowactwo do receptoréw CB1 oraz CB2.
Kannabidiol moze by¢ dla tych receptoréw zaréwno agonista jak i antagonista.
Dodatkowo jest czg$ciowym agonista serotoninowego receptora 5-HT1A".
CBD ma dzialanie migdzy innymi: przeciwbdlowe', przeciwzapalne®, neuro-

protekeyjne'®

, przeciwwymiotne'’, przeciwlekowe's. W zaleznosci od dawki
oraz polaczeniu z innymi lekami takimi jak lipoamid, peksydartynib, mipo-
mersen ten kannabinoid moze spowodowa¢ uszkodzenie watroby'. Obecnie
CBD jest z powodzeniem stosowane w leczeniu takich choréb jak: zaburzenia

napadowe zespolu Lennoxa-Gastauta i zespotu Draveta®.

HsC
CH,
H
CH,
HO OH
CH,

Rycina 2. Wzér chemiczny kannabidiolu
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3. Kannabinoidy w leczeniu réznych typéw bélu neuropatycznego

Typy bélu neuropatycznego mozemy podzieli¢ gléwnie ze wzgledu na
przyczyne uszkodzenia nerwu. Gtéwnymi typami sg te zwiazane z takimi cho-
robami jak cukrzyca czy HIV ale réwniez spowodowane urazami np. rdzenia
kregowego, ale réwniez amputacjami koriczyn. Szacuje si¢, ze bol neuropa-
tyczny moze dotyka¢ od 6,9% do nawet 10% populgji®, a mimo to okolo az
jedna trzecia nie przyjmuje zadnych lekéw w celu zniwelowania bélu, a tylko

2% jest objetych specjalistycznym leczeniem?™.

3.1. Zastosowanie kannabinoidéw w leczeniu bélu neuropatycznego

w cukrzycy

Wystgpowanie neuropatii w cukrzycy jest zréznicowane w populac-
ji. Czesto$¢ samego bélu neuropatycznego, wedlug jednych z badad wyno-
si 13,3% u ludzi dotknigtych cukrzyca?'. W celu trafnego zdiagnozowania
neuropatii spowodowanej cukrzyca nalezy wykluczy¢ inne czynniki, kedre
moga spowodowac uszkodzenie nerwdéw; metaboliczne czy tez spowodowane
stanami zaplanymi*’. W przypadku wystapienia neuropatii, ktéra powoduje
bél, ogdlna jakos¢ zycia spada, a koszty leczenia wzrastaja®®. Mimo duzego
problemu jakim sg tego typu komplikacje, nadal nie zostal okreslony zaden
sposob leczenia, ktory méglby poprawi¢ stan zdrowia chorych w znacznym
stopniu. Metoda ktéra, uwazana byla za mogaca zmieni¢ mozliwosci terapeu-
tyczne w przypadku tego schorzenia, bylo podawanie kannabinoidéw. Od
lat znane byly przeciwbélowe whasciwosci kannabinoidéw, wigc naturalnym
bylo iz naukowcy sprébuja je réwniez zaimplementowa¢ do leczenia bélu neu-
ropatycznego. Wyniki badan klinicznych moga wskazywa¢ na poprawe stanu
zdrowia chorych w przypadku podania syntetycznych kannabinoidéw jako

225 natomiast w przypadku podawa-

26,27

adjuwant lub jako gtéwna substancja
nia THC oraz CBD naturalnego pochodzenia, wyniki sa zréznicowane
Liczba badan klinicznych w zakresie skutecznosci kannabinoidéw w leczeniu
bélu neuropatycznego powiazanego z cukrzyca jest mocno ograniczona. Do-
datkowo wyniki sg zréznicowane lub niejednoznaczne. Wartym uwagi jest
fakt lepszych wynikéw badari prowadzonych z wykorzystaniem syntetycznych
kannabinoidéw. Mimo tej niewielkiej réznicy, nie mozna jednoznacznie st-
wierdzi¢ wigkszej wartosci terapeutycznej syntetycznych kannabinoidéw

w poréwnaniu do ich odpowiednikéw naturalnego pochodzenia, ale réwniez
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ogdlnego znaczenia terapeutycznego tych zwiazkéw w leczeniu tego typu bélu

neuropatycznego.

3.2. Zastosowanie kannabinoidéw w leczeniu bélu neuropatycznego

w stwardnieniu rozsianym

Bél neuropatyczny w przypadku stwardnienia rozsianego jest w gtéwnej
mierze zwigzany z o$rodkowym ukladem nerwowym. Wystepuje on w od
17% do nawet 70% przypadkéw stwardnienia rozsianego®®. Warto zwrécié
uwagg, iz czgsto$¢ wystgpowania tej dolegliwosci zalezy miedzy innymi od
wieku czy tez czasu trwania choroby®. W stwardnieniu rozsianym, bél ten
jest jednym z najczgstszych objawdw, ktére radykalnie obnizajg jako$¢ zycia
pacjentéw. Podobnie jak w przypadkéw innych typéw bélu neuropatyczne-
go, tak réwniez jezeli jest on powiazany ze stwardnieniem rozsianym, nie ma
skutecznej formy leczenia. Obecnie najczgéciej uzywanymi medykamenta-
mi, sg leki takie jak: tréjeykliczne leki przeciwdepresyjne (np. nortryptylina
i amitryptylina), inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny
(np. duloksetyna i wenlafaksyna), ale réwniez leki z grupy silnych opioidéw
(np. morfina, fentanyl)*. Niestety, nie sg to wystraczajace dowody aby wpro-
wadzi¢ taki typ leczenia jako podstawowe w przypadku tego schorzenia. Bada-
nia wskazuja na pozytywny wplyw kannabinoidéw na bdl, lecz nie maja one
z reguly fenomenalnych wynikéw. Mimo tych watpliwosci, sa one obiecu-

jacym tematem w kontekscie b6lu zwiazanego ze stwardnieniem rozsianym.

3.3. Zastosowanie kannabinoidéw w leczeniu bélu neuropatycznego

zZwiazanego z urazami

Rozwéj bolu neuropatycznego w nastgpstwie obwodowego uszkodze-
nie nerwéw wynika z wielu zmian zainicjowanych przez utrat¢ zwiazku ho-
meostatycznego miedzy komérkami Schwanna i nienaruszonymi aksonami.
Powoduje to proliferacj¢ komérek Schwanna i uwolnienie wielu czynnikéw,
ktére wywoluja kaskade zdarzen, keéra obejmuje migdzy innymi rekrutacje
komérek krwiotwérezych, fagocytoze uszkodzonej tkanki i zmiany w ekspres-
ji gendéw wewnatrz komorki nerwowej, co skutkuje pojawieniem si¢ nowych
kanaléw jonowych, ktére wywotuja nadpobudliwos$¢ neuronalna, kedra lezy
u podstaw bélu neuropatycznego®. W jednym z badan, ktére skupilo si¢ na
pacjentach po urazie splotu ramiennego, w 56% przypadkéw stwierdzono
wystgpowanie bélu neuropatycznego, ktéry miat gléwnie charakter bélu
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palacego®. Jedna z metod leczenia bélu neuropatycznego w przypadku usz-
kodzenia nerwéw obwodowych lub splotu ramiennego jest neuroliza i napra-
wa nerwéw. Takie zabiegi moga by¢ wystarczajace do zmniejszenia bélu?.
W przypadku niewielkiej skutecznosci czgsto stosowanych farmaceutykéow,
lub nieskutecznosci innych metod leczenia, $rodkiem ktéry moze u$mier-
zy¢ bél, sa srodki zawierajace kannabinoidy. W badaniu, ktére sprawdzalo
skuteczno$¢ konopi indyjskiej zawierajacej kannabinoidy, w leczeniu bélu
neuropatycznego, bedacego wynikiem urazu lub zabiegéw chirurgicznych,
wykazano dziatanie zmniejszajace b6I’®. Inne badanie, ktére objelo pacjentéw
z uszkodzeniem splotu ramiennego wskazalo na poprawe odczuwanego bélu,
po podaniu kannabinoidéw??. W tym przypadku te substancje byly podawane
réwnolegle ze wezesniej podawanymi farmaceutykami. W przypadku bélu
neuropatycznego spowodowanego urazami, zwiazki chemiczne z grupy kan-
nabinoidéw wykazujg dziatanie zminiejszajace bol. W sytuacjach gdzie inne
metody leczenia zawodza, takie alternatywne sposoby moga sta¢ si¢ dobrym
sposobem na poprawe stanu zdrowia pacjentéw.

3.4. Zastosowanie kannabinoidéw w leczeniu bélu neuropatycznego

zwiazanego z nowotworami

Bél neuropatyczny moze by¢ spowodowany bezposrednio rozwojem
komérek nowotworowych, poprzez ucisk nerwu spowodowany guzem nowot-
worowym i/lub samg terapia, czyli zabiegami chirurgicznymi, chemioterapia,
czy tez radioterapia. Tq przypadlo$¢ mozna podzieli¢ na kilka gléwnych kat-
egorii: pleksopatia, radikulopatia, neuropatia obwodowa, ztosliwa bolesna
radikulopatia, przerzuty opon mézgowo-rdzeniowych, nerwobdl czaszkowy,
paranowotworowa neuropatia czuciowa®. Czesto$¢ wystgpowania okresla
sic na okoto 40% wsréd pacjentéw z nowotworami'. Paklitaksel jest lekiem
od dzialaniu cytostatycznym, stosowanym w leczeniu nowotworéw migdzy
innymi: piersi, jajnika, ptuc. Jego stosowanie czgsto jest zwiazane z bélem,
ktéry moze mieé charakter bélu neuropatycznego®. W modelach zwierze-
cych wykazano bezposredni wplyw komérek nowotworowych na odczuwanie
bélu*’. Obecnie nie ma metod zapobiegania temu schorzeniu, a leczenie pole-
ga gléwnie na fagodzeniu bélu. Ta przypadtos¢ w przypadku wystapienia po
chemioterapii jest stosunkowo oporna na dzialanie lekéw przeciwbdlowych,
co stwarza problem terapeutyczny®. Zastosowanie zwigzkéw chemicznych
z grupy kannabinoidéw w tym przypadku nie jest dobrze poznane i prowad-

zone na niewielkiej liczbie badanych®. W modelach zwierzecych wykazano
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dzialanie agonistéw receptoréw kannabinoidowych, ktére znacznie zmnie-
jszato odczuwany bol*#. Napawa to optymizmem w zwiazku z leczeniem tej
przypadlosci wérdd ludzi, lecz bardzo ograniczona liczba badari uniemozliwia

wprowadzenie tego typu leczenia do standardowego postgpowania.
4. Skutki uboczne oraz toksyczno$é kannabinoidéw

Jak wickszos¢ lekéw tak i kannabinoidy maja swoje efekty uboczne. Po
krétkotrwatym stosowaniu kannabinoidéw, zdecydowana wigkszos¢ z dziatan
niepozadanych byla fagodna (96,6%)". Naleza do nich przykltadowo: nud-
nosci, zmeczenie, bél, anemia, zawroty glowy, dusznosé*®. Innymi skutkiem
ubocznym, sa réwniez ataki paniki, ktére czgéciej wystepuja wérdd kobiet oraz
0s6b starszych®. Wsréd dzieci moga wystgpowaé zaburzenia gléwnie natury
neurologicznej, takie jak ataksja, czy stupor®. W przypadku dlugotrwalego
uzytkowania konopi indyjskich, badania przeprowadzone z wykorzystaniem
neuroobrazowania, wykazaly wzmozona aktywno$¢ mézgu. Moze to wska-
zywaé, iz neurony musza wykaza¢ zwickszone dziatanie w celu zachowania
odpowiedniego funkcjonowania calego narzadu’'. Skutki uboczne obejmu-
ja réwniez uklad krwionosny. W jednym z badan, ktére objelo 3882 oso-
by, wykazano, ze ryzyko zawalu jest zwigkszone 4,8-krotnie, w stosunku
do podstawowej wartoéci®>. Udowodnione zostalo réwniez zwigkszone ryz-
yko udaru®. Do powaznych skutkéw ubocznych mozna zaliczy¢ wymioty
lub zakazenia drég moczowych?. Rzadkie wystgpowanie powaznych skut-
kéw ubocznych przemawia za bezpieczeistwem stosowania kannabinoidéw.
Nalezy réwniez pamigta¢ o skutkach dtugotrwalych, ktére sa mniej poznane,
a zarazem na obecny stan wiedzy, wydaja si¢ powazniejsze.

5. Dostgpno$é kannabinoidéw w Polsce

W potowie 2017 roku, w Polsce zostata zalegalizowana medyczna mar-
ihuana. Zostalo to uregulowane ustawa z dnia 7 lipca 2017 r. o zmianie ust-
awy o przeciwdziataniu narkomanii oraz ustawy o refundacji lekéw, srodkéw
spozywczych specjalnego przeznaczenia zywieniowego oraz wyrobéw medyc-
znych. Umozliwito to Polakom korzystanie z pozytywnych wlasciwosci sub-
stancji zawartych w tej roslinie. Preparatem ktdry zostat zarejestrowany do
uzytku oraz ktdry cieszy si¢ duza popularnoscia jest Sativex®. Podawany jest
w postaci aerozolu do jamy ustnej. W 1 mililitrze znajduje si¢ 27 mg THC oraz

25 mg CBD. Dodatkowo w Polsce jest dostgpnych kilka innych preparatéw
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w formie suszu, jak np.; Cannabis Flos THC 8% CBD 8%, Cannabis Flos
THC 1% CBD 12%, Cannabis Flos THC 20% CBD 1%*. Te produkty
firmy Aurora Deutschland GmbH majg w swoim skfadzie rézne stgzenia kan-
nabinoidéw, w zaleznosci od preparatu co umozliwia wigksza precyzje prow-
adzonej farmakoterapii. Kannabinoidy z pewnoscia sa rzadko stosowanymi
lekami. Niewiele aptek dysponuje wspomnianymi preparatami co znacznie
utrudnia Polakom dostep do tych substancji. W wigkszo$ci pozytywne wyniki
badar, jak i réwniez wzrastajaca popularnos¢ z pewnoscia sprawi, iz kannabi-

noidy z czasem stana si¢ szerzej znang metoda leczenia w Polsce.
6. Dyskusja

Bdl neuropatyczny jest powiklaniem, ktére moze by¢ spowodowane wie-
loma chorobami lub urazami. Jego patofizjologia nie jest w pelni poznana, co
sprawia problemy terapeutyczne. Standardowe leki przeciwbdlowe, nawet te
z grupy opioidéw, nie maja bardzo satysfakcjonujacych efektdw. Jezeli objawy
takiego bélu wystepuja, przykladowo w zwiazku z chemioterapia, jego lecze-
nie jest wyjatkowo klopotliwe. Whasciwosci przeciwbdlowe kannabinoidéw
byly znane juz od dawna. W przedstawionej pracy podjeto prébe okresle-
nia og6lnej skutecznosci kannabinoidéw w leczeniu bélu neuropatycznego.
Wyniki sa zréznicowane zaréwno pomiedzy poszczegdlnymi badaniami, ale
réwniez zauwazalne sg réznice w wynikach badari migdzy réznymi typami
bélu neuropatycznego. W przypadku bélu zwiazanego z cukrzyca, cigzko
stwierdzi¢ duza skuteczno$¢ kannabinoidéw. Interesujaca jest roznica w efek-
tywnosci terapii z uzyciem syntetycznych kannabinoidéw. Liczba badari jest
niewystarczajaca, aby stwierdzi¢ iz majg one lepsze wlasciwosci terapeutyczne,
ale warto przeprowadzi¢ dodatkowe badania w celu okreslenia, czy wyste-
puja pewne réznice. Lepsze wyniki mozna znalezé w badaniach opisujacych
dziatanie THC oraz CBD wsrdd pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym. Bol
neuropatyczny bedacy skutkiem urazu jest bardzo zréznicowany ze wzgledu
na przyczyne. Dlatego tez metody leczenia sg rézne i nie zawsze skuteczne.
W tym przypadku kannabinoidy moga si¢ sta¢ dobra alternatywa w momen-
cie kiedy inne metody zawodza. Kolejnym omawianym typem byt bl zwia-
zany z nowotworami. Ten typ réwniez przysparza trudnosci w leczeniu. Kan-
nabinoidy mogg by¢ pomocne w tym przypadku, poniewaz fagodzg bél oraz
maja dodatkowe, korzystne wlasciwosci, jak np. dzialanie przeciwwymiotne,
co moze by¢ bardzo pozytywnym dzialaniem w skutkach ubocznych che-

mioterapii. Skutki uboczne kannabinoidéw sa w wigkszosci tagodne co jest

390



KANNABINOIDY W LECZENTU BOLU NEUROPATYCZNEGO

dodatkowa zaleta tych substancji. Dostgpnos¢ tych zwiazkéw chemicznych
w Polsce jest niewielka. Niewielka liczba aptek jest w stanie zaopatrzy¢ pa-
cjentéw w takie preparaty. Nalezy pamigta¢, ze taka metoda leczenia jest sto-
sunkowo nowa. Gléwnie pozytywne wyniki oraz wzrost popularnosci moze
spowodowac fatwiejszy dostep do tych lekéw.

7. Whnioski

Zastosowanie kannabinidéw w przypadku tego typu bélu moze by¢ bar-
dzo pomocne. Obecnie informacje na temat ich skutecznosci s ograniczone,
lecz moga napawaé optymizmem. Doktadne procedury zwiazane z ich stoso-
waniem, migdzy innymi dawkowanie, nie sa dokladnie okreslone. Ze wzgledu
na ich pozytywne dziatanie moga by¢ skuteczng alternatywa w szczegdlnych
sytuacjach. Dodatkowo ich stosunkowo niewielkie skutki uboczne, i toleran-
cja przez chorych jest zaleta tych substancji. Koniecznym jest przeprowadze-
nie wigkszej liczby tych badan w celu optymalizadji leczenia z wykorzystaniem

kannabinoidéw.
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Abstrakt:

PTSD (Zespot Stresu Pourazowego) jest zaliczany do grupy zaburzeni lekowych. Rozpija sie
po ekspozycji na traumatyczne wydarzenie jak np. wypadek, gwalt czy udzial w wojnie. Sza-
cunki wystgpowania siggaja od kilku do kilkunastu procent w $wiatowej populacji, a jednostka
ta stanowi powazne obciazenie dla spoteczeristwa i znaczaco obniza jakos¢ zycia dotknigtych.
Obecne metody terapii niefarmakologicznej (np. Terapia kognitywno-behawioralna) czy far-
makologiczne jak antydepresanty maja ograniczona skuteczno$¢ i grupa oséb nieodpowiadaja-
cych na leczenie pozostaje wysoka. Rozwiazaniem moze okaza¢ si¢ psychoterapia wspomagana
MDMA - ten zwiazek z grupy entaktogendw dzialajacy gléwnie uwalnia¢ monoaminy moze
wplywa¢ na zaburzone w PTSD procesy wygaszania strachu i rekonsolidacji pamieci. Pozwala
réwniez na pelniejsze zaangazowanie w terapie, a dzicki stymulacji wydzielania oksytocyny na
rozwinigcie lepszej wiezi z psychoterapeuta. FDA nadala terapii tytul przelomowej, a obecnie
ma miejsce faza 3 bada klinicznych nad jej zastosowaniem.

Stowa kluczowe: MDMA, psychoterapia, PTSD, trauma, psychodeliki

Abstract:

PTSD (Post Traumatic Stress Disorder) is an anxiety disorder that develops after an exposure
to signiﬁcant trauma e.g., car accident, rape, or war experience. Estimates of its prevalence in
world population vary between 2% and 18%. The disorder poses a significant social and eco-
nomic burden, limiting the quality of life of diseased ones. Current therapeutic methods- both
non-pharmacological (like CBT — Cognitive Behavioral Therapy) and pharmacological like
antidepressants drugs show limited efficacy and the rate of non-responders remains high. A po-
tential solution could be MDMA assisted psychotherapy. MDMA is a psychoactive compound
from the group of entactogenes that work primarily by the release of monoamines. It can
enhance the fear extinction process that is disturbed in subjects with PTSD as well as modulate
memory reconsolidation. It also provides the optimal arousal zone for psychotherapy, prevents
emotional numbing and strengths the therapeutic alliance thanks to the release of oxytocin.
FDA assigned it as a breakthrough therapy and phase 3 clinical trials are under way.
Keywords: MDMA, psychotherapy,PTSD, trauma,psychodelics
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1. Wstep

Substancje psychodeliczne stosowane sa przez ludzkos¢ od tysiacleci,
a w XX wzbudzily réwniez zainteresowanie naukowcéw z powodu ich poten-
cjalnego uzycia w leczeniu chordb psychiatrycznych. Licznie przeprowadzane
badania daly bardzo obiecujace efekty, jednak rozpowszechnienie rekreacyj-
nego spozycia psychodelikéw doprowadzito do ich catkowitej delegalizacji, co
przerwalo doswiadczenia. W ostatnich latach ponownie wzrasta zainteresowa-
nie psychodelikami w psychiatrii, gdzie méwi si¢ o renesansie tych zwiazkéw
Przyczynita si¢ do tego w duzej mierze organizacja MAPS (Mulitidisciplinary
Association for Psychodelic Studies) ktéra wspiera i promuje powrét do psy-
chodelikéw w psychiatrii. Jedng z substancji, nad ktéra badania sa najdalej
posunigte jest MDMA (3,4-Metylenodioksymetamfetamina) bardziej znana
pod nazwa Ecstasy. Jej thumiace strach, poprawiajace nastrdj i zwickszajace
otwarto$¢ oraz empati¢ wlasciwosci sprawily, ze jest badana w polaczeniu
z psychoterapia jako terapia PTSD (Zespolu Stresu Pourazowego). Artykut
ten ma na celu przedstawienie potencjalnego mechanizmu dziatania MDMA
w psychoterapii oraz oceng skutecznosci i bezpieczenistwa tego potaczenia'?.

Obraz PTSD, wystgpowania, metody leczenia oraz biologiczne podsta-
wy schorzenia. Objawy Stresu pourazowego opisywano juz podczas wojny
secesyjnej czy wsréd wiezniéw obozéw koncentracyjnych, jednak jako od-
dzielng jednostke chorobowa wyodrebniono go dopiero w latach 70. XX wie-
ku?. Dokladna definicja objawdéw rézni si¢ w zaleznosci od uzytych kryteriéw
diagnostycznych, w znacznym stopniu rozbiezne sa réwniez grupy z posta-
wiong wedlug nich diagnoza. Mozemy jednak wyrézni¢ ogélne symptomy
charakteryzujace PTSD. Zaliczamy do nich tzw. Intruzje, czyli nawracajace
wspomnienia traumy np. w formie koszmaréw nocnych, uporczywych mysli
czy tzw. Flashbacks to jest naglych reminiscencji w ktérych chory ponownie
przezywa dramatyczne wydarzenie. W dodatku czynniki zewngtrzne przypo-
minajace nawet w umiarkowanym stopniu traume¢ moga wywola¢ niewspdt-
mierng reakcje stresowa np. panike w reakcji na wybuch fajerwerk, a réwniez
agresje. Druga grupa zaburzed zwiazana jest z unikaniem bodzcéw zwiazanych
z traumg, - os6b, wydarzen i przedmiotéw. Dotyczy to réwniez wspominania
wydarzenia i rozméw o nim, doj$¢ moze nawet do znieksztalcenia pamieci
i niemoznosci przywolania elementéw traumy. Zwiazane jest to z obronny-
mi mechanizmami wyparcia, ktére uniemozliwiajg efektywne przepracowanie
i zintegrowanie traumy. Wystepuja réwniez nadmierna czujno$¢, wrazliwosé

i pobudzenie oraz problemy ze snem i koncentracja. Chorzy zmagaja si¢ takze
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z zaburzeniami nastroju, odr¢twieniem emocjonalnym, poczuciem odsepa-
rowania i izolacji, problemem w wyrazaniu pozytywnych uczu¢ jak mitos¢,
obwinianie si¢ oraz posiadanie nadmiernie negatywnych przekonari o $wiecie.
Charakterystyczng cechg PTSD jest wystgpowanie symptoméw nie od razu
po ekspozycji, a dopiero po dtuzszym czasie — tygodniach lub miesiacach.

Chociaz doktadny mechanizm zaburzeri nie jest w pelni poznany, ob-
serwowane s zmiany neurologiczne mogace ttumaczy¢ objawy: zmniejszenie
aktywnosci i objetosci kory przedczolowej, szczegdlnie obszaréw przysrodko-
wych, maly hipokamp, nadaktywno$¢ ciata migdatowatego, wyspy i przed-
niej czedci obreczy. Sa to obszary odpowiedzialne za odpowiedz na zagrozenie,
a ich nadaktywno$¢ w odniesieniu do o$rodkéw korowych moze powodowaé
nadmierng czujnoé¢ i niepokéj?. Znaczna rolg¢ w rozwoju PTDS moze gra¢
nieprawidlowe warunkowanie i wygaszanie strachu oraz zaburzone odczyty-
wanie sygnaléw bezpieczeristwa*®. Gléwnym osrodkiem odpowiedzialnym
za warunkowanie strachu jest cialo migdatowate’. Odpowiada ona za wiele
fizjologicznych reakgji na zagrozenie aktywujac uklad wspéltczulny i 0§ pod-
wzgbrze—przysadka—nadnercze. Pozwala ono réwniez na warunkowanie bodz-
ca wezesniej neutralnego jako zwiazany z zagrozeniem - np. mysz razona pra-
dem zawsze, gdy rozlega si¢ pewien dzwick zacznie po jakim$ czasie reagowad
strachem na sam dzwigk. U oséb z PTSD proces ten zachodzi abnormalnie
i sygnaly zwiazane z bezpieczeristwem nie sa w stanie sttumic¢ reakeji lekowe;.
Zaburzone jest rowniez wygaszanie leku tzn. reakcja Iekowa nie zanika z cza-
sem, gdy bodziec powtarzany jest wielokrotnie bez wzmocnienia. Co ciekawe
osoby badane z PTSD sa czesto $wiadome ze sytuacja nie stanowi zagrozenia
jednak nie sa w stanie powstrzyma¢ reakeji lekowej®. Zaburzone jest réwniez
przetwarzanie kontekstualne — pozwala ono na identyfikowanie zagrozenia
w zaleznosci od otoczenia, np. tygrys na ulicy postrzegany jest jako niebezpie-
czenistwo, ale to samo zwierzg w ZOO wzbudza jedynie zainteresowanie. Za
proces ten odpowiadaja gtéwnie hipokamp i kora przedczotowa, struktury,
ktére wykazujg zaburzong aktywno$¢ w PTSD*. Ponadto zwickszona jest ak-
tywno$¢ ukladu noradrenergicznego®”.

Szacunki wystgpowania choroby wy swiatowej populacji wahajg si¢ od
2-3% az do 18%.3 Nalezy pamictaé, ze PTSD rozwija si¢ tylko w zdecydo-
wanej mniejszosci os6b dotknietych trauma — az 70% $wiatowej populagji
do$wiadcza dramatycznego przezycia w ciagu swojego zycia, a jedna trzecia
co najmniej 3 epizody tego typu. Szczegblnie narazone sa kobiety, osoby
z przezyta w dziecifistwie trauma oraz istniejacymi juz zaburzeniami psychicz-

nymi np. stanami lekowymi badz depresja. Prawdopodobienistwo rozwinigcia
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traumy jest réwniez zalezne od rodzaju i intensywnosci przezycia - najwicksze
ryzyko niesie doswiadczenie przemocy seksualnej’. Duzg role graja réwniez
czynniki genetyczne i epigenetyczne — dziedziczno$¢ PTSD szacowana jest
na 30%?®. W ponad 50% przypadkéw rozwija si¢ dtugotrwale PTSD trwajace
ponad rok — np. PTSD zwiazane z wydarzeniami wojennymi trwa $rednio
ponad 13 lat. Stanowi to znaczne obciazenie dla zdrowia publicznego, do kté-
rego przyczyniaja si¢ nie tylko dhugi czas trwania, ale réwniez bardzo wysokie
wystgpowanie chordb wspélistniejacych jak depresja czy uzaleznienia. PTSD
wiaze si¢ takze z uogélnionym zapaleniem, niesprawnoscia oraz przedwczesna
$miercia, szczegdlnie z powodu choréb uktadu oddechowego i krazenia’. Spo-
teczny cigzar PTSD powickszony jest jeszcze przez zaburzenie funkcjonowa-
nia rodzin, facznie z przemocg domowa®.

Istniejace do tej pory terapie mozemy podzieli¢ na dwie gléwne grupy-
-oparte na psychoterapii i farmakologiczne. Do tej pierwszej zaliczmy mig-
dzy innymi TF CBT (7rauma Focused Cognitive Behawioral Therapy), ktéra
jest metoda pierwszego wyboru majaca najwicksze poparcie w badaniach®*’.
Protokoly poszczegdlnych modeli terapii sa rozbiezne, jednym z podjes¢ jest
nauka pacjenta panowania nad emocjami np.za pomoca oddechu, a nastgpnie
stopniowe przywolywanie traumy, az do momentu gdy dzi¢ki nabytej zdolno-
$ci kontrolowania reakeji i pomocy terapeuty nie wzbudza juz ona skrajnych
reakcji.* Dobre wyniki osiagane sg takze w terapiach opartych na spisanym
schemacie (tzw. Mannualized therapies). Wigkszos¢ chorych otrzymuje row-
niez leczenie farmakologiczne, gtéwnymi lekami sa antydepresanty z grupy
SSRI (Inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny) jak paroksetyna czy se-
tralina®®. Stosowane sa réwniez inne leki np. anksjolityki czy lekki nasenne.
Mimo istnienia licznych mozliwosci leczenia, odpowiedz na nie jest bardzo
zréznicowana z duzym odsetkiem nie odpowiadajacych. Leki antydepresyjne
nie tylko musza by¢ przyjmowane codziennie i wiaza si¢ z wystgpowaniem
skutkéw ubocznych, ale dzialaja gléwnie na symptomy nie usuwajq przyczy-
ny co zwigzane jest z duzym odsetkiem nawrotéw po zaprzestaniu leczenia®.
Psychoterapie, w ktérych pacjent konfrontowany jest z traumga sa stosunkowo
skuteczne, ale wigzg si¢ ze znaczng ilo$cia 0séb rezygnujacych z leczenia. Wy-

nika to gtéwnie z potrzeby unikania wspomnieni traumatycznego przezycia.
2. Jak MDMA motze wspieraé psychoterapie?

MDMA jest syntetyczna substancja psychoaktywna ktéra wykazuje
strukturalne podobiedstwa zaréwno do klasycznych psychodelikéw jak i do

402



MDMA W LECZENIU PTSD...

stymulantéw ukladu nerwowego, np. amfetaminy. Jednak ze wzgledu na spo-
s6b dziatania, kt6ry nie odpowiada zadnej z tych grup, zaliczono go do nowej
grupy tzw. entaktogenéw zwanych réwniez empatogenami'. Substancja ta
wywiera swoj efekt gtéwnie uwalniajac serotoning (5-HT), a takze norepi-
nefryne (NE) oraz dopaming (DA). Wplywa réwniez na poziom oksytocy-
ny i kortyzolu, oraz podobnie jak psychodeliki stymuluje receptory SHT-2,
co tlumaczy¢ moze umiarkowane wihasciwosci halucynogenne (zywsze kolo-
ry, znieksztalcone ksztalty)'®!!. Uzytkownicy doswiadczaja stanu pobudzenia
i podniecenia, poprawy nastroju, a nawet euforii. Charakterystyczny, typo-
wy dla entaktogenéw jest réwniez wzrost ekstrawersji, towarzyskosci, poczu-
cia bliskosci wobec innych oraz tolerancji'”. Chociaz mechanizm dziatania
MDMA w wspomaganiu psychoterapii nie jest catkowicie wyjasniony, pro-
ponuje si¢ pare opartych na dziataniu MDMA uzupelniajacych si¢ modeli:

*  Wygaszanie strachu (fear extinction)'>'>'%: Jak juz wspomnia-
no mechanizm wygaszania strachu jest jednym z proceséw zaburzonych
w PTSD. W badaniach na gryzoniach MDMA podane przed treningiem ha-
bituacyjnym (wielokrotne powtarzanie bodzca warunkowego bez nastepuja-
cego wzmocnienia np. impulsu elektrycznego) znaczaco zwickszyto stopien
wygaszania w poréwnaniu do préby kontrolnej. MDMA wplywa na prze-
plyw kewi (CBF, ang. Cerebral blood flow) i aktywno$¢ kluczowych struktur
w wygaszaniu strachu'®'"". Zmniejsza CBF w lewym ciele migdalowatym,
ktérego aktywnos¢ koreluje pozytywnie z poczuciem lgku'’, a takze w pobu-
dzonej w zaburzeniach lekowych wyspie'®. Po podaniu MDMA zwiekszona
jest réwniez aktywno$¢ przysrodkowej kory przedczotowej (mPFC, ang. Me-
dial prefrontal cortex), ktéra hamuje rekeje lekows co jest konieczne w wyga-
szaniu reakeji na bodziec lgkowy'. To dziatanie MDMA moze przeciwsta-
wiad si¢ patologicznemu wzorcowi pobudzenia struktur mézgowych w PTSD
i przywraca¢ ich prawidlowe wspétdziatanie. Kluczowym mechanizmem
w wygaszaniu strachu jest potencjalnie zwickszenie ekspresji BDNF (Brain
Derived Neutrotrophic Factor) w ciele migdalowatym'*. Neurotrofina ta mo-
duluje plastyczno$¢ synaptyczna i procesy uczenia, a jej poziom jest obnizony
w zaburzeniach nastroju, depresji i chronicznym stresie. Zwickszona ekspresje
mRNA genu dla BDNF zanotowano po podaniu MDMA i treningu habitu-
acyjnym, a inhibicja dziatania BDNF w ciele migdalowatym zniosta réwniez
efekt MDMA na wygaszanie strachu'®. Warto zauwazy¢ ze ekspresja BDNF
potengjalnie thumaczy dtugotrwaly efekt terapii MDMA — moze ona wywoly-
waé trwale zmiany osobowosci, szczegdlnie wzrost otwartosci, kedry koreluje
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z redukcja symptoméw PTSD, a takze spadkiem neurotycznosci'. Sugeruje
si¢ ze zwigzane jest to z epigenetycznymi modyfikacjami genu dla BDNF,
a efekt ten moze by¢ remedium na niekorzystne zmiany osobowosci w PTSD".

* Rekonsolidacja Pamigci: termin ten odnosi si¢ do procesu, w kté-
rym element zostaje przywolany z dlugotrwalej pamieci, zdestabilizowany,
a nastepnie zapisany w zmodyfikowanej przez nowe bodzce formie. Do de-
stabilizacji §ladu pamigciowego moze dojs¢ wskutek niedopasowania migdzy
wspomnieniem, a terazniejszymi odczuciami jak np. przywolujac trauma-
tyczne wydarzenia bedac pod wplywem MDMA w zapewniajacym poczu-
cie bezpieczeristwa otoczeniu''. Badani, ktérym podano MDMA oceniali zle
wspomnienia jako mniej negatywne i wyraziste, co korelowalo z obserwowa-
na zmniejszong aktywnoscig przedniego, lewego platwa skroniowego, ktéry
zwigzany jest z przetwarzaniem negatywnych wspomnieni'®. MDMA ostabia
réwniez zapamigtywanie i przywolywanie wzbudzajacych emocje szczegétéw,
zaréwno pozytywnych jak i negatywnych, nie wplywajac na pamie¢é neutral-
nych faktéw'. W ten sposéb MDMA pozwala na fatwiejsze, mniej emocjo-
nalne przywolanie przezytych wydarzen i spojrzenie na nie z nowej perspek-
tywy i rekonsolidacj¢ pamieci. Zgadza sig to z opisywanymi do§wiadczeniami
pacjentéw, ktérzy méwia o mozliwosci myslenie o traumie w bardziej neu-
tralny, "bezpieczny'' sposdb oraz o poczuciu po raz pierwszy wspétczucia do
samego siebie w kontekscie traumatycznych wydarzen''.

*  Zapewnienie optymalnych warunkéw do psychoterapii: Uwalnia-
ne przez MDMA norepinefryna oraz kortyzol wywoluja u wsréd pacjentéw
optymalny stan pobudzenia fizycznego i emocjonalnego, ktéry pozwala na
pelniejsze zaangazowanie si¢ w terapig. Jest to szczegblnie wazne, gdyz emo-
cjonalne wycofanie jest czgstym problemem w terapii PTSD'>%. Poza tym
kortyzol i norepinefryna synergistycznie stymuluja procesy zapamigtywania,
wspomagajac rekonsolidacj¢ pamieci i wygaszanie leku'. Istotna role odgrywa
uwalniana oksytocyna — pomaga ona w wytworzeniu wigzi mi¢dzy pacjentem,
a terapeuta. Jako$¢ tej relacji w istotny sposéb determinuje wynik leczenia,
a osoby z PTSD czesto borykaja si¢ z problemem braku zaufania i poczucia

spolecznego wsparcia'>*.

3. Jak przeprowadzana jest psychoterapia wspomagana PTSD?
Dla sukcesu tej terapii konieczne jest nie tylko farmakologiczne dziala-

nie MDMA, ale raczej jej wspéltdziatanie z praca psychoterapeuty i zapew-

niajacym poczucie bezpieczeristwa odpowiednim otoczeniem (tzw. serting)
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oraz odpowiednim nastawieniem pacjenta (tzw. sez)'®'". Model psychoterapii
opiera si¢ na wezesniejszych juz protokotach terapii z uzyciem LSD w latach
90*'.Wickszos¢ sesji odbywa si¢ bez uzycia narkotycznej substancji i ma na
celu przygotowanie pacjenta do sesji z MDMA, nawiazanie relacji zaufania
z terapeuta, a takze ugruntowanie do$wiadczeri i przemyslen doswiadczonych
pod wplywem MDMA. Te trwajace 60-90 minut sesje sa kluczowe, gdyz po
sesjii z MDMA moze nastapi¢ czasowe nasilenie objawéw, co bez nadzoru
terapeuty mogloby prowadzi¢ do préb samobdjczych. Podczas calej terapii
maja miejsce jedynie 2-3 trwajace 6-8 godzin sesje z uzyciem MDMA, pod-
czas ktorych podaje si¢ 125 mg dawki na poczatku i opcjonalnie 65 mg po
2 godzinach w celu przedhuzenia efektu. Pod wplywem MDMA pacjent lezy
czgsto stuchajac muzyki z opaska na oczach. Te chwile refleksji przeplatane sa
ze swobodng rozmowa z terapeuta - nie jest ona nakierowywana i zacheca si¢
jedynie pacjenta do wyrazania swoich odczu¢ lub podazania myslami w okre-
$lonym kierunku. Z tego powodu terapia z MDMA laczy w sobie elementy
réznych rodzajéw terapii, m.in. psychoterapii ekspozycyjnej, gdyz pacjen-
ci czgsto wracajg do wydarzen traumy. Uzdrowienie ma pochodzi¢ z samej
Psyche chorego, a MDMA i psychoterapeuci jednie posrednicza w procesie

zdrowienia'?'.

4. Efektywno$¢ i bezpieczefistwo psychoterapii wspomaganej MDMA

Pierwsze badanie eksperymentalne z uzyciem MDMA przeprowadzono
ponad dwie dekady po przerwaniu doswiadczeni przez delegalizacje zwiazku.
Wyniki byly bardzo obiecujace - w grupie 20 0séb z opornym na leczenie psy-
choterapeutyczne jak i farmakologiczne PTSD terapia wspomagana MDMA
okazala si¢ znaczaco skuteczniejsza od psychoterapii z podaniem placebo (po-
prawa wsréd 83% vs 25 %). Nie zaobserwowano réwniez powaznych dziatari
niepozadanych®. Poprawa utrzymala si¢ prawie u wszystkich uczestnikéw
podczas dlugotrwalej obserwacji po 74 miesigcach?. Wykazano réwniez za-
leznos¢ efektu od dawki, gdzie najwyzsza (125 mg) dawka miala najwyzsza
skuteczno$¢*. Efektywnos¢ MDMA potwierdzona zostata réwniez w meta-
analizie dostgpnych badan®. Doprowadzito to do nadania przez FDA (Food
and Drug Agency) terapii miana przeomowej® i rozpoczecia badan klinicz-
nych fazy 3, po ktérej zakoriczeniu oczekuje si¢ w najblizszych latach dopusz-
czenia psychoterapii wspomaganej MDMA do leczenia PTSD.

Oprécz skutecznosci zastosowanie MDMA cechuje duze bezpieczen-

stwo. W badaniach podaje si¢ czysta substancje, w kontrolowanych warunkach
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i monitorujac funkcje Zyciowe jak cisnienie krwi i temperature. Ryzyko
zwigzane z takim stosowaniem nie jest pordwnywalne z rekreacyjnym sto-
sowaniem Ecstasy podczas masowych imprez - narkotyk ten oprécz MDMA
zawiera czgsto inne substancje psychoaktywne i faczony jest z innymi uzyw-
kami np. alkoholem. Warto jednak zauwazy¢, ze nawet w nielegalnym uzyt-
ku zgony wskutek Ecstasy sa bardzo nieliczne*'. Bezpieczeristwo MDMA
w kontrolowanych warunkach potwierdzono réwniez na grupie 166 zdrowych
badanych, gdzie nie zaobserwowano zadnych powaznych dziataii niepozada-
nych, a doswiadczenie z MDMA bylo pozytywnie ocenione przez wigkszo$é
uczestnikéw. Jednak zaobserwowano réwniez negatywne skutki MDMA:
u czgdci podmiotéw zanotowano pocenie si¢, palpitacje serca oraz sucho$é
w ustach, a nastepnego dnia bdl glowy, brak energii oraz obnizony nastréj.
Ponadto MDMA podnosi ci$nienie, temperature i akcje serca - z tego powodu
ryzyko uzycia moze wzrasta¢ wérdéd oséb z zaburzeniami ukfadu krazenia”.
MDMA ma niewielki potencjat do uzalezniania, a stosowanie w terapii wiaze

si¢ z bardzo malym ryzykiem pézniejszego rekreacyjnego uzycia®'>.

5. Podsumowanie i konkluzje

Psychoterapia wspomagana MDMA jest nowa metoda leczenia, w ktdrej
praca z terapeuta wspomozona jest farmakologicznym dzialaniem MDMA.
Polaczenie to wykazuje wysoka skuteczno$¢ w leczeniu PTSD, takze w przy-
padkach, w ktérych inne, obecnie stosowane metody okazywaly si¢ niewystra-
czajace - ten model terapii moze okaza¢ si¢ nadzieja dla 0séb z PTSD nieopo-
wiadajacych na leczenie. Dodatkowo jest to metoda stosunkowo bezpieczna
- obserwowane negatywne dzialania nie przewazaja zazwyczaj korzystnego
dzialania substancji. Ponadto, ryzyko siggania po Ecstasy w zakoriczeniu tera-
pii jest bardzo male podobnie jak szansa uzalezniania. Badania nad MDMA
wpisuja si¢ w ogdlny trend powrotu do prac nad substancjami psychodelicz-
nymi i podobnymi do nich. Moze to okaza¢ si¢ szansa dla wielu pacjentéw
cierpiacych na zaburzenia psychiatryczne, ale w ich aplikacji konieczne jest
zachowanie rozwagi i bezpieczenstwa. Korzystny efekt MDMA i innych sub-
stangji psychoaktywnych w terapii nie zmienia faktu, ze rekreacyjny, niekon-

trolowany uzytek niesie ze soba gléwnie negatywne konsekwencje.
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Abstrakt:

Ketamina jest dobrze znanym i czgsto stosowanym lekiem anestezjologicznym. Farmakolo-
giczne ketamina jest zaliczana do antagonistéw receptoréw NMDA i agonistéw receptoréw
opioidowych. Wywoluje objawy znieczulenia ogélnego z amnezja, stabym dzialaniem nasen-
nym i wyraznym dziataniem przeciwbélowym. Jej zastosowanie nie ogranicza si¢ jednak do
znieczuleni przedoperacyjnych. Az u 1/3 pacjentéw stwierdza si¢ tzw. depresje lekooporna de-
finiowang jako zaburzenie depresyjne u 0séb dorostych, u ktérych nie wystapita odpowiedz
na co najmniej dwa leki przeciwdepresyjne w obecnym epizodzie depresji o stopniu nasilenia
od umiarkowanego do cigzkiego. W 2019 roku Agencja Zywnosci i Lekéw dopuscita do sto-
sowania w terapii depresji lekoopornej nowy lek, ktérego sktadnikiem aktywnym jest esketa-
mina, bedaca enancjomerem wyzej wspomnianej ketaminy. Najnowsze doniesienia informuja,
iz esketamina moze okazad si¢ przefomowym lekiem psychiatrycznym. Jej cechg wyrdzniajaca
wérdd pozostalych lekéw przeciwdepresyjnych jest praktycznie natychmiastowy efekt leczniczy.
Badania wykazaly, iz stosowanie esketaminy pozwala na uzyskanie dtugotrwalej remisji depresji
wéréd pacjentéw chorujacych na jej lekooporny podtyp. Zastosowanie tej substancji wzbudza
jednak wiele watpliwosci i obaw, wéréd kedrych wymieniane s3 m.in. potencjal uzalezniajacy
oraz skutki uboczne w postaci zaburzen funkeji poznawczych. Korzysci zwiazane ze stosowa-
niem leku przewyzszaja jednak ewentualne niebezpieczenstwa. Na chwile obecng esketamina
stanowi obiecujaca nowa forme terapii depresji.

Stowa kluczowe: esketamina, ketamina, lekooporna, depresja

Abstract:

Ketamine is a well-known and frequently used anesthetic drug. Pharmacologically, ketamine
is ranked among the NMDA receptor antagonists and opioid agonists. It causes symptoms of
general anesthesia with amnesia, a weak hypnotic effect and a pronounced analgesic effect. Its
use, however, is not limited to preoperative anesthesia.

As many as 1/3 of patients are diagnosed with so-called treatment-resistant depression defined
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as a depressive disorder in adults, who have failed to respond to at least two antidepressants in
the current episode of moderate to severe depression. In 2019, the Food and Drug Administra-
tion approved a new drug in the therapy of treatment-resistant depression, the active ingredient
of which is esketamine, that is an enantiomer of the above-mentioned ketamine. The latest
reports inform that esketamine may turn out to be a breakthrough psychiatric drug. Its distin-
guishing feature among other antidepressants is the practically immediate healing effect. Stu-
dies have shown treatment with esketamine results in long-term remission of depression among
patients suffering from its drug-resistant subtype. On the other hand, use of this substance
raises doubts and concerns such as it’s addictive potential and side effects including cognitive
dysfunction. Benefits related to treatment with this drug, however, exceed possible risk. For
that moment, esketamine appears to be a promising new form of depression treatment.
Keywords: esketamine, ketamine, treatment-resistant, depression

1. Wstep

Depresje oporng na leczenie (treatment-resistant depression, TRD) defi-
niujemy jako zaburzenia depresyjne u 0séb dorostych, u ktérych nie wystapita
odpowiedZ na co najmniej dwa rézne leki przeciwdepresyjne (stosowane pra-
widlowo) w obecnym epizodzie depresji o stopniu nasilenia od umiarkowa-
nego do cigzkiego. Jedyne 60-70% pacjentéw z zaburzeniami depresyjnymi
odpowiada na standardowe leczenie przeciwdepresyjne (pierwsza i druga linia
leczenia). Niestety az u 1/3 pacjentéw mozna stwierdzi¢ depresje lekooporna.

Doktadna przyczyna lekoopornosci nie jest poznana, jednak uwaza sig,
ze istnieje kilka czynnikéw, ktére moga przyczynia¢ si¢ do braku powodze-
nia w farmakoterapii, a sa to m. in: nieadekwatnos¢ terapii, behawioralne
i zewngtrzne czynniki podtrzymujace chorobg, problemy we wspdlpracy
z pacjentem oraz niezdiagnozowane schorzenia wspélistniejace lub niepo-
prawna diagnoza (np. epizody depresyjne w przebiegu choroby afektywnej
dwubiegunowe;j).

W przypadku niepowodzenia standardowych form terapii (rycina 1)
oraz zdiagnozowania TRD, lekarz psychiatra ma do dyspozycji pig¢ gléwnych
algorytméw postgpowania terapeutycznego: 1) optymalizacja dawki i czasu
przyjmowania leku przeciwdepresyjnego, 2) zmiana leku, 3) taczenie lekéw,
4) potencjalizacja (dofaczenie drugiego leku, ktéry nie jest lekiem przeciwde-
presyjnym) oraz 5) terapie niefarmakologiczne np. terapia elektrowstrzasowa

(EW)".
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DIAGNOZA i wybér strategii leczenia

Przedyskutowanie z pacientem proponowanego leczenia (spodziewane efekty,
dziakania niepozadane, objawy spowodowane odstawieniem leku, czas terapil)
ROZPOCZECIE TERAPII
Ocena skutecznodci po 4-6 tygodniach
k. F
BRAK POPRAWY POPRAWA ZLA TOLERANCJA LEKU
NAWROT OBJAWOW
Y 4 ) W ,.
Zwigkszenie dawki Zmiana leku
Kontynuacja leczenia

(Ocena skulecznosc przez 6-9 miesiecy Oﬂzﬂ&;ﬁm

po 2-4 tygodniach

POPRAWA ZLA TOLERANCJA LEKU
b
l 3
Zmiana leku

Ocena skutecznosci *

po 4-6 tygodniach

l Na kakdym etapie do rozwalenia
PSYCHOTERAPIA LUB EW

(terapia elekirowstrzasowa)

|

Rycina 1. Schemat postgpowania w terapii depresji'
2. Ketamina a esketamina

Ketamine zsyntetyzowal amerykariski chemik Calvin Stevens w 1962
roku na Uniwersytecie w Michigan. W 1966 roku zostala ona opatentowana

przez Parke-Davis, a w 1970 roku Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and
Drug Administration, FDA) zarejestrowala ja do stosowania w anestezjologii
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u dzieci, dorostych i 0s6b w podeszlym wieku. Od tego czasu ketamina shuzy
do uzyskiwania znieczulenia ogdlnego na drodze podania dozylnego. Cecha
charakterystyczng wszystkich anestetykéw infuzyjnych / iniekcyjnych (do
ktérych nalezy) jest natychmiastowe dzialanie oraz mala sterowalno$¢ znie-
czuleniem. Ich niewatpliwa zaleta jest psychiczne oszczedzanie pacjenta, gdyz
w przypadku wigkszosci substancji praktycznie natychmiast traci on przytom-
no$¢. Wykazuja one jednak réwniez niezwykle istotng wade — lek raz podany
za pomocy iniekcji pozostaje pézniej poza jakakolwiek kontrola anestezjologa.
W zakresie wlasciwosci sama ketamina wyrdznia si¢ wéréd pozostatych dozyl-
nych anestetykéw. Jej podanie prowadzi do tzw. stanu anestezji rozszczepio-
nej (réwnoczesne stany pobudzenia i hamowania w obrgbie OUN).

Farmakologicznie ketamina jest antagonista receptoréw NMDA. Ma
réwniez silne dzialanie analgetyczne oraz wywoluje amnezje. Wyjatkowy
wsrdd anestetykdw jest aktywujacy wplyw ketaminy na uklad krazenia - cisnie-
nie krwi i czgstotliwo$¢ pracy serca zwigkszajg si¢ ze wzgledu na pobudzenie
uktadu wspélczulnego. Jako dziatania niepozadane opisywane sa nieprzyjem-
ne marzenia senne lub omamy wyste¢pujace w fazie wybudzania si¢. Ketamina
wskazana jest do znieczulania ogdlnego w przypadku krétkotrwalych i bole-
snych zabiegéw (np. w przypadku poparzerl), w medycynie ratunkowej oraz
do znieczulania ofiar katastrof w przypadku wystapienia urazéw masowych.

S-ketamina (esketamina) jest enancjomerem ketaminy (rycina 2), ktéry
blokuje receptory NMDA 3-4 razy silniej. Doprowadzito to do wprowadzenia
na rynek preparatu S-(+)-ketaminy, ktéra pozwala na zmniejszenie dawkowa-
nia o polowe, a ponadto powoduje znacznie mniej reakcji obudzeniowych.
Ten wiasnie enancjomer znalaz} zastosowanie w leczeniu depresji lekooporne;j.
Za stosowaniem ketaminy w leczeniu tego schorzenia przemawiaja: szybki
efekt terapeutyczny i brak koniecznosci codziennego zazywania. Jej dzialanie
weciaz nie jest do korica wyjasnione®.

Teorie thumaczace szybkie ustapienie objawéw depresji po podaniu enan-
cjomeru ketaminy dotycza m.in. jej hamujacego wplywu na funkcje recep-
toréw NMDA, indukcji czynnika transkrypcyjnego CREB (c-AMP response
element-binding), jak réwniez wzmacniania czynnosci receptoréw AMPA.
Najbardziej przekonujaca propozycja wyjasniajaca przeciwdepresyjny me-
chanizm dzialania ketaminy jest tzw. hipoteza aktywacji kinazy mTOR po-
przez odhamowanie uwalniania glutaminianu opublikowana po raz pierwszy
w 2010 roku przez grupe amerykanskich farmakologéw pod przewodnictwem
Ronalda Dumana. W kolejnych latach teorie te byly rozwijane, a sam Duman

razem ze wspdlpracownikami uzupelnit swoje badanie w 2020 r. Ujawnito
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ono, ze ketamina blokuje receptory NMDA znajdujace si¢ na interneuronach
GABA u szczuréw. Ponadto fundamentem przeciwdepresyjnego dzialania
ketaminy jest blokada interneuronalnych receptoréw NMDA i nast¢pujace
po niej wzmozone uwalnianie glutaminianu przez komérki piramidowe, co
inicjuje dalsze molekularne i komérkowe przeksztalcenia, ktérych skutkiem

jest wlasnie lecznicze funkcjonowanie danego leku’.

CH,

HN

Ketamina Esketamina

Rycina 2. Wzory strukturalne ketaminy i esketaminy [opracowanie wlasne]

W ostatnich latach ocena skutecznosci leczenia TRD ketamina i jej enan-
cjomerem stala si¢ wyzwaniem, jakie podjeto wielu naukowcéw. W dalszej
czeéei pracy podsumuje wnioski wyciagnigte przez wybrane zespoly badawcze.

Leczenie podtrzymujace ketaming pozwala na uzyskanie dlugotrwalej
remisji w depresji’

W 2010r. w czasopismie “Psychiatria po Dyplomie” opublikowano opis
przypadku z 2008 roku. Dotyczyt on 46-letniej, hospitalizowanej kobiety
cierpiacej na depresje, u kedrej trwalej remisji choroby nie uzyskano pomimo
zastosowania 24 lekéw psychotropowych i wykonania az 273 zabiegéw EW.
Podczas opisywanej hospitalizacji do znieczulenia w czasie EW zastosowano
ketaming¢ w dawce 2 mg/kg podang w ciagu 60s. Nie obserwowano wtedy
istotnej zmiany w zakresie objawow depresji. Ze wzgledu na opublikowane
w tamtym czasie dane dotyczace szybkiego dzialania przeciwdepresyjnego po-
jedynczej dawki ketaminy u pacjentéw z MDD, zaporoponowano pacjentce
podjecie préby tej whasnie terapii. Juz pierwsza iniekcja z ketaminy spowodo-
wala wyrazne zmniejszenie nasilenia depresji — liczba punktéw w skali depre-
sji Becka (Beck Depression Inventory, BDI) zmniejszyta si¢ z 22 do 6. Trzy
kolejne iniekcje, podawane co drugi dzien przez kolejnych 5 dni, pozwolity
na uzyskanie remisji, ktéra trwata 17 dni od chwili zakoniczenia tego etapu
leczenia. W ciagu nastgpnych 16 tygodni wykonano trzy kolejne serie po szes¢
iniekcji z ketaminy kazda. Zastrzyki wykonywano co drugi dzied roboczy.
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Po kazdej serii wystgpowala remisja. Remisje trwaly odpowiednio 16, 281 16
dni, po czym nastgpowal nawrét objawéw. Po trzech cyklach remisja/nawrée,
zanim wystapil nawrdt po czwartej serii zastrzykéw, rozpoczeto leczenie pod-
trzymujace polegajace na podawaniu ketaminy w dawce 0,5 mg/kg idealnej
masy ciata (ldeal Body Weight, IBW) odstepach trzytygodniowych. Leczenie
podtrzymujace pozwolito na uzyskanie remisji trwajacej ponad 15 miesiecy.
Przez caly ten czas nie stosowano zadnego innego leku, nie zaszta tez potrzeba
dodatkowej farmakoterapii. Podczas iniekeji kontrolowano parametry zycio-
we pacjentki. Ani w czasie iniekcji, ani po ich zakonczeniu nie zaobserwo-
wano objawdéw psychotycznych lub dysocjacyjnych. Nie stwierdzono takze
zadnych innych dzialan niepozadanych. Podtrzymujace leczenie ketaming
pozwolifo na uzyskanie dtugotrwalej remisji depresji. U tej pacjentki leczenie
podtrzymujace okazalo si¢ ponadto skuteczniejsze niz wezesniej stosowane
serie zastrzykow®.

W 2014r. opublikowano opis pigciu przypadkéw pacjentéw w wieku od
26 do 60 lat, u keérych zdiagnozowano depresje (w tym u jednego z pacjentéw
w przebiegu ChAD) o dtugosci epizodu od 6 do ponad 48 miesi¢cy. Kazdego
z pacjentéw leczono wieloma konwencjonalnymi lekami przeciwdepresyjny-
mi oraz u czterech z nich zastosowano EW. Zadna z metod nie doprowadzita
do trwalej remisji choroby. Zadecydowano o podjeciu préby terapii a pomoca
ketaminy. Wlewy z ketaminy (0,5 mg/kg mc., i.v., 40 minut) wykonywano
w obecnosci anestezjologa, monitorujac zapis EKG i podstawowe parametry
zyciowe. Efekty terapii byly oceniane z zastosowaniem skal psychometrycz-
nych, w tym skal BDI oraz Skali Oceny Depresji Montgomery-Asberg (Mont-
gomery-Asperg Depresion Rating Scale, MADRS) na 2 godziny przed podaniem,
po 2 godzinach po podaniu oraz po 24 i 48 godzinach. Mozliwe dziatania
niepozadane monitorowano przy uzyciu Clinician-Administered Dissociative
States Scale na 2 godziny przed podaniem, w trakcie podawania ketaminy oraz
do 20 minut po podaniu. Wsrdd skutkéw ubocznych, ktére towarzyszyly pa-
cjentom w trakcie terapii wymieniono: objawy dysocjacyjne, fagodne zaburze-
nia myslenia, uczucie derealizacji oraz parestezje. Obserwacj¢ stanu kliniczne-
go prowadzono przez 7 dni po podaniu ketaminy. Stwierdzono krétkotrwala
poprawe stanu psychicznego kazdego z pacjentéw, jednakze u zadnego nie
uzyskano dlugofalowej remisji. Prezentowane wyniki nie przemawiaja wigc za
stosowaniem ketaminy w monoterapii w grupie pacjentéw z depresja oporna
na leczenie biologiczne. Jedynymi z mozliwych czynnikéw, ktére potencjalnie
przyczynily si¢ do niezadowalajacego wyniku proby sa mata liczebnos¢ i hete-
rogenno$¢ grupy badanej’.
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W 2021 roku nad tematem skutecznosci esketaminy ponownie pochylita
si¢ grupa naukowcéw. W swojej pracy zawarli oni 82 opublikowane badania,
z czego 24 dotyczyly terapii depresji niezwiazanej z zaburzeniem afektywnym
dwubiegunowym (ChAD), a 17 opisywalo réwniez epizody depresji w prze-
biegu choroby afektywnej dwubiegunowej. Przeglad takiej ilosci doniesien
umozliwil im wysnucie nastepujacych wnioskéw®. Badania dowiodly szyb-
kiego dzialania przeciwdepresyjnego w leczeniu pacjentéw z MDD - metaana-
lizy, ke6re skupialy si¢ gléwnie na pojedynczych wlewach dozylnych, wykazaly
obnizenie nasilenia lub remisje¢ depresji u 0séb, ktére przyjely ketaming w po-
réwnaniu z grupg placebo. Efekty utrzymywaly si¢ do 2 tygodni. W grupach
badawczych, ktérym zostaly podane kolejne dawki ketaminy (maksymalnie
6), obserwowano dluzszy efekt przeciwdepresyjny®2®. Niektére z opracowan
mialy na celu pozna¢ stopien nasilenia efektu przeciwdepresyjnego w zalez-
nosci od drogi podania ketaminy - wigkszo$¢ z nich nie udowodnito réznic.
Jedno z badai wykazuje jednak, ze donosowe podanie ketaminy skutkuje
najwickszg skutecznoscia w terapii depresji w poréwnaniu z grupa placebo.
Inne z kolei obrazuje, iz podanie donosowe pozwala na uzyskanie wyjatkowo
szybkiej reakgji na leczenie (24h) w poréwnaniu do wlewéw dozylnych (2-6
dnj)7!h1219:21,27.2829.3031 Ketamia wykazuje skuteczno$¢ zaréwno w przypadku
TRD, jak i w leczeniu pacjentéw, ktérzy odpowiadali na poprzednie formy
terapii®>*®. W przypadku epizodu depresyjnego choroby afektywnej dwubie-
gunowej wykazano wystapienie szybkiego efektu terapeutycznego ketaminy,
jednak w zadnym z badani nie utrzymywat si¢ on 2 tygodnie, co bylo osia-
galne w przypadku pacjentéw z depresja niezwigzang z ChAD. Gléwnym
problemem, ktéry towarzyszy rozwazaniom nad stosowaniem ketaminy
w przebiegu choroby afektywnej dwubiegunowej, jest ryzyko sprowokowania
epizodu manii (w metaanalizach zaobserwowano wystapienie objawéw manii,
ale ustgpowaly one po 1 do 2 h, a w opisach przypadkéw wykazano, ze poda-
nie ketaminy droga inna niz dozylna jest bezpieczne u pacjentéw z choroba
afektywna dwubiegunowa)®10111218253237 Nijektdre z opracowan poruszaly
niezwykle istotny aspekt, jakim jest skuteczno$¢ terapii ketaming w przypad-
ku wystgpowania mysli samobdjczych wsréd pacjentéw. W tym przypadku
wyniki réwniez sa obiecujace. Wszystkie opracowania wykazaly, ze leczenie
ketaming wigzalo si¢ z duzym lub umiarkowanym spadkiem nasilenia mysli
samobdjczych, a efekty zauwazalne byly juz po 4 godzinach od podania leku,
a efeke utrzymywat si¢ $rednio przez 3 dni do tygodnia. U az 85% uczestni-
kéw sposréd grupy, ktéra osiagnela remisje w ciagu 24 godzin, efekt utrzymy-
wat si¢ do tygodnia. Ketamina okazala si¢ skuteczna nawet wsréd grupy oséb,
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ktére zostaly przyjete do szpitala psychiatrycznego z powodu préby samobéj-
czej lub chronicznych, nasilonych mysli samobéjezych?®*. Jednoczesne dzia-
fanie znieczulajace i przeciwdepresyjne ketaminy sprawia, iz jest to intuicyjny
wybdr do stosowania w trakcie terapii EW, z nadzieja, ze moze wywiera¢ dzia-
fanie synergiczne. Zidentyfikowano 19 badan pacjentéw z MDD, ChAD lub
TRD, w ktérych ketaming stosowano jako $rodek znieczulajacy podczas EW
(dozylnie, w dawce 0,5-2 mg/kg). W 8 badaniach wykazano, ze ketamina sku-
teczniej zmniejszala objawy depresji w poréwnaniu do anestetykéw takich jak
propofol, metoheksital lub tiopental. Najbardziej spéjne dowody okreslajace
potencjalng przewage ketaminy nad innymi lekami znieczulajacymi w trak-
cie terapii EW dotycza leczenia TRD: trzy badania z podwdjnie $lepa prdba,
jedno badanie czgsciowo randomizowane, jedno badanie otwarte i jeden prze-
glad retrospektywny wykazaly pozytywne wyniki dotyczace wplywu ketaminy
na skuteczno$¢ EW w leczeniu depresji lekoopornej, podczas gdy trzy rando-
mizowane kontrolne badania kliniczne nie wykazaly réznic miedzy ketaming
a placebo. Wyniki badari sugeruja, iz w poréwnaniu z innymi anestetykami
ketamina wiazala si¢ z wezesniejszg i wyrazniejsza poprawa stanu psychicznego
pacjentéw, wyzszym odsetkiem remisji, mniejsza liczba wymaganych sesji EW
i mniejszymi zaburzeniami funkcji poznawczych. Wprowadzenie pacjenta
w stan anestezji ketaming przy okazji zastosowania EW w terapii MDD oraz
ChAD nie wplywa juz tak znaczaco na skuteczno$¢ leczenia w poréwnaniu

z innymi $rodkami znieczulajacymi®®2.

3. Obawy zwigzane z terapia przy uzyciu esketaminy®

Gléwnym problemem bezpieczeristwa esketaminy jest potencjalne ryzy-
ko jej naduzywania, indukcja zaburzen neurokognitywnych lub uposledze-
nie pamieci dtugo i krétkotrwalej (jak to wystepuje w przypadku ketaminy).
Wsréd efektéw ubocznych dziatania leku, ktére moga sprzyjaé jego naduzy-
waniu wyrézniamy natychmiastowe uczucie ostrej dysocjacji oraz uspokoje-
nia. Monitorowanie stanu pacjenta jest konieczne po kazdej dawce esketami-
ny ze wzgledu na duze ryzyko sedacji i dysocjacji. Nie ma réwniez swoistego
antidotum na esketamine.

Badania wykazuja, iz esketamina podawana donosowo wydaje si¢ by¢
bezpieczna i dobrze tolerowana w krétkim okresie terapii. Warto zaznaczy¢,
iz dane stwierdzenie dotyczy cisle tego whasnie enancjomeru. Ketamina po-
woduje wicksze uposledzenie funkeji poznawczych oraz wigkszy spadek zdol-
nosci koncentracji i pamieci pierwotnej niz esketamina. Czgste i dlugotrwale
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stosowanie ketaminy prowadzi réwniez do wrzodziejacego zapalenie pecherza

iuszkodzenia watroby, czego nie zaobserwowano w przypadku jej enancjomeru.
4. Ketamina w postaci donosowej — lek Spravato

W 2019 roku Agencja Zywnosci i Lekéw dopuscita do stosowanie
w terapii TRD esketaming (esketaminy chlorowodorek) w postaci donoso-
wej - lek Spravato. Obecnie ta forma terapii jest wskazana u oséb dorostych
zzaburzeniami depresyjnymi, ktére nie zareagowaly na co najmniej dwie rézne
terapie lekami przeciwdepresyjnymi w obecnie trwajacym epizodzie choroby.
W przebiegu duzego zaburzenia depresyjnego opornego na leczenie wska-
zane jest stosowanie Spravato razem z selektywnym inhibitorem wychwytu
zwrotnego serotoniny lub inhibitorem wychwytu zwrotnego serotoniny i no-
radrenaliny. W przypadku epizodu depresji o nasileniu umiarkowanym lub
cigzkim zalecane jest stosowanie esketaminy w skojarzeniu z doustng terapia
przeciwdepresyjna. W przypadku intensywnego, krétkotrwalego leczenia na-
glych stanéw w psychiatrii, spowodowanych wystepowaniem duzego zaburze-
nia depresyjnego, terapia przy pomocy esketaminy powinna by¢ czgscia kom-
pleksowego postgpowania klinicznego. Podanie leku Spravato moze odbywa¢
si¢ tylko pod kontrolg pracownika ochrony zdrowia w placéwkach opieki
zdrowotnej. Przed zakwalifikowaniem do leczenia nalezy dokona¢ pomiaru
ci$nienia krwi pacjenta, gdyz esketamina moze spowodowac¢ jego krétkotrwa-
ty wzrost. Nie nalezy stosowaé produktu leczniczego Spravato, jesli zwigksze-
nie ci$nienia krwi lub ci$nienia $rédczaszkowego stanowi powazne zagrozenie
dla chorego. Jesli pacjent choruje na istotne klinicznie lub niestabilne cho-
roby ukladu krazenia lub ukladu oddechowego, konieczne jest zachowanie
dodatkowych $rodkéw ostroznosci przy okazji inhalacji. Konieczne jest pod-
danie pacjenta obserwacji bezposrednio po kazdym podaniu leku (przez okoto
40 minut). W zalezno$ci od decyzji lekarza prowadzacego, jednorazowo sto-
suje si¢ od 1 do 3 dozownikéw z aerozolem (jeden zawiera 28 mg substangji
czynnej). Dawkowanie leku jest $cisle zwiazane z wiekiem pacjenta. Zalecana

czgstotliwo$¢ inhalagji jest nastgpujaca:
Faza indukgji
e tygodnie 1-4: 2 razy w tygodniu
Faza podtrzymujaca

e tygodnie 5-8: 1 raz w tygodniu
*  od tygodnia 9: co 2 tygodnie lub raz w tygodniu
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Wsréd bardzo czestych dziatan niepozadanych wystepujacych po poda-
niu leku wymieniane sa: uczucie oderwania od siebie, swoich mysdli, uczu¢
i rzeczy wokol siebie, zawroty glowy, béle glowy, zmiana odczuwania smaku,
uczucie sennosci, zmniejszone czucie lub wrazliwo$¢, uczucie wirowania, wy-

mioty, nudosci®®.

5. Podsumowanie

Dotychczasowe formy farmakoterapii zaburzeri depresyjnych nie sa do-
skonale — az 1/3 pacjentéw nie reaguje na konwencjonalng terapie. W XXI
wieku, kiedy to zaburzenia psychiczne wystepuja coraz cz¢sciej, a sama w so-
bie depresja staje si¢ choroba cywilizacyjna, zapotrzebowanie na nowatorskie
metody leczenia wzrasta.

Esketamina niewatpliwie stanowi obiecujaca nowa forme terapii depresji,
ponadto mozna uznac ja za przetom w leczeniu depresji lekoopornej. Zdecy-
dowang przewaga tego leku w porédwnaniu do zarejestrowanych dotychczas
form terapii jest wyjatkowo szybki czas dzialania, co jest bezdyskusyjnie ko-
rzystne w przypadku tak wyniszczajacych schorzen jak depresja. W niedalekiej
przysztosci, esketamina moglaby by¢ stosowana w cigzkich, naglych stanach,
gdyz pozwolitaby na ustabilizowanie pacjenta bez koniecznosci dlugotrwalej
terapii lub wielotygodniowego pobytu w szpitalu psychiatrycznym. Bardzo
korzystnym aspektem jest brak koniecznosci codziennego stosowania leku,
co przemawialoby za jego wyborem dla pacjentéw, ktérzy zglaszaja trudnosci
z regularnym przyjmowaniem tabletek. Ponadto badania przemawiajq za wyz-
szo$cia stosowania ketaminy w poréwnaniu do innych anestetykéw w trakcie
terapii EW, gdyz moze dziata¢ synergistycznie do tego rodzaju terapii.

Stosowanie esketaminy w terapii depresji budzi jednak pewne obawy.
Jej natychmiastowe dzialanie dysocjacyjne i uspokajajace sprzyja naduzywa-
niu substangji, a skutki uboczne w postaci zaburzen funkeji poznawczych
zobowiazuja medyka do krétkotrwalej obserwacji pacjenta bezposrednio po
podaniu leku. Nie sg réwniez znane skutki dugotrwalej terapii esketamina.

Na chwile obecna badania wykazuja, iz korzysci zwiazane ze stosowa-
niem esketaminy przewyzszajg jej ewentualne dzialania uboczne. Konieczne
s3 jednak dalsze badania nad dziataniem danego leku aby ostatecznie sformu-
fowa¢ pewna opini¢ na jego temat. Na chwile obecna wyniki badan oraz préb

terapii esketaming sa jednak obiecujace.
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