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Piaty tom monografii pt. “Innowacje w Medycynie. Przeglad wybranych
technologii XXI w.” po$wi¢cony zostat odkryciom ze styku nauk klinicznych
z biotechnologia, inzynieriag materiatowa i genetyczna, biologia molekularna,
chemia, farmacja, lecz takze informatyka oraz zdrowiem publicznym.

Opracowanie zawiera 18 rozdziatéw poswieconym interdyscyplinarnym
odkryciom medyczym. Wsréd omawianych w ksigzce tematéw nie zabraklo
metod terapii nowej generacji (CAR-T, terapia biologiczna i genetyczna), za-
stosowania komérek macierzystych. Dodatkowo, cztery rozdzialy poswigcone
zostaly odkryciom, diagnostyce oraz calo$ciowym wplywem COVID-19 na
organizm cztowieka.

Monografia stanowi cenne kompendium dla wszystkich zainteresowa-
nych szeroko rozumianymi naukami medycznymi, w szczegélnosci oséb pla-
nujacych karier¢ naukowa.

Dzigkujemy wszystkim, ktérzy przyczynili si¢ do powstania monogra-
fii. Zyczymy czytelnikom interesujacej lektury, majac jednoczesnie nadzieje,
iz wzbogaci ona wiedz¢ na temat zagadniefi w niej zaprezentowanych oraz
ze tre$¢ rozbudzi w nich che¢¢ tworzenia nowych pasjonujacych projektéw

naukowych.
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NOWE MOZLIWOSCI LECZENIA FARMAKOLOGICZNEGO
WIRUSOWEGO ZAPALENIA WATROBY
TYPU C CZESC | - NOWE LEK

Marcin Gotawski, Grzegorz 0. Machelski, lwona Jabtonska,
Joanna Baczyk, Jakub Stota

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

Abstrakt:

Wirusowe zapalenie watroby typu C (WZW C) jest choroba wywotana przez hepatotropowy
wirus zapalenia watroby typu C (HCV). Infekcja moze dotyczy¢ nawet 0,5% populacji Polski.
Infekcje w 50-80% maja charakter chroniczny, z poczatku nieraz bezobjawowe prowadza do
marskosci, niewydolno$ci watroby i raka watrobowokomérkowego. Do 2013 roku jedynymi
dostgpnymi lekami w leczeniu WZW C byly interferony taczone z reguly z rybawiryna oraz,
dla terapii zakazenia genotypem 1 wirusa, inhibitory proteazy NS3/4: boceprewir i telaprewir.
Terapia charakteryzowala si¢ licznymi dziataniami niepozadanymi i ograniczong skutecznoscia.
Od 2013 roku do chwili obecnej do obrotu zostalo dopuszczonych kilkanascie nowych lekéw
charakteryzujacych si¢ lepszym profilem bezpieczenistwa i wyzsza skutecznoscia. Ze wzgledu na
dzialanie bezposrednio na biatka wirusowe i hamowanie jego replikacji nazywane s3 one lekami
o bezposrednim dziataniu przeciwwirusowym (ang. directly-acting antivirals, DAA). Do lekéw
nowej generagji naleza inhibitory proteazy NS3/4 II generacji, inhibitory polimerazy NS5B,
inhibitory NS5A.

Stowa kluczowe: HCV, WZW C, leki

Abstract:

Hepatitis C is a disease caused by hepatotropic hepatitis type C virus (HCV). Up to 0,5% of
Polish population may be infected. Infections are chronic in 50-80% of the cases, initially quite
often asymptomatic they frequently lead to cirrhosis, hepatic insufficiency and hepatocellular
carcinoma. Until 2013 interferons usually used in conjunction with ribavirin and NS3/4 pro-
tease inhibitors: boceprevir and telaprevir in case of genotype 1 virus infection were the only
therapeutic options. Such therapy was characterized by adverse reactions and limited efficacy.
Since 2013 until now, several new drugs with more favorable safety profile and higher efficacy
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were approved for use. As they act directly on viral proteins, they are called irectly Acting An-
tivirals (DAA). Those new pharmaceuticals include: second generation protease NS 3/4 inhibi-
tors, NS5B RNA polymerase inhibitors and NS5A inhibitors.

Keywords: HCV, Hepatitis C, drugs

1. WSTEP

W obecnych czasach temat choréb zakainych jest powszechnie znany.
Oproécz wiruséw wywolujacych ostre zakazenia drég oddechowych nie mozna
zapomina¢ o istnieniu wiruséw wywolujacych zakazenia przewlekle.

Za odkrycie wirusa zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus,
HCV) Harvey J. Alter, Michael Houghton i Charles M. Rice otrzymali na-
grode Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii w roku 2020. [1] Niemniej
leczenie wirusowego zapalenia watroby typu C (WZW C), ktére on wywolyje,
jeszcze jako WZW nie-A i nie-B, sigga wezesniej, niz odkrycie jego czynnika
etiologicznego. [2] Pomimo tak niedawnego odkrycia, WZW C nie jest cho-
roba rzadka, szacuje sig, ze choruje na nig 71 milionéw 0séb z czego wigkszo$¢
stanowig zakazenia przewlekle. [3] Od czasu opublikowania tego odkrycia w
1989 r. w leczeniu WZW C nastapil istotny postep. [4] W przeciagu okoto 30
lat opracowano metody terapii pozwalajace na leczenie zakazenia kazdym ge-
notypem wirusa HCV u znakomitej wigkszosci pacjentow. Tak istotny postep
jest whasciwie bezprecedensowy. [5] Kontrastuje to istotnie z zakazeniem wi-
rusem HIV i HBV, wywolujacymi odpowiednio AIDS i WZW B, ktére nadal
sa catkowicie lub w wielu przypadkach nieuleczalne. [6] Poniewaz szczepionka
na WZW C nadal nie istnieje, leczenie i ograniczanie transmisji sa obecnie
jedynym znanym sposobem by doprowadzi¢ do eliminacji WZW C, ktéra
wydaje si¢ by¢ jak najbardziej mozliwa, cho¢ prawdopodobnie odlegla w cza-
sie. [7] Z tego powodu w ponizszym rozdziale oraz jego drugiej cz¢sci opisano

substangje i schematy stosowane w leczeniu WZW C.
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2. CHARAKTERYSTYKA WIRUSA HCV 1 WZW C
2.1. Budowa, cykl zyciowy, genetyka i klasyfikacja wirusa HCV
Klasyfikacja wirusa HCV, genotypy, quasi-gatunki

HCV jest hepatotropowym ludzkim wirusem nalezacym do rodziny Fla-
viviridae, rodzaju Hepacivirus, gatunku Hepacivirus C. Inne znane Hepaciviru-
sy A-B oraz D-N infekuja naczelne, konie, psy, gryzonie, nietoperze i bydlo. [8]
Wirus HCV charakteryzuje si¢ wysoka heterogenicznoscia — zidentyfikowano
8 genotypéw (GT) oznaczanych cyframi 1-8 i znaczng liczbe subgenotypéw
oznaczanych matymi literami (np.: 1a, 1b itd.). Genotypy rdznia si¢ rozmiesz-
czeniem geograficznym i wystgpowaniem w réznych populacjach. [9, 10] Wi-
rus HCV wystepuje u pacjenta jako seria spokrewnionych ze soba quasi-gatun-
kéw powstajacych w wyniku bledéw w czasie replikacji RNA wirusa. Znaczna
czeg$¢ wirionéw HCV obecnych u pacjenta moze by¢ przy tym defektywna.
Zréznicowanie genetyczne wirusa u pacjenta przyczynia si¢ do ucieczki przed
swoista odpowiedzia immunologiczng gospodarza umozliwiajac przewlekle za-

kazenie. Utrudnia tez wytworzenie szczepionki. [15, 16]
Budowa, genom i biatka wirusa HCV

Wiriony wirusa HCV maja $rednice 45-65 nm i otoczone s3 dwuwarstwa
lipidowa, w ktérej zakotwiczone sa 2 glikoproteiny. Ostonka lipidowa otacza
kulisty kapsyd skladajacy si¢ z wielu kopii biatka rdzeniowego HCV i zawiera-
jacy kodujacy, jednoniciowy RNA. [17]

Wiriony wirusa HCV sa zasocjowane z lipoproteinami niskiej gestosci
(LDL) i bardzo niskiej ggstosci (VLDL) tworzac lipowiroczasteczki. Zawieraja
one apolipoproteing B oraz wymienialne apolipoproteiny C i E. [18]

RNA wirusa HCV ma dlugo$¢ okoto 9,6 tys. par zasad i stanowi bez-
posrednia matryce do syntezy bialka wirusowego. Biatka powstaja jako poje-
dynczy fadcuch polipeptydowy podlegajacy hydrolizie przez proteazy gospo-
darza (sygnalaza, peptydaza bialek sygnalowych) oraz proteazy wirusowe (NS2
i NS3/4). Bialka strukturalne zawarte s3 w koricu aminowym polipeptydu,
w czasie gdy reszta biakek, czyli bialka niestrukturalne (ang. non-structural pro-
tein, NS) powstaje z pozostalych jego czgsci. [17]

Za inicjacje translacji odpowiada wewngetrzne miejsce wiazania z ryboso-

mem (ang. internal ribosome entry site, IRES). [19, 20]
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Do bialek strukturalnych naleza: glikoproteiny E1 i E2 oraz biatko rdze-
niowe. Dimery glikoproteiny E1 i E2 pelnig kluczows, lecz niewyjasniona
w pelni role zwiazana z wigzaniem z receptorami wirusowymi. [21] Glikopro-
teina E2 zawiera hiperzmienny, przeciwko ktéremu przeciwciata maja charak-
ter neutralizujacy. [18, 22, 23]

Do bialek niestrukturalnych naleza p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B.

Biatko NS2, ma zdolnosci do dimeryzagji, pelni funkcje autoproteolitycz-
na, w ktdrej kofaktorem jest NS3 — dokonuje cigcia uwalniajacego biatko NS2
i NS3 z polipeptydu powstalego w czasie translacji. [24]

Biatko NS3 pelni funkcje helikazy-NTP-azy, umozliwiajac rozdzielanie
nici potomnej od nici pierwotnej w czasie replikacji, rozplatywaniu drugorze-
dowych struktur RNA i usuwaniu biatek wigzacych RNA z nici. Tworzy razem
ze swoim kofaktorem — biatkiem NS4A — proteaze¢ serynows. Proteaza NS3/4
odpowiada za rozdziat wszystkich wiazan peptydowych migdzy biatkami nie-
strukturalnymi wirusa, oprécz tego migdzy NS2 i NS3, dodatkowo dokonuje
proteolizy bialek gospodarza MAVS (ang. mitochondrial antiviral-signaling
protein) i TRIF (ang. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p),
co hamuje syntezg interferonéw. [25, 26] Biatko NS4A jest kofaktorem biatka
NS3. [25]

Biatko NS4B jest integralnym biatkiem blonowym odpowiadajacym za
rearanzacje siateczek §rédplazmatycznych tworzac sieci i kompleksy, gdzie za-
chodzi skompartmentalizowana replikacja wirusa. [25]

Bialko NS5A jako dimer tworzy dodatnio naladowany kanat istotny
w przylaczaniu RNA w czasie replikacji. Jego domeny 1i II s3 wymagane do
replikacji HCV, domena III odpowiada za skladanie wirionéw. Stopieri fosfo-
rylacji tego biatka reguluje procesy syntezy RNA i inne etapy cyklu replikacji
wirusa HCV. [25]

Bialko NS5B jest replikaza (RNA-zalezng polimeraza RNA) odpowia-
dajaca za replikacje wirusowego RNA. Posiada typowe dla polimeraz domeny
kciuka, palcéw i dfoni. [25, 27]

Biatko p7 tworzy kanaly jonowe usprawniajace tworzenie wirionéw. [28]

Oprécz oméwionych wyzej funkeji, u biatek wirusa HCV obserwowano
zozone funkeje regulacyjne, zwiazane z interakcjami z biatkami gospodarza,

transportem biatek wirusowych i skladaniem wirionéw. [28-32]
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Cykl zyciowy wirusa

Za poczatkowe laczenie si¢ wirusa z niskim powinowactwem z komor-
ka gospodarza odpowiadaja glikozaminoglikany i receptor LDL. Nastepnie
biatko E1 oraz E2 za pomoca regionu hiperzmiennego wchodza z interakcje
z bialkiem CD81 i SRBI1 (receptor zmiatacz). Do wejscia do komérki nie-
zbedne sg tez klaudyna 1, okludyna i prawdopodobnie klaudyna 6 i 9, receptor
dla naskérkowego czynnika wzrostu i receptor dla efryn typu A2. Laczenie
z komoérkami watroby prowadzi do endocytozy z udziatem klatryn. Ten ze-
spél receptoréw niezbedny do infekowania komérki przez HCV determinuje
specyficzno$¢ tkankows i gatunkowa wirusa. [33] Wirus HCV wydaje si¢ by¢
zwigzany z polaczeniami zamykajacymi, co umozliwia transmisj¢ pomiedzy
sasiadujacymi komérkami. [34]

Za uwalnianie nukleokapsydu do cytoplazmy odpowiada prawdopodob-
nie biatko E1. Odplaszczanie nukleokapsydu wirusa prowadzi do uwolnienia
kodujacego RNA podlegajacemu translacji na siateczce $rédplazmatycznej.
10 bialek wirusa powstaje w wyniku dziatania peptydaz wirusa i gospodarza.
Replikacje wirusowego RNA zachodzi w kompleksach na siateczce $rédpla-
zmatycznej. Ni¢ kodujaca jest matryca do syntezy nici antysensownej, ktéra
jest z kolei wykorzystywana do syntezy kolejnych nici kodujacych pakowanych
do wirionéw i bedacych matrycami do syntezy bialek. Wirusowa polimera-
za RNA — NS5B — charakteryzuje si¢ wysoka sklonnoscia do powstawania ble-
déw w replikacji, szacuje, sig, ze blad w replikacji dotyczy jednego na 10000
do 100000 nukleotydéw, co oznacza, ze whasciwie kazdy powstaly wirion za-
wiera okolo jedna mutacjc w RNA. Oprécz bialek wirusowych do replika-
Gji niezbedne sa bialka gospodarza takie jak cyklofilina A laczaca si¢ z NS5A
i NS5B, odpowiedzialna za wywolywanie zmian konformacyjnych bialek nie-
zbednych do replikacji wirusa. Do efektywnej replikacji wirusa i stabilizacji
RNA niezbedne jest mikro RNA miR-122 specyficzne dla watroby, ktdre faczy
si¢ z 2 miejscami w miejscu wiazania rybosomu. Do innych szlakéw i czynni-
kéw bioraeych udzial w replikacji HCV nalezg fosfatydyloinozytolo-4-kinaza
IIlo i szlaki syntezy cholesterolu i kwaséw ttuszczowych. Za inicjacje skladania
wirionéw odpowiada interakcja biatka NS5A z genomowym RNA i biatkami
rdzeniowymi na cytoplazmatycznych kroplach tuszczéw. Do dalszych etapéw
sktadania i uwalniania wirus HCV wykorzystuje szlak produkeji VLDL. [25,
35-37]

13
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2.2. Przebieg zakazenia HCV

Czowicek jest jedynym gatunkiem, u ktérego wystepuje naturalnie zaka-
zenie HCV, mozliwe jest sztuczne zakazenie szympansa, lecz u zwierzat tych
choroba najczgdciej ma znacznie fagodniejszy charakter. [38]

Ostre zakazenie ma zwykle przebieg bezobjawowy. Mniejsza cz¢$¢ pacjen-
téw wykazuje objawy takie jak z6ltaczka, zmeczenie, bél i dyskomfort w pra-
wym nadbrzuszu oraz béle stawéw. Infekcja u 75%-85% pacjentéw przybiera
posta¢ chroniczna, czyli utrzymuje si¢ dtuzej, niz 6 miesiecy. W przeciagu
20-30 lat u 10-20% pacjentéw dochodzi do marskosci watroby wynikajacej ze
stymulacji przejécia komoérek gwiazdzistych do miofibroblastéw, co jest skut-
kiem chronicznego, miejscowego zapalenia. Nastgpstwem tego moze by¢ nie-
wyréwnana marsko$¢ watroby i rak watrobowokomérkowy, ktéry wystepuje
u 1 do 3% pacjentéw w ciagu 30 lat zakazenia. Przejawem marskosci watroby
moga by¢: wodobrzusze, krwawienie z gérnego odcinka przewodu pokarmo-
wego, encefalopatia watrobowa; poprzedza je nieraz: zmeczenie (w 50% przy-
padkéw), utrata masy ciata, bol migsni i stawéw, dyskomfort w prawym nad-
brzuszu. Niewydolno$¢ watroby jest wskazaniem do przeszczepu tego narzadu.
Wielu pacjentéw jest nieswiadomych choroby, az do momentu stwierdzenia
marskosci watroby. Moga wystgpowal takie pozawatrobowe powiklania:
krioglobulinemia mieszana, schorzenia nerek, schorzenia sercowo-naczynio-
we, liszaj plaski, choroby limfoproliferacyjne, immunologiczna plamica ma-
foplytkowa, porfiria skérna pédzna, tuszczyca, cukrzyca typu II, neuropatia
obwodowa, zapalenie naczynn mézgowia, zapalenie stawéw, zesp6t Sjogrena,
zespdt antyfosfolipidowy, toczert rumieniowaty ukladowy i inne. Genotyp
wplywa na progresj¢ choroby; GT 3 charakteryzuje si¢ szybszym przebiegiem
ze zwigkszonym ryzykiem raka watrobowokomérkowego. Choroba z reguly
wykazuje mniejszy stopien progresji u dzieci. [18, 39—44]

Odpowiedz immunologiczna rzadko pozwala na samoistne wyleczenie
w wypadku przewleklego zakazenia. Wyjatkiem sa dzieci, ktdre zostaly zaka-
zone transmisjg wertykalng, u ktdrych samoistne wyleczenie moze dotyczy¢
25-50% przypadkéw. Przeciwciata sporadycznie maja charakter neutralizujacy,
jak ma to miejsce w wypadku przeciwcial przeciw regionowi hiperzmiennemu
glikoproteiny E2, a ich skutecznos$¢ ogranicza zmiennos$¢ genetyczna wirusa.
Odpowiedz T-komérkowa réwniez napotyka na problem zmiennosci gene-
tycznej, a w chorobie przewleklej nabiera charakteru dysfunkcyjnego. Sugeruje
si¢, ze wystegpowanie quasi-gatunkéw zapewnia zmiennos¢ epitopdw niezbed-

na do ucieczki przed odpowiedzia swoista gospodarza umozliwiajac chroniczna

14



NOWE MOZLIWOSCI LECZENTA FARMAKOLOGICZNEGO ...

infekcje, o czym $wiadczy wigksze prawdopodobieristwo chronicznego charak-
teru zakazenia u pacjentdw z wysokim zréznicowaniem genetycznym wirusa.

Przebyte zakazenie nie chroni przed ponowna infekgja. [18, 22, 23, 45-50]
2.3. Epidemiologia wirusa HCV

Wedtug estymacji WHO w 2015 roku na $wiecie 71 milionéw ludzi byto
zakazonych WZW C. [3] Dostgpnos¢ i jakos¢ danych wplywa jednak na sza-
cunki rozpowszechnienia choroby. Wirus rozprzestrzenia si¢ poprzez kontakt
krwi wlasnej z krwia nosiciela, zakazenia sa gléwnie jatrogenne lub zwiazane
z uzywaniem narkotykéw dozylnych. Transmisja droga wertykalna i plciowa
ma drugorzedne znaczenie, za wyjatkiem mezezyzn uprawiajacych seks z mez-
czyznami zakazonych HIV. [18] WZW C jest dominujaca przyczyna schyl-
kowej niewydolnosci watroby, raka watrobowokomdérkowego i $miertelnosci
zwigzanej z chorobami watroby w krajach rozwinigtych. [42] Przyjmuje sie,
ze do zakazenia dziecka w czasie ciazy i porodu dochodzi w 3-8%, karmienie
piersia nie wydaje si¢ by¢ istotng droga zakazenia. Dystrybucja genotypéw wi-
rusa HCV jest zréznicowana, choé GT 1 jest dominujacy, w krajach rozwija-
jacych si¢ za ponad potowe zakazent odpowiadaja inne genotypy, co $wiadczy
o koniecznosci stosowania i rozwijania terapii pangenotypowych. [51-53]
Szacuje si¢, ze w Polsce aktywnie zakazeni stanowia 0,4-0,5% populacji,
a przeciwciala anty-HCV wykrywa si¢ u mniej niz 1% w zaleznosci od bada-
nej populacji i metodyki badan. [14, 54] Wsréd zakazonych dominuje GT1b
(82%), wystepuja tez: GT3 (11,3%), GT4 (3,5%) i GT'1a (3,2%). Inne geno-
typy wystepuja najwyzej sporadycznie. [55]

2.4. Diagnostyka zakazenia wirusem HCV,

monitorowanie leczenia i cel leczenia

Zakazenie wirusem HCV moze by¢ wykrywane za posrednictwem te-
stéw immunoadsorpcyjnych wykrywajacych przeciwciala anty-HCV' poja-
wiajace si¢ po 2-8 tygodniach od poczatku choroby i utrzymujg si¢ w czasie
chronicznej infekcji. HCV RNA moze by¢ wykrywane i oznaczane ilosciowo
z wykorzystaniem RT-PCR w celu wykrywania zakazenia na wezesnym etapie
(obecne po 1-3 tygodniach), w celu monitorowania przebiegu choroby i wy-
krywania niepowodzenia leczenia. Mniej czulg alternatywa sg testy antygeno-
we na antygen rdzeniowy HCVcAg. [18]
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Za powodzenie leczenia uznaje si¢ brak wykrywanego HCV RNA lub
HCVcAg po 12 tygodniach od zakoriczenia terapii — jest to tak zwana trwala
odpowiedz wirusologiczna (ang. sustained virologic response, SVR), mierzona
po 12 tygodniach oznaczana jako SVR12. Poziom detekeji stosowanego te-
stu powinien wynosi¢ dla HCV RNA <15 IU/ml, dla HCVcAg <3,0 fmol/l.
HCVcAg moze by¢ wykorzystany tylko, jezeli jest wykrywany na poczatku
terapii. W wypadku uzyskania niejednoznacznych wynikéw nalezy powtérzyé
oznaczenie po 24 tygodniach od zakoriczenia terapii (SVR24). [14] Poniewaz
SVR12 wydaje si¢ by¢ w wickszosci wypadkéw réwnoznaczny z SVR24, ru-
tynowe powtarzanie badania po 24 tygodniach wydaje si¢ zbedne. [56, 57]
Niemniej, nawrét WZW C, ktéry nalezy odréznia¢ od reinfekeji, jest spora-
dycznie mozliwy po osiagnieciu SVR12. [58]

Monitorowanie HCV RNA w trakcie trwania terapii, jak i w momencie
jej zakoriczenia nie jest przydatne klinicznie, za wyjatkiem ewentualnie oceny
przyjmowania lekéw przez pacjenta. [14]

Ostre WZW C diagnozuje sig, jezeli stwierdzi si¢ serokonwersj¢ pacjenta
do anty-HCV dodatniego. Jezeli przeciwciala nie wystepuja, diagnoz¢ mozna
postawi¢ na podstawie podwyzszenia poziomu ALT (>10 krotnos¢ gérnej gra-
nicy normy) i/lub wystapienia zéttaczki w wypadku braku chronicznych cho-
r6b watroby w historii pacjenta i innych prawdopodobnych przyczyn ostrego
zapalenia watroby oraz zidentyfikowania prawdopodobnego Zrédia zakazenia.
W wypadku ostrego WZW C, HCV RNA i HCVcAg sa zawsze wykrywalne,
mogg jednak wykazywa¢ fluktuacje pozioméw z kilkutygodniowymi okresami
niewykrywalnosci, wyleczenie ostrego WZW C mozna stwierdzi¢ powtarzajac
test na HCV RNA lub HCVcAg 12 i 24 tygodnie po ostatnim negatywnym
tedcie. [57]

W celu doboru prawidlowej terapii, niezb¢dne jest ustalenie genotypu wi-
rusa (oznacza si¢ genotypy 1-6), a w wypadku GT1 takze subgenotypu a lub b.
Stosuje si¢ do tego metody oparte na sekwencjonowaniu i hybrydyzacji. [18]

2.5. Inne badania i ocena parametréw klinicznych przy WZW C

Przy doborze i prowadzeniu terapii WZW C istotne parametry kliniczne
dotycza nie tylko samych parametréw bezposrednio zwiazanych z iloscia, czy
charakterystyka HCV u danego pacjenta.

Stopiert wi6knienia watroby ocenia si¢ na podstawie biopsji lub po-
miaréw elastograficznych. Do oceny stopnia wléknienia na podstawie oceny
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mikroskopowej bioptatu stosuje si¢ pigciostopniows skale Metavir ze stopnia-
mi F1-F4, gdzie kolejne punkty maja nastgpujace znaczenie:

e F0 — brak oznak wtéknienia;

e FI — wrotne i okolowrotne zwléknienie, brak przegréd;

e F2 —wrotne i okolowrotne zwldknienie, rzadkie przegrody;
e F3 —wrotne i okolowrotne zwléknienie, liczne przegrody;

e F4 — marsko$¢ watroby.

Skala Metavir posiada tez odrebna klasyfikacje do oceny zmian martwi-
czo-zapalnych. Do oceny widknienia i zmian martwiczo-zapalnych w tkance
watroby stosowane sa takze inne skale np.: skala Scheuera, skala Ishaka, skala
Knodella. Wartosci graniczne dla sztywnosci watroby dla poszczegdlnych stop-
ni skali Metavir przedstawiono w Tabeli 1. [59-64] Wl6knienie watrobowe
mozna ewentualnie oceni¢ za pomocg parametréw biochemicznych, na przy-

kad stosunku aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej do liczby plytek

krwi. [14, 65, 66]

Tabela 1. Stopiert w skali Metavir, a sztywno$¢ watroby w kPa mierzona elastograficz-
nie w zakazeniu HCV i koinfekcji HCV/HIV. Niektdre punkty odciecia odpowiadaja
stadiom posrednim w skali [60]

FOF1 F1F2 F2 F2F3 F3 F3F4 F4
HCV <7,1 >7,1 >8,7 >9,5 >12,5 >14,5
HCV/HIV <7,2 >7,2 >11,9 >14,6

Kolejnym parametrem ocenianym u pacjentéw zakazonych WZW C jest
nasilenie niewydolnosci watroby w wypadku marskosci tego narzadu. Stoso-
wana jest w tym celu klasyfikacja Childa-Pugha, ustalana na podstawie sumy
punktéw uzyskanych przez pacjenta wedlug kryteriéw przedstawionych w Ta-
beli 2. Klasa A jest réwnoznaczna z wyréwnana marskoscig watroby i dotyczy
pacjentéw z 5-6 punktami, klasy B i C dotycza pacjentéw o niewyréwnanej
marskosci, przyznawane sa odpowiednio w wypadku uzyskania 7-9 i 10-15

punktéw. [67]

Tabela 2. Parametry i liczby punktéw w klasyfikacji Child-Pugh [67]

Parametr 1 punkt | 2 punkty 3 punkty
Bilirubina, pmol/L (mg/dl) <35(<2) |35-50(2-3) |[>50(>3)
Albumina, g/dl >3.5 2,8-3.5 <2,8
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Czas protrombinowy, s ponad normg¢ 1,0-4,0 5,0-10,0 10-15
Wodobrzusze Brak Umiarkowane | Napicte
Encefalopatia watrobowa Brak Stopied I-1I | Stopied III-IV

W schytkowej niewydolnosci watroby i wskazaniach do przeszczepu
w wypadku WZW C istotne moze by¢ okreslenie wyniku modelu dla schyl-
kowej niewydolnosci watroby MELD (ang. Model for End-Stage Liver Disease;

wzor przedstawiono na Rycinie 1.).

MELD = 9,57 In Chreatynina (%) +378Inc, . .. (%f!) +11,2 X InINR + 0,43

Rycina 1. Wzdr stuzacy obliczaniu wyniku w skali MELD, wynik zaokraglany jest do
liczb catkowitych [68]

Badanie USG watroby jest niezbedne w wypadku stwierdzenia WZW C
w celu diagnostyki pod katem raka watrobowokomoérkowego. Badanie wyko-
nuje si¢ przed rozpoczeciem terapii i do 12 tygodni od jej zakoriczenia. Bada-
nie mozna powtarza¢ co 24 tygodnie u 0séb z wkéknieniem w niskim stopniu
(FO-F2) przez 4 lata po zakoriczeniu terapii, jest to natomiast konieczne u os6b
z widknieniem w wyzszym stopniu (F3-F4), a u 0séb z historia raka watrobo-
wokomérkowego w rodzinie badanie USG nalezy wykonywa¢ co 24 tygodnie
przez czas nieokreslony. W wypadku wykrycia zmiany nowotworowej stosu-
je si¢ badanie st¢zenia AFP, oraz badania obrazowe TK z kontrastem i MRI
z kontrastem. Badania te stosuje si¢ takze w wypadku stwierdzenia raka wa-
trobowokomoérkowego u pacjenta w wywiadzie by wykluczy¢ nawroty. [14]

Marskos¢ watroby jest zwiazana z nadci$nieniem wrotnym i zylakami
przelyku, w zwiazku z tym u pacjentéw z WZW C i marskoscia, niezbedne
jest endoskopowe badanie w kierunku zylakéw przetyku. [14]

Monitorowanie morfologii krwi i stezenia hemoglobiny, aktywnosci
ALT, AST, ste¢zenia bilirubiny posredniej i bezposredniej jest stosowane w celu
oceny dzialan niepozadanych terapii i oceny funkeji watroby. Aktywnos$¢ ALT
w osoczu jest podwyzszone stale lub okresowo u okolo 70% przewlekle cho-
rych, podwyzszona jest tez poziom aktywnosci AST, w cigzkich przypadkach
podwyzszone jest takze stezenie bilirubiny. Badanie HBsAg i HBV DNA ma
na celu monitoring ewentualnej reaktywacji zakazenia HBV. eGFR jest wy-
liczany na potrzeby doboru terapii. U kobiet w wieku rozrodezym wykonu-

je si¢ badanie st¢zenia B-hCG. Zaleca si¢ tez badania w kierunku zakazenia

HIV. [44, 69]
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3. MOZLIWOSCI LECZENIA PRZED ROKIEM 2013
3.1. Interferony

Interferony (IFN) to cytokiny produkowane przez komérki ludzkie w od-
powiedzi na zakazenie wirusowe. Poprzez odpowiednie receptory indukuja one
przeciwwirusowa odpowiedz komérek, skutkujaca zmniejszeniem transkrypgji
i translacji genéw wirusa, dodatkowo majg one dzialanie immunomodulujace,
zwickszajac proliferacje i hamujac apoptoze limfocytéw T, zwigkszajac proli-
feracj¢ komérek NK i dojrzewanie komérek dendrytycznych, zwickszajac eks-
presj¢ bialek MHC klasy I i II. [70, 71]

Uzycie IFN w leczeniu WZW typu C sigga 1986 r., przed zidentyfiko-
waniem wirusa HCV jako przyczyny zapalenia watroby nie-A i nie-B w roku
1989 (data publikacji odkrycia). [2, 4] Pierwszym zastosowanym IFN byt
IFN a-2b. Przed wprowadzeniem IFN pegylowanych (PeglFN), w lecznic-
twie zastosowanie mialy rekombinowane IFN a-2a, a2b, alfacon i naturalny
IFN o-1n. Sekwencja IFN alfacon jest sekwencja konsensusowa naturalnych
IFN a. IFN a-1n produkowany jest przez lini¢ ludzkich komérek limfoidal-
nych i zawiera liczne podtypy IFN o. Niepegylowane interferony nie réznily
si¢ znaczaco skutecznoscia. Jako biatka ulegajace proteolizie IFN te podawane
byly podskérnie, 3 razy w tygodniu lub codziennie. [72, 73] Skuteczno$¢ ta-
kich terapii byla ograniczona, metaanaliza wykazala, ze jedynie 8% pacjentéw
nie wykazuje obecnosci HCV RNA po 6 miesigcach od zakoriczenia leczenia.
[74]. Skuteczno$¢ znaczaco wzrasta przy polaczeniu z nizej opisang rybawiry-
na (RBV), do 32%. [75] Znaczacym ulepszeniem, wprowadzonym w roku
2001 bylo wdrozenie PeglFN zmodyfikowanych poprzez dodanie fadcu-
cha glikolu polietylenowego, to jest PeglFNa2a i PeglFNa2b, co pozwolito
na podskérng podaz IFN raz w tygodniu. [18, 73, 76-78]

Dlugos¢ terapii PeglFN wynosi nie mniej niz 24 tygodnie. [73, 76]
PeglEN stosowane w polaczeniu z nizej opisang RBV pozwalaja na SVR24
w 54% przypadkéw. [77]

PeglFNo2a dopuszczony jest do stosowania u dzieci i mlodziezy od lat 3,
a PegIFN02b od lat 5. [79, 80]

Terapia IFN wykazuje liczne dzialania niepozadane. W wypadku terapii
faczonej z RBV obserwuje si¢: infekcje wirusowe i bakteryjne, zaburzenia czyn-
nosci tarczycy, nadmierny lub obnizony apetyt, hipokalcemie, hiperurykemie,
zmiany w obrazie krwi, w tym neutropeni¢, anemie wlacznie z anemia hemo-

lityczna, odwodnienie, depresj¢, bezsenno$¢ i inne zaburzenia psychiatryczne
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z myslami samobdjczymi wiacznie, béle i zawroty glowy, zaburzenia widze-
nia, zaburzenia stuchu, zaburzenia pracy serca i cisnienia krwi, kaszel, mdlosci,
wymioty, biegunke i inne dolegliwosci zoladkowo-jelitowe, wysypke i inne
zmiany skdrne, béle uktadu kostno-stawowego, zaburzenia funkgji nerek, za-
burzenia cyklu miesigcznego, zaburzenia erekgji, zmeczenie, dreszceze, goraczke,
reakcje w miejscu podania i spadek masy ciala, a u dzieci moze dojs¢ do od-
wracalnego lub nie zahamowania wzrostu. IFN przeciwwskazane sa w: po-
waznych chorobach serca, powaznych i uposledzajacych stanach medycznych,
przebytych schorzeniach autoimmunologicznych, powazinej niewydolnosci
watroby, niemozliwej do kontrolowania dysfunkeji tarczycy, padaczce i in-
nych zaburzeniach neurologicznych, koinfekeji HIV przy marskosci watroby
i wyniku w skali Child-Pugh 26, ciazy i karmieniu piersia oraz w kombinacji
z telbiwudyna. IFN wykazuja dzialanie poronne. U pacjentéw pediatrycznych
przeciwwskazaniem s tez zaburzenia psychiatryczne. [79-81]

IFN sa stosowane w terapii kazdego genotypu wirusa HCV, aczkolwiek
skutecznos¢ terapii jest od niego zalezna, GT1 jest najpowszechniej wyste-
pujacym, a jednocze$nie najmniej podatnym na terapi¢ IFN, co sprawilo, ze
na terapii tego wlasnie genotypu skupily si¢ poczatkowe poszukiwania bezpo-
$rednio dzialajacych lekéw przeciwwirusowych (ang. directly-acting antivirals,
DAA). Z drugiej strony IFN sa do$¢ efektywne w terapii GT3, ktéry jest naj-
trudniejszy w leczeniu lekami z grupy DAA. [77, 82]

3.2. Rybawiryna

Rybawiryna (RBV) jest analogiem nukleozydu zsyntezowanym po raz
pierwszy w 1972 roku. Wykazuje szerokie dzialanie przeciwwirusowe i rela-
tywnie niskg toksyczno$¢. Mechanizm dziatania nie jest jednoznacznie pozna-
ny, postuluje si¢, ze za aktywnos¢ przeciwwirusowa odpowiada zmniejszenie
komérkowych stgzed GTP, inhibicja wirusowych polimeraz czy tez indukeja
mutagenezy w czasie replikacji RNA, sugeruje si¢ tez dziatanie immunomodu-
lujace, nasilajace ekspresje IFN i modyfikujace srodowisko wewnatrzkomér-
kowe. [71, 83, 84]

RBYV jest standardem w leczeniu WZW C od 1998 roku [18]. W prze-
ciwieristwie do IFN nadal jest elementem leczenia z wyboru razem z DAA
w niektdrych wskazaniach, do czego przyczynia si¢ zapewne mozliwo$¢ podazy
doustne;j. [14, 83]

Skuteczno$¢ i dzialania niepozadane RBV w polaczeniu z IFN omé-

wiono wyzej. Na uwage zastuguje zdolno$¢ do kumulacji w erytrocytach, co
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odpowiada za dziatanie hemolityczne wiazace si¢ z ryzykiem wystapienia ane-
mii hemolitycznej, a takze dzialanie teratogenne i genotoksyczne, co sprawia,
ze w trakcie i po zakoriczeniu jej stosowania kobiety (przez 4 miesiace od za-
koniczenia terapii) oraz mezczyzni (przez 7 miesiecy od zakonczenia terapii,
cho¢ dowody na jej szkodliwo$¢ w tym wypadku sa ograniczone) nig leczeni
musza stosowal efektywna antykoncepcje. Partnerzy cigzarnych kobiet, zgod-
nie z zaleceniami, musza stosowaé prezerwatywy, by ograniczy¢ ekspozycje
cigzarnej na RBV. Nie nadaje si¢ ona do zastosowania w monoterapii. RBV
przeciwwskazana jest w ciazy, karmieniu piersia, nadwrazliwosci, cigzkich cho-
robach serca i hemoglobinopatiach. Mozna ja jednak stosowaé u pacjentéw
pediatrycznych w wieku od lat 3. W celu ulatwienia stosowania u pacjentéw
nie mogacych zazywacl tabletek, dostgpna jest w formie roztworu doustnego
(obecnie tylko w UE). [85]
Wzér strukturalny RBV przedstawiono na Rycinie 2.

H,N

HO

Rybawiryna
Rycina 2. Wzér szkieletowy rybawiryny (RBV) [opracowanie wlasne]

3.3. Inhibitory proteazy I generacji

Telaprewir i boceprewir sg inhibitorami proteazy NS3/4A, ktére zostaly
dopuszczone do obrotu w 2011 roku przez FDA (ang. Food and Drug Admin-
istration) 1 EMA (ang European Medicines Agency). [86-89] Stosowane byly
jedynie w terapii zakazenia GT1 HCV, w polaczeniu z PegIFN i RBV.

Boceprewir przyjmowany byt doustnie 3 razy dziennie. W badaniu kli-
nicznym wykazano SVR u 63-66% (w zaleznosci od konkretnego schema-
tu leczenia) pacjentéw przyjmujacych go w polaczeniu z RBV i PeglFNa-2b
w poréwnaniu do 38% w grupie, ktéra stosowala tylko RBV i PeglFNa-2b.
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Inne badanie wykazalo, iz 59-66% pacjentéw nieskutecznie leczonych wcze-
$niej, a leczonych boceprewirem, PeglFNa-2b i RBV uzyskalo SVR. Istotnym
dziataniem niepozadanym boceprewiru bylo nasilenie anemii i innych zmian
w obrazie krwi wywolywanych terapig IFN i RBV. [90]

Telaprewir przyjmowany byt doustnie 2 razy dziennie. Badania kliniczne
pokazaly, iz SVR przy terapii telaprewirem, PeglFNa-2a i RBV wystepuje
u 74-79% nieleczonych wezesniej pacjentéw, albo 65% pacjentéw nieskutecz-
nie leczonych wezesniej. Dzialania niepozadane telaprewiru to przede wszyst-
kim powazne reakcje skérne: u 5,8% pacjentéw wysypka obejmujaca ponad
polowe ciata, a u nielicznych pacjentéw wystgpowala toksyczna nekroliza na-
skérka, wysypka polekowa z eozynofilia i objawami uktadowymi oraz zesp6t
Stevensa-Johnsona. Telaprewir nasila anemi¢ wystepujaca przy leczeniu IFN
i RBV oraz dodatkowo wywoluje objawy niepozadane w okolicy anorektalnej
(hemoroidy, dyskomfort, swedzenie). [91]

Wzory strukturalne boceprewiru i telaprewiru przedstawiono na Rycinie 3.
4. NOWE SUBSTANCJE O DZIALANIU PRZECIWWIRUSOWYM

Opisywane w ponizszym rozdziale substancje naleza do lekéw o bezpo-
srednim dzialaniu przeciwwirusowym (ang. directly-acting antivirals, DAA).
Cho¢ boceprewir, czy telaprewir naleza niejako do pierwszych DAA, to dopie-
ro dalsze odkrycia, opisane w ponizszym podrozdziale, pozwolily na eliminacje
interferonéw z terapii WZW C. Nowe leki nalezag do 3 grup: inhibitoréw
proteazy NS3/4A, inhibitoréw polimerazy RNA NS5B i inhibitoréw biatka
NS5A.

4.1. Inhibitory proteazy II generacji
Inhibitory proteazy NS3/4A wirusa HCV naleza do najstarszych opraco-

wanych lekéw o bezposrednim dziataniu na biatka wirusowe. Cho¢ pierwsze
bezkomérkowe testy aktywnosci tej proteazy opracowano juz w 1995 roku,
a strukture rentgenowska opracowano pod koniec XX w., a badania kliniczne
nad prototypowym inhibitorem ciluprewirem (ktéry nie doczekat si¢ zastoso-
wan klinicznych z racji podejrzen kardiotoksycznosci u zwierzat) zaprezento-
wano w 2002 roku, to telaprewir i boceprewir opisane wcze$niej dopuszczo-
no do obrotu dopiero w roku 2011. Skuteczne byly one jedynie wobec GT1
wirusa i charakteryzowaly si¢ istotnymi dzialaniami niepozadanymi. [25, 86,
87, 92] Opracowanie inhibitora proteazy skutecznego wobec wszystkich ge-

notypéw bylo zadaniem trudnym z ragji tego, ze jedynie 47% aminokwaséw
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Rycina 3. Wzér szkieletowy peptydowego inhibitora proteazy NS3/4A powstajacego
w wyniku proteolizy miejsca NSSA/NS5B poliproteiny wirusa HCV oraz wezesnych
inhibitoréw proteazy NS3/4A [opracowanie whasne]
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tego biatka jest wspdlnych dla wszystkich genotypéw HCV. W niniejszej pracy
telaprewir i boceprewir sa zaliczane do I generacji inhibitoréw, a pozostate
substancje wprowadzone na rynek do II generacji, jednak autorzy grupuja te
substancje w rézny sposéb. [93-95] Wzory strukturalne ciluprewiru, bocepre-
wiru i telaprewiru przedstawia Rycina 3.

Punktem wyjscia w opracowywaniu inhibitoréw proteazy NS3/4A byla
obserwacja, iz w wyniku cigcia przez proteaze miejsca NSSA/NS5B w polipro-
teinie wirusa powstaje heksapeptyd o wlasciwosciach inhibitorowych dla pro-
teazy, jego wzr strukturalny przedstawiono na Rycinie 3. [96] Dla aktywnosci
inhibitorowej najistotniejsze sa reszty aminokwaséw 1-4. W inhibitorach sto-
suje odpowiednie analogi tych reszt (P1-P4), przy czym reszta P2 polaczona
jest z duzym, plaskim podstawnikiem okreslany czasem jako reszta P*. [97]
Struktura omawianych wezesniej boceprewiru i telaprewiru opiera si¢ na zmo-
dyfikowanej strukturze tego pierwotnego peptydu, gdzie na uwage zastuguje
wprowadzenie grupy a-ketoamidowej faczacej si¢ odwracalnie kowalencyjnie
z resztg seryny w miejscu aktywnym proteazy. [98, 99] Nowsze inhibitory
maja struktur¢ makrocykliczna, w ktérej analog P1 laczy si¢ kowalencyjnie
z P3 lub P2 faczy si¢ kowalencyjnie z P4 poprzez P*.

Istotnym postgpem bylo odkrycie dopuszczonego do obrotu przez FDA
w 2013 roku symeprewiru (SMV), [100] ktérego profil bezpieczeristwa byl
zdecydowanie lepszy, niz wezesniejszych inhibitoréw proteazy, a dodatkowo
oprécz GT1 dopuszezony byl takze do stosowania w terapii GT4 wirusa, cho¢
in vitro w pewnym stopniu dziala na kazdy genotyp wirusa z wyjatkiem 3.
Mgt by¢ stosowany w polaczeniu z inhibitorem polimerazy NS5B sofosbu-
wirem (SOF) lub PeglFN i RBV. [94, 100-102] Struktura SMV zawierata
w sobie analogi reszt P1-3 z analogami reszt P1 i P3 tworzacymi makrocykl.
W przeciwienistwie do pozostalych inhibitoréw proteazy, resztg¢ proliny SMV
zastapiono jej bioizosterem — reszta kwasu dikarboksycyklopentanowego. [94]
SMV dopuszczony byt do obrotu w Unii Europejskiej w latach 2014-2018
(103, 104].

Z czasem dostgpne staly si¢ kolejne inhibitory proteazy NS3/4A.
W 2014 roku dopuszczono do obrotu w Stanach Zjednoczonych preparat zawie-
rajacy ombitaswir (OBV - inhibitor NS5A), rytonawir (r - wzmacniacz farmako-
logiczny), ktére zostaly oméwione dalej i nowy inhibitor proteazy: parytaprewir
(PTV), pakowany razem z tabletkami zawierajacymi dazabuwir (DSV - nienu-
kleotydowy inhibitor polimerazy NS5B). Kombinacja ta dopuszczona byla do
leczenia zakazenia GT1. [105] Analogicznie do SMV, PTV jest strukturalnym
analogiem inhibitorowego heksapeptydu, w ktérym wystepuja reszty P1-3,

24



NOWE MOZLIWOSCI LECZENTA FARMAKOLOGICZNEGO ...

a P1 i P3 ztaczone razem tworza makrocykl. Powodem, dla ktérego PTV sto-
sowany jest w polaczeniu z rytonawirem jest szybki metabolizm PTV przez
CYP3A4. Zastosowanie inhibitora CYP3A4 rytonawiru pozwala zmniejszy¢
znaczaco metabolizm i uzyskaé wystarczajace do zastosowan klinicznych pa-
rametry farmakokinetyczne. Okres péttrwania PTV w osoczu to jedynie 3h,
jednak wzmocnienie rytonawirem wydtuza go do 5-8 h i zwigksza pole pod
krzywa wykresu osoczowych stezett PTV 30 razy. [97, 106] Kombinacja nie-
zawierajaca dazabuwiru dopuszczona byta w leczeniu zakazenia GT4 w roku
2014 w Unii Europejskiej i w 2015 w Stanach Zjednoczonych. [107-109]
Duzg aktywno$¢ in vitro, nie uwzgledniong w zastosowaniach klinicznych,
PTV wykazuje takze wobec GT6 wirusa (przy czym aktywnos¢ in vitro OBV
wobec tego genotypu jest najmniejsza). [97, 110] Wzory strukturalne SMV
i PTV przedstawiono na Rycinie 4.

Symeprewir (SMV) Parytaprewir (PTV)

Rycina 4. Wzory szkieletowe dopuszczonych do obrotu makrocyklicznych inhibito-
réw proteazy NS3/4A z makrocyklem typu P1-P3 [opracowanie whasne]

Nastgpnym inhibitorem proteazy, ktéry trafit na rynek Amerykanski
w 2015 roku byt grazoprewir (GZR) w kombinagji z elbaswirem (EBR) (inhi-
bitorem NS5A). [111] W przeciwienistwie do poprzednich rozwiazan, struk-
tura leku zawiera makrocykl laczacy reszty aminokwasowe P2 i P4. Jednym
z powoddéw dla ktérego opracowano GZR bylo poszukiwanie inhibitoréw
proteazy aktywnych wobec GT3 wirusa, ktérego proteaza byla mato wrazliwa
na inhibicj¢ znanymi dotychczas zwigzkami. Otrzymano tym samym inhibitor
o aktywnosci in vitro whasciwie pangenotypowej i mniej podatny na muta-
cje wywolujace opornos¢. Szeroka aktywnosé GZR nie zostata uwzgledniona

w zastosowaniach klinicznych, dopuszczenie do obrotu preparatu z EBR
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w USA oraz to wydane przez Europejska Agencje Lekéw z 2016 uwzglednia
stosowanie jedynie w terapii GT'1 oraz 4 (wynika to z pewnych wad EBR opi-
sanych dalej). [111-115]

Woksylaprewir (VOX) jest inhibitorem proteazy NS3/4a dopuszczo-
nym do obrotu przez FDA w 2017 roku w polaczeniu z sofosbuwirem (SOF -
inhibitor polimerazy NS5B) oraz welpataswirem (VEL - inhibitor NS5A).
VOX zostal opracowany jako rozszerzenie aktywnej wobec wszystkich geno-
typéw terapii VEL i SOF, pozwalajace na terapi¢ trudniejszych do wyleczenia
przypadkéw i krétsza terapie w pozostalych wypadkach. VOX zostal opraco-
wany na podstawie struktury GZR. W celu zmniejszenia hepatotoksycznosci
wigzacej si¢ z tworzeniem reaktywnych metabolitéw, grupe winylowa P1 zo-
stala zastapiona grupa difluorometylowa, a pozycje benzylowe we fragmencie
faczacym P2 i P4 zostaly fluorowane. Struktura czasteczki VOX w duzej mie-
rze opiera si¢ na strukturze GZR z niewielkimi modyfikacjami. Kombinacja
VOX, VEL i SOF zostata dopuszczona do obrotu w Unii Europejskiej przez
EMA w 2017 roku. [116-120]

Ostatnim dopuszczonym do obrotu przez FDA i EMA w 2017 roku in-
hibitorem proteazy NS3/4a jest glekaprewir (GLE), dost¢pny w polaczeniu
z pibrentaswirem (PIB — inhibitor NS5A). Podobnie jak VOX stosowany jest
w terapii kazdego z genotypéw wirusa HCV i tak samo cechuje go zmniejszo-
na podatno$¢ na mutacje wywolujace opornos¢. Cho¢ nie powstal w oparciu
o GLE lub VOX, to posiada bardzo podobng budowe, wyrézniajac si¢ bra-
kiem grupy metoksylowej w P* i reszta cyklopentylowa w taczniku miedzy
P2 i P4. [121-124] Wzory strukturalne GZR, VOX i GLE przedstawiono na
Rycinie 5.

Poza Europa i USA dopuszczone sa 3 inne inhibitory proteazy NS3/4.
Pierwszym jest ketoamidowy inhibitor narlaprewir dopuszczony do obrotu
w Rosji. Drugim jest asunaprewir — niecykliczny inhibitor o budowie podob-
nej do SMV, stosowany w Japonii w polaczeniu z daklataswirem (DCV — inhi-
bitor NS5A) w terapii zakazenia GT1a oraz z DCV i beklabuwirem (inhibitor
nienukleotydowy NS5B) w terapii zakazenia GT1b. [95, 125, 126] Trzecim
za$, waniprewir, réwniez dostgpny w Japonii, zawierajacy makrocykl P2-P4,
stosowany w terapii z PeglFN i RBV. [95, 127, 128]
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Rycina 5. Wzory szkieletowe dopuszczonych do obrotu makrocyklicznych inhibito-
réw proteazy NS3/4A z makrocyklem typu P2-P4 [opracowanie whasne]
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4.2. Inhibitory polimerazy NS5B

Kolejna grupa lekéw przeciwwirusowych wprowadzona do uzytku w kli-
nice byly inhibitory polimerazy RNA NS5B wirusa HCV. Bezkomérkowe
testy aktywnosci tej polimerazy powstaly w 1996 roku, a strukture rentge-
nowska opublikowano w 1999 roku. Pierwszy nukleozydowy inhibitor tego
enzymu — walopicytabing — wprowadzono do badan klinicznych w 2004 roku,
a inhibitor nienukleozydowy — nesbuwir — w roku 2006. [25, 129] Substan-
gji tych nie wprowadzono do uzytku w klinice z racji dziatan niepozadanych,
a w wypadku walopicytabiny takze ograniczonej skutecznosci. [27, 130] Wzo-
ry strukturalne wspomnianych inhibitoréw polimerazy NS5B przedstawia Ry-
cina 6.

Charakterystycznymi cechami nukleozydowych i nukleotydowych inhibi-
toréw polimerazy NS5B jest wysoka skuteczno$¢ i pangenotypowa aktywnosé
wobec konserwowanego miejsca aktywnego u wszystkich genotypéw. Wiele
nukleozydowych i nukleotydowych inhibitoréw biatka NS5B, w szczegélnosci
analogdéw puryn, charakteryzuje si¢ nieakceptowalna toksycznoscia u cztowie-
ka, prawdopodobnie z racji toksycznosci mitochondrialnej, co ogranicza liczbe
substancji w tej grupie o potencjalnych zastosowaniach klinicznych. [25, 131]

Nukleozydowe i nukleotydowe inhibitory charakteryzuja si¢ konieczno-
$cig enzymatycznej aktywacji. Nukleozydowe analogi podlegaja fosforylacji
do monofosforanéw przez kinaz¢ rybonukleotydowa, nast¢pnie kolejna gru-
pa fosforanowa dolaczana jest przez kinaz¢ monofosforanéw nukleozydéw,
a ostatnia grupa fosforanowa przylaczana jest przez kinaz¢ difosforanéw nu-
kleozydéw. Analogi nukleotydowe posiadajg juz jedng grupe fosforanowa, co
pozwala pomina¢ pierwszy etap aktywacji. Aktywne metabolity lekéw tej kla-
sy wlaczane sa do faricucha RNA w czasie replikacji materialu genetycznego
HCV i prowadza do przerwania replikacji ze wzgledu na zwiazanie si¢ z miej-
scem aktywnym NS5B. Ze wzgledu na ograniczone przenikanie przez blony
biologiczne, analogi nukleozydéw i szczegélnie nukleotydéw musza by¢ stoso-
wane jako bardziej lipofilne proleki. [131]

Jedynym dopuszczonym do obrotu nukleotydowym inhibitorem polime-
razy NS5B jest sofosbuwir (SOF), w Stanach Zjednoczonych i Unii Europejskiej
dostepny jest od 2013. [132, 133] Jego wzér strukturalny przedstawia Rycina 6.
SOF wykazuje bardzo dobry profil bezpieczeristwa oraz charakteryzuje si¢ wy-
soka skutecznoscia w terapii kazdego genotypu wirusa. SOF jest prolekiem
zwiazku PSI-7409, ktéry powstaje w wyniku: [134]
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e hydrolizy grupy estrowej przez katepsyn¢ A (w mniejszym stopniu
karboksyestraze 1),

e spontanicznej hydrolizy estru fosforanowego fenolu,

e hydrolizy wiazania fosforamidowego przez biatko Hintl (ang. histidi-
ne triad nucleotide-binding protein 1),

o fosforylacji przez kinazg¢ CMP/UMP,

o fosforylacji przez kinazg difosforanéw nukleotydéw.

HoNI1n
CH;
H,C
Walopicytabina Nesbhuwir

Sofosbuwir Dazabuwir

Rycina 6. Wzory szkieletowe omawianych inhibitoréw polimerazy NS5B [opracowa-
nie wlasne]

Proces aktywacji SOF przedstawiono na Rycinie 7. SOF wykazuje wyso-
kie powinowactwo do tkanki watrobowej i nie jest wykrywalny w osoczu po
podaniu. Mutacje niosace oporno$¢ maja znikome znaczenie kliniczne, prog
opornoséci uznawany jest za wysoki. [135, 136] Cho¢ mozliwe jest skutecz-
ne stosowanie SOF w monoterapii lub z RBV albo z RBV i pegylowanymi
IFN, to jeszcze wyzsza skuteczno$é wykazuja jego polaczenia z innymi DAA,
np.: daklataswirem (DCV - inhibitor NS5A) albo SMV. Obecnie dostep-
ne s3 jednotabletkowe polaczenia z ledypaswirem (LDV — inhibitor NS5A),
z welpataswirem (VEL) i z VEL/VOX. [135, 137, 138]
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Powodéw, dla ktérych SOF jest jedynym nukleotydowym inhibitorem
NS5B dopuszczonym do obrotu mozna dopatrywaé si¢ w wyjatkowej sku-
tecznosci, dobrym profilu bezpieczefistwa oraz pozornym braku mozliwosci

poprawy jakichkolwiek parametréw dzialania tego leku w wyniku modyfikacji
strukturalnych. [135]
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Rycina 7. Schemat aktywacji enzymatycznej SOF do PSI-7409. CatA — katepsyna
A; Hintl - histidine triad nucleotide-binding protein 1; UMP-CMPK - kinaza CMP/
UMP; NDPK - kinaza difosforanéw nukleotydéw [opracowanie whasne]

Nienukleotydowe inhibitory polimerazy NS5B oddzialuja poza miej-
scem aktywnym polimerazy. W przeciwieristwie do odwrotnej transkryptazy

HIV, gdzie odnaleziono jedno miejsce wiazania allosterycznych inhibitoréw,
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screeningi potencjalnych inhibitoréw polimerazy NS5B wykazaly istnienie
w niej kilku miejsc, gdzie wiaza¢ si¢ moga dzialajace allosterycznie inhibito-
ry, a mianowicie dwa miejsca w domenie kciuka i dwa miejsca w domenie
dfoni. Nienukleotydowe inhibitory polimerazy w przeciwieristwie do nu-
kleotydowych wykazuja ograniczong aktywno$¢, wymuszajaca stosowanie
w kombinagji z innymi DAA i waski zakres dzialania wobec réznych genoty-
péw wirusa, ze wzgledu na wysoka zmienno$¢ miejsc allosterycznych — szeroki
zakres aktywnosci osiagnieto jedynie dla inhibitoréw miejsca II dloni. Postepy
w opracowywaniu pangenotypowych lekéw z grupy inhibitoréw NS5A,
NS3/4A oraz wynalezienie SOF sprawily, ze nienukleotydowe inhibitory
NS5B nie maja obecnie zbyt istotnego znaczenia. [27]

Jedynym dopuszczonym przez EMA i FDA lekiem z kategorii nienu-
kleotydowych inhibitoréw polimerazy NS5B jest dazabuwir (DSV). Jego
wzor strukturalny przedstawia Rycina 6. W Unii Europejskiej dopuszczenie
z 2015 roku bylo niezalezne od innych lekéw DAA (cho¢ wskazanie do sto-
sowania dotyczy jedynie schematu terapeutycznego DSV+OBV/PTV/r), za$
w Stanach Zjednoczonych lek ten dostgpny byl w tabletkach pakowanych
razem z jednotabletkowym polaczeniem OBV/PTV/r od 2014 roku oraz
w jednotabletkowym polaczeniu o przedtuzonym uwalnianiu z OBV/PTV/r
wlatach 2016 -2019. Do leczenia w okreslonych sytuacjach klinicznych wlacza
si¢ RBV. [105, 139-141] DSV stosowany jest jedynie w terapii zakazenia GT'1
wirusa. Laczy si¢ w miejscu allosterycznym dloni I. Uwaza sig, ze DSV hamuje
inicjacje syntezy RNA przez tworzenie trzeciorzedowego kompleksu z RNA
i enzymem. [27, 142]

Mozna doda¢, ze w Japonii dopuszczony zostal inny nienukleotydowy
inhibitor polimerazy NS5B — beklabuwir, taczacy si¢ w miejscu kciuka I, do-
stepny jest w kombinacji z daklataswirem (DCV) i asunaprewirem. [143]

4.3. Inhibitory NS5A

Inhibitory biatka NS5A s3 najsilniejszymi lekami przeciwwirusowymi
stosowanymi w terapii WZW C. Pierwsze czasteczki tego typu przedsta-
wiono w 2009 roku. [144] Wysoka sila dziatania (obserwowana iz vitro juz
w stezeniach pikomolowych i gdy liczba czasteczek NS5A przewyisza stezenie
inhibitora), zdolno$¢ do szybkiej redukeji wiremii, pangenotypowa aktywnos¢,
szeroki indeks terapeutyczny i niewielkie dzialania niepozadane sprawily, ze
inhibitory NS5A sa obecnie kluczowym elementem terapii zakazenia HCV,
pomimo tego, ze jako biatko pozbawione funkcji enzymatycznych, NS5A
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nie jest typowym celem lekéw przeciwwirusowych. Brak aktywnosci enzyma-
tycznej utrudnial znaczaco ustalenie mechanizmu dziatania tej grupy lekéw
i rozréznienie dziatania na biatko oraz jego ludzkie kinazy, ktérych inhibicja
moglaby wiaza¢ si¢ z dzialaniami niepozadanymi. Jednocze$nie, utrudniato to
samo odkrycie lekéw, bowiem badanie aktywnosci tych substancji musiato by¢
prowadzone w ukladach zawierajacych komérki. Dzialanie inhibitoréw NS5A
moze by¢ zwiazane z tworzeniem wieloczasteczkowych agregatéw tego biatka
i uniemozliwieniem tworzenia nowych komplekséw replikacyjnych, zmiang
wewnatrzkomérkowej dystrybucji tego biatka, modulacja fosforylacji, bloko-
waniem tworzenia centréw replikacji wirusa i blokowaniem transferu RNA
wirusa do wirionéw. Najistotniejsza wada wigkszosci inhibitoréw NS5A jest
relatywna fatwo$¢ powstawania mutacji niosacych opornosé na t¢ grupe lekéw,
co wymusza stosowanie w terapii faczonej. [145, 146]

Pierwszym wprowadzonym do obrotu inhibitorem NS5A by} daklataswir
(DCV). EMA dopuscita go do obrotu w 2014 roku, a FDA w 2015 roku.[147]
W Stanach Zjednoczonych dopuszczenie dotyczylto terapii GT1 i GT3 wiru-
sa, w Unii Europejskiej dodatkowo GT4. [147-149] Mimo to, aktywnos¢
in vitro DCV wykazuje wobec wszystkich genotypéw wirusa. Zrezygnowano
z przedtuzenie dopuszczenia z racji powstania bardziej efektywnych terapii.
[150] Symetryczna struktura DCV i innych zwiazkéw z rodziny inhibitoréw
NS5A wiaze si¢ z obserwacja, iz aktywno$¢ jednego z pierwszych badanych in-
hibitoréw NS5A wiazala si¢ w duzej mierze z oksydatywna dimeryzacja. Dal-
sza optymalizacja struktury zwiazku doprowadzita do powstania typowego dla
kazdego innego inhibitora NS5A planu budowy czasteczki: [146, 151, 152]

o rdzeni czasteczki Zozony gléwnie z plaskich aromatycznych pierscieni,

e prolina lub fragment bedacy jej analogiem polaczony wiazaniem pep-
tydowym lub jego izosterem (ugrupowanie imidazolowe) z rdzeniem,

e walina lub jej analog polaczona wiazaniem peptydowym z analogiem
proliny,

e ugrupowanie metylokarbamidowe na grupie aminowej waliny lub jej

analogu.

Najistotniejsze kroki prowadzace do odkrycia DCV przedstawiono na
Rycinie 8. Badania kliniczne wykazaly, iz cho¢ odpowiedz mierzona w liczbie
kopii RNA wirusa w ml krwi na DCV jest szybka, to w przeciagu tygodnia
nastgpuje wzrost stezenia wirusowego RNA w wyniku powstawania mutacji
niosacych opornos¢. Z tego powodu w UE i USA DCV stosowany byt z SOF
i, w niektdrych wskazaniach, z RBV. [146, 147, 149, 151]
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cowanie wlasne]
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Kolejnym dopuszczonym do obrotu lekiem z kategorii inhibitoréw
NS5A byt ledypaswir (LDV). Kombinacje¢ z SOF EMA i FDA zatwierdzily
w roku 2014. Bylo to pierwsze jednotabletkowe polaczenie lekéw do stoso-
wania w WZW C, obecny zakres wskazari obejmuje terapi¢ GT1, 4, 51 6,
wynika bezposrednio ze skutecznosci LDV ograniczonej do tych genotypéw.
Do leczenia wlacza si¢ RBV w niekt6rych wskazaniach. Niemniej, polaczenie
jest wskazane do leczenia zakazenia genotypem 3 w Unii Europejskiej, w tym
wypadku skuteczno$¢ byta podobna do terapii samym SOF. [153-156] LDV
jest efektem optymalizacji powinowactwa inhibitoréw podobnych do DCV
do biatka NS5A, elementem badan bylo otrzymani czgsciowo asymetrycznych
czasteczek, z ktdrych jedng byt LDV. Wzér strukturalny LDV przedstawia Ry-
cina 8. Skoncentrowanie w czasie badai nad terapiag GTla i 1b doprowadzito
do powstania inhibitora bardziej aktywnego, lecz wobec mniejszego zakresu
genotypéw. [157, 158]

W 2014 roku FDA, a w 2015 roku EMA dopuscily do obrotu jednota-
bletkowe potaczenie PTV/r z kolejnym inhibitorem NS5A — ombitaswirem
(OBV). W Stanach Zjednoczonych byto ono pakowane i sprzedawane razem
z tabletkami zawierajacymi DSV, w latach 2016-2019 dostepne bylo polacze-
nie wszystkich tych lekéw w tabletkach o przedluzonym uwalnianiu, a w la-
tach 2015-2019 jednotabletkowe potaczenie OBV/PTV/r bez DSV. We wska-
zaniach klinicznych OBV/PTV/r uwzgledniono terapi¢ GT1 i 4, DSV byl
przy tym stosowany w terapii GT'1, a w niektérych sytuacjach wlaczano takze
RBV. [105, 107-109] OBV wykazuje aktywnos¢ in vitro wobec wszystkich
genotypéw z jedynie stabsza aktywnoscia wobec GT6, zastosowania kliniczne
w wypadku innych genotypéw ogranicza waski zakres aktywnosci genotypowe;j
PTV. OBV ma strukture symetryczna analogicznie do DCV, asymetrycznym
punktem wyjscia byla pochodna naftyrydyny, ktéra przeksztalcono w zwiazek
symetryczny ze wzgledu na odkrycie wysokiej skuteczno$ci symetrycznych in-
hibitoréw. Najistotniejsze etapy prowadzace do opracowania OBV przedsta-
wia Rycina 9. [110, 159]

Elbaswir (EBR) jest inhibitorem NS5A stosowanym w jednotabletko-
wym polaczeniu z inhibitorem proteazy NS3/4A GZR. Dopuszczenie do
obrotu przez FDA i przez EMA miato miejsce w 2016 i dotyczy stosowania
w terapii GT1 i 4. [111-113] In vitro aktywnos¢ EBR wykazano wobec
GT1-4 wirusa (aktywnos$¢ in vitro GZR jest pangenotypowa). Priorytetem
w trakcie opracowywania EBR bylo uzyskanie inhibitora NS5A o zmniejszone;j
podatnosci na mutacje wywolujace oporno$é. Struktura czasteczki EBR opie-

ra si¢ na modyfikagji struktury jednego z prototypéw DCV, grupe winylowa
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i pierScieri aromatyczny zastapiono ugrupowaniem indolowym, ktére pola-
czone jest mostkiem wyposazonym w grupe fenylowa z drugim pierscieniem
aromatycznym. Zostalo to przedstawione na Rycinie 9. razem z wzorem struk-
turalnym EBR. Badania kliniczne wykazaly pewne wady EBR, takie jak opor-
no$¢ wariantu 31M genotypu 2 na lek, niska skuteczno$é¢ w wypadku GT5 i 6
oraz niekt6rych wariantéw genotypu 1, co ogranicza potencjalne zastosowania
w leczeniu WZW C. [115, 160, 161]
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Rycina 10. Wzdr strukeuralny welpataswiru (VEL) [opracowanie wlasne]

FDA i EMA dopuscita do obrotu w 2016 roku kolejny inhibitor NS5A —
welpataswir (VEL), w jednotabletkowym potaczeniu z SOF. [162, 163] Jedno-
tabletkowe potaczenie SOF/VEL/VOX zostalo przez te agencje dopuszczone
do obrotu w 2017 roku. Kombinacja SOF/VEL stosowana jest w leczeniu za-
kazen wszystkimi genotypami wirusa, w niektérych wskazaniach taczona ona
jest z RBV. Wskazania do stosowania SOF/VEL/VOX w Unii Europejskiej
sa podobne, lecz Stanach Zjednoczonych kombinacja z VOX jest stosowana
do reterapii 0séb z nawrotem choroby wszystkich genotypéw, jezeli poprzed-
nie leczenie wykorzystywato inhibitor NS5A, lub GT1a i 3, jezeli poprzednie
leczenie wykorzystywato SOF bez inhibitora NS5A. [71-73] VEL wykazuje
pangenotypowa aktywnos¢ i nizsza podatno$¢ na mutacje warunkujace opor-
no$¢. Wzor strukturalny VEL przedstawia Rycina 10. [164, 165]

Ostatnim dopuszczonym do obrotu przez EMA i FDA w 2017 roku in-
hibitorem NS5A w kombinacji z inhibitorem proteazy NS3/4 GLE byt pi-
brentaswir (PIB). [121, 123] Dopuszczony jest on w terapii i reterapii kazdego
genotypu wirusa. [121, 122] PIB powstal w wyniku modyfikacji struktury jed-
nego z analogéw OBV, jego wzér strukturalny przedstawia Rycina 11. [110]
Charakteryzuje si¢ najlepszym profilem odpornosci na mutacje wywolujace
oporno$¢ ze wszystkich inhibitoréw NS5A. [145, 166]
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Abstrakt:

W leczeniu WZW C nastapil w ostatnich latach istotny postep dzigki wprowadzeniu lekéw
z grupy DAA (ang. directly acting antivirals). Nowe schematy leczenia pozwalaja na krétsza
terapi¢ przy zakazeniu kazdym genotypem wirusa i szybko staly si¢ leczeniem z wyboru we
wszystkich przypadkach zakazenia, zastgpujac dlugie leczenie interferonami charakteryzujace
si¢ nieakceptowalnymi dzialaniami niepozadanymi. Ich skuteczno$é jest bezprecedensowa, acz-
kolwiek liczba dostgpnych opcji terapeutycznych komplikuje dobér terapii. Niejasny profil bez-
pieczefistwa w niektorych sytuacjach oraz ograniczona dostgpno$¢ nadal stoja na przeszkodzie
w ich najszerszym mozliwym stosowaniu. W perspektywie braku szczepionki, DAA s3 jednym
z najistotniejszych czynnikéw, ktdre mogg pozwoli¢ na eliminacj¢ WZW C w przyszlosci.

Stowa kluczowe: HCV, WZW C, leki

Abstract:

In recent years, significant progress has been made in the treatment of hepatitis C due to the
introduction of DAA (directly-acting antivirals). The new treatments allow for shorter therapy
of infection with any viral genotype and have quickly become the treatment of choice in all cases
of infection replacing lengthy interferon-based therapies characterized by unacceptable side ef-
fects. Their efficacy is unprecedented but the number of available treatment options complicates
the choice of a particular treatment. An unclear safety profile in some situations and limited
availability continue to hinder their widest possible use. In the absence of a vaccine, DAAs are
one of the most important factors that may allow for the elimination of hepatitis C in the future.

Keywords: HCV, Hepatitis C, drugs

57



M. GOEAWSKI, G. O. MACHELSKI, J. SLOTA, 1. JABLONSKA, J. BACZYK

1. NOWE SCHEMATY LECZENIA PRZEWLEKLEGO
WZW C

Pojawienie si¢ nowych mozliwosci terapeutycznych zawierajacych leki
omoéwione w poprzednim rozdziale sprawilo, ze dobér terapii przewleklego
WZW C stat si¢ znacznie bardziej skomplikowany. W niniejszym podrozdzia-
le przedstawiono wskazania, w ktérych omawiane preparaty zarejestrowane
sa w Unii Europejskiej przez Europejska Agencje Lekéw (ang European Me-
dicines Agency, EMA) i w Stanach Zjednoczonych przez Agencje Zywnos’ci
i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA) uzupelniajac je o reko-
mendacje Polskiej Grupy Ekspertéw HCV.

Zgodnie z rekomendacjami Polskiej Grupy Ekspertéw HCV, leczeniu
powinien podlega¢ kazdy zakazony pacjent, z wyjatkiem pacjentéw o malym
potengjale zyciowym. [1]

W poprzednim rozdziale stosowano nastgpujace skréty: SMV — syme-
prewir; PTV — parytaprewir; r — rytonawir; GZR — grazoprewir; VOX — wo-
ksylaprewir; GLE— glekaprewir; SOF — sofosbuwir; DSV — dazabuwir; DCV
— daklataswir; LDV — ledypaswir; EBR — elbaswir; VEL — welpataswir; PIB
— pibrentaswir; RBV — rybawiryna; GT — genotyp; SVR12 — trwala odpowiedz
wirusologicza po 12 tygodniach; DAA — leki o bezposrednim dzialaniu prze-
ciwwirusowym (ang. directly-acting antivirals).

1.1. Preparaty dostepne na rynku

W chwili obecnej na rynku Europejskim i Amerykariskim dost¢pnych
jest facznie 14 substancji stosowanych doustnie w leczeniu przewlektego
WZW Czczegowickszos¢wpolaczeniachjednotabletkowych. Zestawienielekéw
z tej kategorii przedstawiono w Tabeli 1. Z ragji tego, ze DCV zostal wycofany
z obrotu, a SMV nie jest juz dostepny w UE, w dalszej czgsci rozdzialu omé-
wienie lekéw DAA bedzie je w wigkszosci pomija¢. Pominigte zostato tez wska-
zanie do stosowania SOF/LDV w zakazeniu GT3 w UE z ragji skutecznosci
podobnej do samego SOF. Nalezy tez zaznaczy¢, ze terapia z wykorzystaniem
SOF+RBV nie jest obecnie zalecana przez Polska Grupe Ekspertéw HCV.
1, 2]
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Tabela 1. Leki stosowane w leczeniu WZW C dostgpne w momencie pisania rozdzialu
na rynku Europejskim/Amerykaniskim. EU — preparat dostepny w Unii Europejskiej,
US — preparat dostepny w Stanach Zjednoczonych; EU* — preparat wycofany z obrotu
w Unii Europejskiej; US* — preparat wycofany z obrotu w Stanach Zjednoczonych;
tdawka w tabletce dostgpna jedynie w Stanach Zjednoczonych; jedli nie podano ina-
czej, preparat dostepny jest w formie tabletek [2]

Substancje czynne preparatu Dostgpnosé Dostgpne dawki

w tabletce/kapsulce/saszetce/ml
SOF EU/US 200 mg; 400 mg
SOF (granulki) EU/US 150 mg; 200 mg
SOF/LDV EU/US 200 mg/45 mg; 400 mg/90 mg
SOF/LDV (granulki) EU/US 33,75 mg/150 mg; 200 mg/45 mg
SOF/VEL EU/US 200 mg/50 mg; 400 mg/100 mg
SOF/VEL/VOX EU/US 400 mg/ 100 mg/ 100 mg
DSV EU 250 mg
OBV/PTV/r EU/US* 12,5 mg/75 mg/50 mg
OBV/PTV/r + DSV us 12,5 mg/75 mg/50 mg + 250 mg
OBV/PTV/DSV/r Us* 8,33 mg/50 mg/33,33 mg/200 mg
(tabletki o przedhuzonym
uwalnianiu)
GLE/PIB EU/US 100 mg/ 40 mg
GZR/EBR EU/US 100 mg/ 50 mg
SMV (kapsutki) EU*/US 150 mg
DCV EU*/US* 30 mg/60 mg/90 mgt
RBV EU/US 200 mg
(kapsutki, w US tez tabletki)
RBV (roztwér doustny) EU/US* 40 mg/ml

1.2. Dawkowanie
Dzienne dawki substancji dostgpnych na rynku przyjmowane u dorostej

populacji przedstawiono w Tabeli 2. Liczb¢ przyjmowanych tabletek oraz za-

leznos¢ ich przyjmowania od positku przedstawiono w Tabeli 3. [2]
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Tabela 2. Dzienne dawki substancji dla populacji dorostej bez wskazaii do zmiany

dawki. m.c — masa ciala; *schemat dawkowania w lekach wycofanych z obrotu [2]

800 mg/dzien*

Substancje czynne preparatu | Dawka dobowa Dzienna liczba dawek
Glekaprewir (GLE) 300 mg/dzien 1
Grazoprewir (GZR) 100 mg/dzier 1
Parytaprewir (PTV) 150 mg/dzied 1
Woksylaprewir (VOX) 100 mg/dzien 1
Sofosbuwir (SOF) 400 mg/dzien 1
Dazabuwir (DSV) 500 mg/dzied 2

1 o przedtuzonym uwalnianiu*

Elbaswir (EBR) 50 mg/dzielt 1
Ledypaswir (LDV) 90 mg/dzien 1
Ombitaswir (OBV) 25 mg/dzien 1
Pibrentaswir (PTV) + ryto- 120 mg/dzied + 50 1
nawir (r) mg/dzieni
Welpataswir (VEL) 100 mg/dzier 1
Rybawiryna (RBV) 1000 mg/dzieri przy 2

m.c. <75 kg

1200 mg/dzien przy

m.c. >75kg

Tabela 3. Poréwnanie dziennej liczby tabletek (zakladajac, iz stosowane sa tabletki
o najwyzszej dostepnej zawartosci substangji czynnej) i zaleznosci ich przyjmowania
od positku réznych schematéw terapeutycznych w populacji dorostej w standardo-

wych schematach. m.c — masa ciala [2]

Schemat terapeutyczny

Dzienna liczba tabletek

Przyjmowanie tabletek

SOF/LDV 1 niezaleznie od positku
SOF/VEL 1 niezaleznie od positku
SOF/VEL/VOX 1 z positkiem
OBV/PTV/r 2 z positkiem
OBV/PTV/r+DSV 4 z positkiem
(DSV niezaleznie od positku)
GLE/PIB 3 z positkiem
GRV/EBR 1 niezaleznie od positku

RBV (dodawana do nicktérych

schematéw)

5 przy m.c.<75kg
6 przy m.c>75kg

z positkiem
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Dawkowanie RBV nalezy modyfikowa¢ w wypadku nietolerancji obja-

wiajacej si¢ obnizeniem poziomu hemoglobiny lub podwyzszeniu pozioméw

bilirubiny posredniej, co przedstawiono w Tabeli 4. W wypadku poprawy pa-

rametréw po odstawieniu RBV mozna wznowi¢ terapi¢ zaczynajac od dawki

600 mg/dzier. Dawki RBV we wskazaniach do stosowania razem z DAA sa

odmienne od tych we wskazaniach do stosowania z IFN w USA. [3-5]

Tabela 4. Zalecenia dotyczace redukeji dawki RBV w zaleznosci od stezenia hemoglo-
biny u pacjenta we krwi [120, 126, 149]

Redukeja do 600 mg/dzied | Zaprzestanie podawania RBV

Hemoglobina

U pacjentow <10 g/dl <8,5g/dl

bez choroby serca

U pacjentdw ze stabilng spadek 0 24 g/dl w ciagu 4 | < 12 g/dl mimo 4 tygodni
choroba serca tygodni terapii zmniejszona dawka

Bilirubina po$rednia

> 5mg/dl > 4 mg/dl

1.3. Czynniki wplywajace na wybér terapii

W wypadku terapii przewlektego WZW C w trakcie doboru terapii nale-

zy podja¢ nastepujace decyzje: [1, 2]

o wyborze okreslonego polaczenia lekéw DAA,
o wlaczeniu RBV do schematu leczenia,
o dlugosci leczenia,

w niektérych wypadkach o dawkowaniu lekéw.

Czynnikami, na podstawie, ktérych dokonuje si¢ wyboru leczenia sa: [1, 2]

genotyp wirusa (1-6), w wypadku GT1 subgenotyp (a lub b),

poprzednie leczenie — czy pacjent nie byt leczony wezesniej interfero-

nami lub lekami DAA, jezeli tak, to jakie klasy lekéw zawierat schemat,

stopiert wléknienia watroby,

wynik w skali MELD w wypadku biorcéw przeszczepdw,
wystepowanie marskosci watroby wyréwnanej lub niewyréwnanej,
liczba kopii HCV RNA we krwi,

wiek chorego,

eGFR chorego,
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e oporno$¢ HCV na DAA,
e dostgpnos¢ i cena DAA.

1.4. Leczenie dorosltych pacjentéw nieleczonych wczesniej, bez marskosci

Nieleczeni wczesniej pacjenci bez marskosci watroby sa najlatwiejsza
do wyleczenia grupa, u ktérej stosuje si¢ najkrétsze schematy terapeutyczne.
W Tabeli 6. zaprezentowano dlugoéci bezinterferonowych schematéw w le-
czeniu réznych genotypéw zawierajacych dostgpne obecnie polaczenia DAA
wedlug wskazari obowigzujacych w Europie i Stanach Zjednoczonych. Do-
puszczenie do leczenia genotypéw innych niz 2 i 3 polaczeniem SOF+RBV
ma miejsce tylko w Europie i tylko w wypadku nietolerancji IFN. Polaczenie
SOF/LDV moze by¢ skutecznie stosowane w wypadku GT1 przez 8 tygodni,
w USA warunkiem jest poziom HCV RNA we krwi <6000000 IU/ml. Sche-
mat SOF/VEL/VOX jest dopuszczony do zastosowania jako pierwsza terapia
tylko w UE. Schemat OBV/PTV/r bez RBV mozna rozwazy¢ u pacjentéw nie
mogacych jej przyjmowaé wedtug wskazan w USA w terapii GT4. W terapii
GT1b z co najwyzej umiarkowanym widknieniem watroby wskazania obo-
wigzujace w UE dopuszczaja stosowanie schematu OBV/PTV/r+DSV przez
8 tygodni. Wedlug wskazari obowiazujacych w USA GZR/EBR nalezy sto-
sowaé przez 16 tygodni i dofaczy¢ RBV, gdy wirus o GT1a ma polimorfizmy
w pozycjach 28, 30, 31 i 93 bialka NS5A. Schemat GZR/EBR wedtug wska-
zani obowiazujacych w UE nalezy stosowa¢ przez 16 tygodni w wypadku GT'1a
i 4, jezeli liczba kopii HCV RNA przekracza 800000 [U/ml, a w wypadku
GTla takze, jezeli wystepujg polimorfizmy NS5A skutkujace co najmniej
5-krotnie wyzszym EC, | in vitro dla EBR. [2]

Tabela 6. Schematy leczenia stosowane w leczeniu dorostych pacjentéw nieleczonych
wezesniej lekami z grupy DAA bez marskosci watroby. Diugos¢ terapii w tygodniach.
RBV — wlaczaé RBV do leczenia. * - patrz tekst

Schemat GTla | GTlb |GT2 GT3 GT4 GT5 GTo
SOF* 24RBV | 24RBV | 12RBV | 24RBV | 24RBV 24RBV | 24RBV
SOF/LDV 12* 12* - - 12 12 12
SOF/VEL 12 12 12 12 12 12 12
SOF/VEL/VOX*| 8 8 8 8 8 8 8
OBV/PTV/r - - - - 12RBV* - -
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OBV/PTV/ 12RBV | 12* - - - - -
r+ DSV

GLE/PIB 8* 8* 8* 8* 8* 8* 8*
GZR/EBR 12* 12 - - 12* - -

1.5. Leczenie doroslych pacjentéw nieleczonych wczesniej,

ze skompensowana marskoscia

Leczenie pacjentdéw ze skompensowana marskoscia watroby (A w klasy-
fikacji Childa—Pugha) w wickszosci przypomina leczenie pacjentéw bez mar-
skosci. W Tabeli 7. zaprezentowano dlugosci bezinterferonowych schema-
téw w leczeniu réznych genotypéw zawierajace dostgpne obecnie polaczenia
DAA wedlug wskazani obowiazujacych w Europie i Stanach Zjednoczonych.
W wypadku schematu SOF/LDV wedtug wskazait Amerykanskich nalezy sto-
sowac terapi¢ trwajaca 12 tygodni, a wedlug wskazari Europejskich mozna ja
prowadzi¢ 12 tygodni z RBV lub tez 24 tygodnie bez wlaczenia RBV, ewen-
tualnie 12 tygodni, gdy ryzyko progresji choroby jest niskie. Wedtug wskazan
obowiazujacych w EU do schematu SOF/VEL mozna rozwazy¢ dolaczenie
RBV w wypadku GT3, a w schemacie SOF/VEL/VOX skrécenie terapii do
8 tygodni. Schemat SOF/VEL/VOX jest dopuszczony do stosowania jako
pierwsza terapia tylko w UE. Schemat GZR/EBR wedtug wskaza obowia-
zujacych w UE nalezy stosowaé przez 16 tygodni w wypadku GT1a i 4, jezeli
liczba kopii HCV RNA przekracza 800000 IU/ml, a w wypadku GT1a takze,
jezeli wystepuja polimorfizmy NS5A skutkujace co najmniej 5-krotnie wyz-
szym EC, in vitro EBR. Wedlug zalecert obowigzujacych w USA schemart
GZR/EBR nalezy stosowa¢ przez 16 tygodni i dotaczy¢ RBV, gdy wirus GT'1a
ma polimorfizmy w pozycjach 28, 30, 31 i 93 bialka NS5A. [2]

Tabela 7. Schematy leczenia stosowane w leczeniu dorostych pacjentéw nieleczonych
wezesniej lekami z grupy DAA ze wyréwnana marskoscia watroby. Dlugo$¢ terapii
w tygodniach. RBV —wlacza¢ RBV do leczenia. * - patrz tekst [2]

Schemat GTla GT1b GT2 |GI3 |GT4 |GI5 |GT6

SOF* 24RBV | 24RBV | 12RBV | 24RBV | 24RBV | 24RBV | 24RBV

SOF/LDV 12(RBV)/ | 12(RBV)/ |- . 12 12 12
24* 24*

SOF/VEL 12 12 12 12 12 12 12
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SOF/VEL/VOX* | 12 12 12 12* 12 12 12
OBV/PTV/r - - - 12RBV |- -
OBV/PTV/ 24RBV 12 - - - - -
r+ DSV

GLE/PIB 8* 8* 8* 8* 8* 8* 8*
GZR/EBR 12* 12 - - 12* - _

1.6. Leczenie doroslych pacjentéw nieleczonych wczesniej,

z niewyréwnana marskoscia

Mozliwosci terapeutyczne sa wezsze w leczeniu pacjentéw ze niewyréwna-
na marskoscia watroby (B i C w klasyfikacji Childa-Pugha). Wynika to z prze-
ciwwskazania do stosowania inhibitoréw proteazy u tych pacjentéw zwiazane-
go ze zwigkszonym ryzykiem $mierci. Schematy leczenia sa ponadto dtuzsze
i zawsze wykorzystuja RBV. SOF moze by¢ stosowany w wypadku niewyrow-
nanej marskosci watroby jedynie wedtug wskazari obowiazujacych w UE, jego
skutecznos¢ nie zostata okreslona u tej grupy pacjentéw. Schemat SOF/LDV
w USA dopuszczony jest jedynie w terapii GT1 u pacjentéw z niewyréwnana
marskoscig watroby, w Europie dopuszcza sig stosowanie go przez 24 tygodnie

bez RBV, gdy pacjent nie toleruje lub nie moze jej przyjmowad. [2]

Tabela 8. Schematy leczenia stosowane w leczeniu dorostych pacjentéw nieleczonych
wezesniej lekami z grupy DAA z niewyréwnana marskoscig watroby. Diugos¢ terapii
w tygodniach. RBV — wlacza¢ RBV do leczenia. * - patrz tekst [2]

Schemat GTla GT1b GT2 GT3 GT4 GT5 GT6

SOF* 24RBV | 24RBV | 12RBV | 24RBV | 24RBV | 24RBV 24RBV
SOF/LDV | 12RBV* | 12RBV* |- - 12RBV* | 12RBV* 12RBV*
SOF/VEL | 12RBV [ 12RBV | 12RBV | 12RBV | 12RBV 12RBV 12RBV

W wypadku niewyréwnanej marskosci (w Europie C w klasyfikacji Chil-
da-Pugha) dawkowanie RBV nalezy zacza¢ od 600mg, mozna je stopniowo
podnies¢ do 1000/1200mg w wypadku dobrej tolerangji i obnizy¢ w wypadku
dziatad niepozadanych. [2]
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1.7. Leczenie dorostych pacjentéw bedacych biorcami przeszczepu watroby

Schemat SOF+RBV moze by¢ stosowany w leczeniu oczekujacych na
przeszczep watroby, az do samego przeszczepu (w USA wskazana dugos¢
takiej terapii to do 48 tygodni). Wskazania w Europie dotycza takze terapii
24 tygodnie po przeszczepie. [2]

Wskazania do stosowania lekéw DAA zasadniczo sa podobne dla biorcéw
przeszczepdw watroby. Tak samo stosuje si¢ schemat SOF/VEL. OMB/PTV/
r+DSV nalezy stosowal przez 24 tygodnie. GLE/PIB nalezy stosowaé przez
12 tygodni. SOF/LDV nalezy wedtug wskazari obowiazujacych w Europie sto-
sowaé w polaczeniu z RBV, gdy nie mozna jej zastosowa, terapi¢ u pacjentéw
po przeszczepie watroby ze skompensowang marskoscia wydtuza si¢ do 24 ty-
godni. Brak za$ wystarczajacych badar schematéw GZR/EBR oraz SOF/VEL/
VOX.

RBV u biorcéw przeszczepu watroby w Europie z niewyréwnang marsko-
$cia nalezy dawkowa¢ zaczynajac od 600 mg/dzien i dostosowujac dawke do
tolerancji tego leku przez pacjenta takze w wypadku marskosci sklasyfikowanej
jako B w klasyfikacji Childa-Pugha. [2]

Zgodnie z rekomendacjami Polskiej Grupy Ekspertéw HCV leczenie
DAA nalezy wdrozy¢ u oczekujacych na przeszczep ze skompensowang nie-
wydolnoscia watroby i wynikiem w skali MELD<20. Leczenie moze odroczy¢
koniecznos¢ przeszczepu. Terapi¢ w wypadku zaawansowanej niewydolnosci
watroby (Child-Pugh B i C) nalezy poprzedzi¢ przeszczepem watroby, leczenie
poprzedza si¢ badaniem HCV RNA i rozpoczyna w ciagu miesiaca od zabiegu.
Optymalnymi schematami sa GLE/PIB i SOF/VEL. Ze wzgledu na interakeje

lekowe, nalezy monitorowa¢ st¢zenie inhibitoréw kalcyneuryny. [1]
1.8. Leczenie pacjentéw z niewydolnoscia nerek

Istnieje niewiele informacji odnosnie bezpieczerstwa stosowania SOF
u pacjentéw z cigzka (eGFR<30 mL/min/1,73 m?) i schylkowa niewydol-
noscia (wymagajaca dializ) nerek. Wedlug wskazani obowiazujacych w USA
schemat SOF/LDV, SOF/VEL, SOF/VEL/VOX moze by¢ stosowany u ta-
kich pacjentéw bez zmiany dawkowania, lecz w UE schematy te wskazane sa
w takiej sytuacji najwyzej, gdy brak innych opgji terapeutycznych. [2]

Schematy OBV/PTV/r+DSV, EBR/GZR, GLE/PIB moga by¢ stoso-
wane bez zmian dawki u pacjentéw z jakimkolwiek stopniem niewydolnosci
nerek. [2]
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RBYV jest przeciwwskazana u pacjentéw z eGFR<50 mL/min/1,73 m?
w USA, w Europie stosuje si¢ redukcje dawki do 200mg dziennie u pa-
gjentéw dializowanych i z eGFR<30 mL/min/1,73 m2, a u pacjentéw
z ¢GFR=30-50 ml/min/1,73 m? stosuje si¢ naprzemiennie dawke 200
i 400mg w kolejnych dniach terapii. [5, 6]

1.9. Zastosowanie lekéw DAA w populacji pediatrycznej

We wskazaniach SOF obowiazujacych w UE i USA znajduje si¢ terapia
pacjentéw w wieku od 3 lat w wypadku zakazen GT2 i 3 w takim samym
schemacie jak u dorostych. W wypadku preparatu SOF/LDV wskazania dla
pacjentdw starszych, niz 3 lata réwniez sg identyczne jak dla pacjentéw do-
rostych. W celu ufatwienia podazy pacjentom niemogacym zazywa¢ tabletek
z racji wieku, preparaty te zarejestrowane sa takze w formie granulek, ktére
moga by¢ spozywane zmieszane z jedzeniem. [3, 7-9]

Ponadto, SOF/VEL zarejestrowany jest w terapii pacjentéw od 6 roku zy-
cia (w USA alternatywnie wazacych 217 kg), a GLE/PIB w terapii pacjentéw
od 12 roku zycia (w USA alternatywnie > 45kg).

Dawkowanie lekéw u pacjentéw pediatrycznych rézni si¢ od tego u po-

pulacji doroslej. Przedstawiono je w tabeli 9. [2]

Tabela 9. Zalecane dawkowanie lekéw DAA stosowanych w leczeniu pacjentéw poni-
zej 18 roku zycia wedtug masy ciala. * - w USA alternatywnym warunkiem kwalifikacji
do leczenia jest osiagniecie odpowiedniej masy ciata [2]

Schemat Minimalny | <17 kg 17 - 17 - >30kg | 235kg 245 kg
wiek (lata) 30 kg 35 kg
SOF 3 150 mg 200 mg 400 mg
SOF/LDV | 3 150/ 200/ 400/
33,75 mg 45 mg 90 mg
SOF/VEL | 6* 200/ 400/
50 mg 100 mg

GLE/PIB 12* 300/

120 mg

Dawkowanie RBV jest takze odmienne dla populacji pediatrycznej, co
zostalo przedstawione w tabeli 6. W Europie jest obecnie dostgpny roztwér

doustnych dla pacjentéw niemogacych przyjmowa¢ kapsulek.
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Tabela 10. Dawkowanie RBV u pacjentéw pediatrycznych [6, 9]

Masa ciala Dawka dzienna

<47 kg nalezy stosowa¢ roztwér doustny wedtug odpowiednich wskazari

47 — 49 kg 600 mg

50-65 kg 800 mg
> 65 kg jak u dorostych

1.10. Zastosowanie lekéw DAA w ciazy i w czasie karmienia piersia

Istnieja bardzo ograniczone dane odnos$nie stosowania lekéw z grupy
DAA w ciazy i w czasie karmienia piersia, niemniej, nie obserwowano istot-
nego wplywu tych lekéw na przebieg ciazy, badania wplywu tych lekéw na
rozréd zwierzat réwniez nie wykazaly negatywnego dziatania. Ze wzgledu na
relatywnie niskie ryzyko wertykalnej transmisji choroby, do$¢ czgste samoistne
wyleczenia u dzieci i tagodna progresj¢ choroby oraz ostatecznie mozliwos¢
wdrozenia leczenia lekami DAA w pézniejszym terminie, wyleczenie ci¢zarnej
w wypadku WZW C nie jest bezwzglednie konieczne. Niemniej, zakazenie
wirusem HCV cigzarnej moze si¢ wiaza¢ z wigkszym ryzykiem niskiej masy
urodzeniowej, przedwczesnego porodu i wad wrodzonych. Niektérzy utrzy-
muja, ze leczenie cigzarnych mogloby przynies¢ korzysci zwiazane z redukcja
transmisji wertykalnej, efektywniejsza eradykacja WZW C i wezesniejszym
rozpoczeciem leczenia. [2, 10-13].

Nalezy podkresli¢ przy tym, ze RBV jest $cisle przeciwwskazana w czasie

ciazy. [5, 6]
1.11. Ostre WZW C

Doswiadczenia dotyczace leczenia ostrego WZW C sg istotnie ograniczo-
ne. Niemniej terapia lekami DAA jest skuteczna takze w ich wypadku i chociaz
leki te nie sa zarejestrowane w leczeniu ostrego zakazenia HCV, to Polska
Grupa Ekspertéw HCV zaleca leczenie ostrego WZW C z wykorzystaniem
DAA. [1, 14]
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1.12. Reterapia przewleklego WZW C

W Tabeli 11. przedstawiono wskazania obowiazujace w Europie i USA
do stosowania poszczegdlnych polaczen lekowych w reterapii WZW C.
W Europie pofaczenie SOF/VEL+RBV stosowane przez 24 tygodnie moze by¢
rozwazone u pacjentéw bez innych opdji terapeutycznych. [2]

Tabela 11. Reterapia ostrego WZW C. Dlugo$¢ terapii w tygodniach. RBV — wlaczaé
RBV do leczenia. T - wskazanie obowiazujace tylko w Europie; & - wskazanie obowia-

zujace tylko w USA [2]

Schemat Poprzednie leczenie GT | Stan kliniczny Dlugos¢
pacjenta terapii

SOF/LDV# PeglFN+RBVzinhibitor 1 Bez marskosci 12
NS3/4A

SOF/LDV# PeglFN+RBVtinhibitor 1 Marskos¢ 24/12RBV
NS3/4A wyréwnana

SOF/LDV# PeglFN+RBVzinhibitor 1 Marsko$é 12RBV
NS3/4A niewyréwnana

GZR/EBR% PeglFN+RBV 1 Jak pacjenci nieleczeni

GZR/EBR% PegIFN+RBVtinhibitor 1 Dowolny 12RBV
NS3/4A

GZR/EBR% PeglFN+RBV 4 Dowolny 16RBV

SOF/VEL% PeglFN+RBVtinhibitor Jak pacjenci nieleczeni
NS3/4A

OBV/PTV/ Interferony Jak pacjenci nieleczeni

r+DSVi#

GLE/PIB% Inhibitor NS3/4A 1 Dowolny 12
bez inhibitora NS5A

GLE/PIB% Inhibitory NS5A+NS3/4A 1 Dowolny 16

GLE/PIB PeglFN+RBV, SOF+RBV, 1,2, | Bez marskosci 8
PeglFN+RBV+SOF 46

GLE/PIB PeglFN+RBV, SOF+RBV, 1,2, | Marskosé¢ 12
PeglEN+RBV+SOF 4-6

GLE/PIB PeglFN+RBV, SOF+RBV, 3 Dowolny 16
PeglFN+RBV+SOF

SOF/VEL/ Kombinacja DAA 1-6 | Dowolny 12

VOXit

SOF/VEL/ Inhibitor NS5A 1-6 | Dowolny 12

VOXi

SOF/VEL/ SOF bez inhibitora NS5A la, 3 | Dowolny 12

VOXi
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Polska Grupa Ekspertéw HCV zaleca, by chorzy nieskutecznie leczeni
IFN i RBV, wliczajac w to schematy zawierajace tez SOF lub inhibitor pro-
teazy, leczeni byli tak jak chorzy nieleczeni wezesniej. Wyjatkiem s pacjenci
nieskutecznie leczeni PeglFN+RBV+SOF zakazeni GT3, ktérych podobnie
jak pacjentéw zakazonych GT3 leczonych SOF+RBV nalezy podda¢ terapii
schematem pangenotypowym. W wypadku niepowodzenia terapii schematem
zawierajacym DAA, Polska Grupa Ekspertéw HCV zaleca stosowanie SOF/
VEL/VOX+RBV przez 24 tygodnie, w wypadku niedostgpnosci mozna za-
stosowal pozarejestracyjny schemat SOF+GLE/PIB+RBV przez 24 tygodnie,
ewentualnie dowolny inny schemat niestosowany wczesniej z wlaczeniem
RBV przez 24 tygodnie. Wyjatkiem s3 chorzy z niewyréwnang marskoscia
watroby, gdzie rekomenduje si¢ stosowanie SOF/VEL+RBV prze 24 tygodnie.
[6] Laczac leki o wysokim progu opornosci, to wasnie schemat SOF+GLE/
PIB+RBV stosowany byt w szczegélnie zozonych przypadkach poprzednich

niepowodzen leczenia z pewnymi sukcesami. [15-17]
2. DZIALANIA NIEPOZADANE TERAPII DAA

Obecnie stosowane DAA s z reguly dobrze tolerowane przez pacjentéw.
Poniewaz leki te stosowane sa niemal zawsze w kombinacji, nie zawsze mozna
jednoznacznie ustali¢, ktéra substancja odpowiada za obserwowane dzialanie
niepozadane, szczegélnie gdy polaczenie lekéw stosowane jest z RBV.

SOF, SOF/LDV, SOF/VEL najczeéciej wywoluje zmeczenie, bdl glowy,
mdlosci i bezsenno$¢. Schemat zawierajacy SOF/VEL/VOX najczgéciej wywo-
tuje bol glowy, zmeczenie, biegunke i nudnosci. Terapia GLE/PIB najczgsciej
wykazuje dziatania niepozadane takie jak bdl glowy, zmeczenie i nudnosci.
W wypadku terapii OBV/PTV/r+DSV odnotowuje si¢ zmegczenie, nudnosci,
pokrzywke i inne reakcje skérne, bezsennos¢ i astenie. Terapia GZR/EBR wy-
woluje bardzo niewiele dzialan niepozadanych, z ktdrych najczestsze to zme-
czenie i bél glowy. W wypadku terapii pacjentéw z marsko$cia watroby albo
zakazonych takze wirusem HIV odnotowuje si¢ wiecej dziatani niepozadanych. [2]

Ponadto bezobjawowo podwyzszone poziomy ALT i bilirubiny w osoczu
odnotowuje si¢ w wypadku terapii OBV/PTV/r+DSV, GZR/EBR, bezobja-
wowe podwyzszenie poziomu bilirubiny u pacjentéw leczonych SOF/VEL/
VOX oraz GLE/PIB. [2]
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2.1. Reaktywacja zakazenia WZW B

Odnotowano $miertelne przypadki reaktywacji chronicznego zakazenia
wirusem HBV o piorunujacym przebiegu u pacjentéw leczonych lekami DAA
przeciwko HCV. Sprawia to, ze niezbedne jest oznaczanie HBsAg przed roz-
poczeciem terapii, a u pacjentéw z ograniczong funkeja uktadu odpornoscio-
wego (immunosupresja, zakazenie HIV) takie anty-HBc-total. W wypadku
dodatniego wyniku ktérego$ z wymienionych testéw, niezbedne jest oznacze-
nie HBV DNA w osoczu przed rozpoczeciem terapii i monitorowanie aktyw-
nosci ALT w osoczu w czasie jej trwania co 2-4 tygodnie. W wypadku stwier-
dzenia HBV DNA przed rozpoczeciem terapii, braku spadku ALT i obecnosci
HBV DNA w trakcie terapii, podwyzszenia ALT (jeszcze przed wykryciem
HBYV DNA!) w trakcie terapii do leczenia nalezy wlaczy¢ entekawir lub prolek
tenofowiru, jako inhibitory odwrotnej transkryptazy HBV. [1, 18-21].

2.2. Stosowanie inhibitor6w NS3/4A u pacjentéw z marskoscia watroby

Jak juz pisano wcze$niej, stosowanie inhibitoréw proteazy NS3/4A jest
przeciwwskazane u pacjentéw z niewyréwnana marskoscia watroby (B i C
w klasyfikacji Child-Pugh). [2] Powodem, wystgpowania dzialan niepozada-
nych w marskosci jest watrobowy metabolizm, ktéry w wypadku niewystar-
czajacej aktywnosci izoenzyméw CYP450 prowadzi do zwigkszonych stezend
leku w organizmie i hepatotoksycznosci. [22] Odnotowywano pogorszenie
niewydolnosci watroby w wypadku stosowania SMV, prawdopodobnie zwia-
zane z blokada transporteréw OATP1B1 i MRP2. [23] W wypadku innych
inhibitoréw NS3/4A nowej generacji réwniez stwierdzono zwigkszone ryzyko
poglebienia niewydolnosci watroby lub jej zdekompensowania, zwickszona
jest tez czgsto$¢ dziatani niepozadanych. [24] Zasadno$¢ tego przeciwwskazania
jest jednak kwestionowana. Niektérzy sugeruja, ze obserwowane dziatania nie-
pozadane i dekompensacja niewydolnosci watroby zwiazane sa w duzej mierze

z naturalna progresjq marskosci. [25]
2.3. Rak watrobowokomérkowy jako konsekwencja stosowania DAA

Wedlug pewnych raportéw terapia z wykorzystaniem DAA mogla wywo-
lywa¢ wystapienie raka watrobowokomoérkowego. Niemniej, dalsze badania
wykluczyly taka mozliwos¢ i ryzykos wystapienia raka watrobowokomérko-

wego moze by¢ nizsze po zakonczeniu terapii. Leczenie DAA moze jednak
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zwickszad ryzyko nawrotu raka watrobowokomérkowego o nasilonej dynamice.

[1,26-29].
2.4. Interakcje lekowe DAA

W Tabeli 12. opisano metabolizm poszczegdlnych lekéw stosowanych
w terapii WZW C.

Tabela 12. Metabolizm lekéw stosowanych w terapii WZW C. *BSEP — pompa
eksportujaca sole kwaséw zétciowych. **Enzymy odpowiedzialne za aktywacje SOF:
CatA — katepsyna A, CESI — karboksyesteraza 1, HINT1 - histidine triad nucleotide-
-binding protein 1, UMP-CMPK - kinaza CMP/UMP, NDPK - kinaza difosforanéw

nukleotydéw; ***-metabolizm przez hydroliz¢ wiazari amidowych [2]
Lek Substrat Inhibitor
_ P-gp, BCRP, UGT1A1, OATP1BI,
PTV CYP3A4, slabo: CYP3A5 OATP2B1, OATP1B3
_ CYP3A, BCRP, P-gp, UGT1AL,

r OCT1, CYP3A4, staby: CYP2D6 OATP2B1
GZR OAT1B1, OATP1B3, P-gp, CYP3A | BCRP, staby: CYP3A

P-gp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3,
VOX CYP3A4, slaby: CYP1A2, CYP2C8 P-gp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3
GLE | slby: CYP3A, UGTIAL, P-gp, BCRP, OATPIB1, OATP1B3,

BSEP

soF | P8P, BCRP, CatA, CES1, HINTI, | _

UMP-CMPK, NDPK**
DSV CYP2C8, staby: CYP3A P-gp, BCRP, UGT1ALl
LDV | P-gp, BCRP P-gp, BCRP
ars -
EBR P-gp, CYP3A BCRP, staby: P-gp

P-gp, BCRP, slaby: CYP2B6,
VEL | CYP2C8, CYP3A4, OATPIBI, Ogp, BUKP OATPIBL, OATPIES,

OATP1B3
PIB | staby: CYP3A, UGTIAI g‘ngf’I;PCRP’ OATP1B1, OATP1B3,

W wypadku terapii SOF obserwowano zagrazajace zyciu przypadki bra-
dykardii i blokéw przewodnictwa przy jednoczesnym podaniu z amiodaronem. [2]
Leki podwyzszajace pH zotadka negatywnie wplywaja na rozpuszczalno$é
LDV i VEL i zmniejszaja ich biodostgpnos¢. Stosowane dawki antagonistéw
receptoréw H, nie moga przekracza¢ ekwiwalentu 40 mg famotydyny 2 razy

dziennie, a w wypadku inhibitoréw pompy protonowej 20 mg omeprazolu.
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Wedtug niektérych wytycznych GLE/PIB réwniez nie powinien by¢ taczony
z lekami wplywajacymi na kwasnos¢ soku zoladkowego. OBV/PTV/r zwigk-
szaja metabolizm substratéw CYP2C9 i CYP1A2. [2]

W czasie leczenia WZW C, konieczne moze by¢ dostosowanie dawek blo-
keréw receptora o, (prazosyny, silodosyny), lekéw antyarytmicznych (chinidy-
na, digoksyna i, gdy nie jest przeciwwskazany, amiodaron), antykoagulantéw
(apiksaban, dabigatran, edoksaban, riwaroksaban, tikagrelor). Nie nalezy przy
tym w ogéle podawa¢ dabigatranu z GLE/PIB i SOF/VEL/VOX, a edoksaba-
nu z SOF/VEL/VOX. Interakcje lekowe sa tez powodem, dla ktérego prze-
ciwwskazana jest podaz lekéw przeciwpadaczkowych takich jak: amobarbital,
karbamazepina, eslikarbazyna, fenobarbital, fenytoina, prymidon i rufinamid,
z tym, ze rufinamid moze by¢ podawany razem z EBR/GZR i GLE/PIB przy
odpowiednim monitorowaniu leczenia. Nalezy zachowa¢ ostrozno$¢ stosujac
niektére leki przeciwnadcisnieniowe z DAA, np.: amlodyping z LDV/SOF,
enalapril z GLE/PIB i SOF/VEL/VOX, olmesartan i telmisartan z GLE/PIB
i SOF/VEL/VOX. Aliskiren nie moze by¢ stosowany z GLE/PIB. Pimozyd nie
moze by¢ stosowany z LDV/SOF, EBR/GZR, GLE/PIB. Posakonazol moze
wchodzi¢ w interakcje z GLE/PIB. Leki immunosupresyjne nalezy stosowad
ostroznie z DAA, cyklosporyna nie moze by¢ podawana z EBR/GZR i SOF/
VEL/VOX, stezenia takrolimusu musza by¢ ostroznie monitorowane w terapii
EBR/GZR, SOF/VEL/VOX i GLE/PIB. Stosowanie statyn w czasie terapii
DAA moze prowadzi¢ do wystapienia dzialad niepozadanych zwiazanych ze
zmniejszonym metabolizmem pierwszego przejscia w watrobie, niektére staty-
ny sa przeciwwskazane, np.: rosuwastatyna w terapii SOF/LDV i SOF/VEL/
VOX. Etynyloestradiolu nie nalezy podawa¢ przy stosowaniu GLE/PIB i SOF/
VEL/VOX. Bosentan nie moze by¢ podawany z EBR/GZR, SOF/VEL, GLE/
PIB i SOF/VEL/VOX. W czasie terapii nie mozna stosowaé preparatéw dziu-
rawca. Ostatecznie, ryfampicyna, ryfabutyna i ryfapentyna takze nie moga by¢
stosowane z DAA. [2, 30]

Poprawa wydolnosci watroby w wyniku terapii moze skutkowaé nasi-
leniem metabolizmu lekéw. Moze tez skutkowaé skréceniem INR w czasie
terapii antagonistami witaminy K. Obserwuje si¢ tez poprawe glikemii u pa-
cjentéw z cukrzyca, co moze skutkowa¢ hipoglikemia po podaniu insuliny lub
lekéw przeciwcukrzycowych. [2]
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3. SKUTECZNOSC TERAPII

Skuteczno$¢ leku osiagana w badaniach klinicznych z reguly jest wyzsza,
niz ta odnotowywana pézniej przy zastosowaniu w praktyce klinicznej. Nie-
mniej, skuteczno$¢ lekéw DAA w praktyce okazala si¢ réwnie wysoka, co w ba-
daniach, ktére byly podstawg do ich rejestracji. [31] W wypadku lekéw DAA
najczesciej raportowanym wskaznikiem skutecznosci jest odsetek pacjentéw
uzyskujacy SVR12.

Dokladne oméwienie skutecznosci DAA w kazdej mozliwej sytuagji
klinicznej wykracza poza zakres tego rozdzialu. Jednoznaczne okreslenie sku-
tecznoéci kombinacji lekowych utrudnia fake, ze niejednokrotnie badania
kliniczne odbywaja si¢ bez grupy nieaktywnego placebo i brak tez niejedno-
krotnie przydatnych poréwnan head-to-head (poréwnanie jednego schematu
terapeutycznego wzgledem innego stosowanego schematu). [32] Dodatkowo,
wysoka skutecznos$¢ wlasciwie wszystkich schematéw wewnatrz ich odpowied-
nich wskazan sprawia, ze poréwnywanie ich nastrecza trudnosci, poniewaz
przedzialy ufnosci dla wartosci odsetkéw SVR12 osiaganych przez pacjentéw
otrzymywane w analizach i metaanalizach sg istotnie szersze, niz réznice mie-
dzy skutecznosciami poszczegélnych terapii.

Biorac pod uwage powyzsze trudnosci, w Tabeli 13. przedstawiono wy-
niki wybranych metaanaliz. Jak mozna zauwazy¢ skutecznos¢ leczenia jest nie-
mal zawsze wigksza, niz 90%, a nawet 95%. Wplyw mutacji warunkujacych
oporno$¢ na leki DAA oméwiono w dalszej czesci pracy. W wypadku ich wy-

stgpowania skuteczno$¢ terapii jest niestety znaczaco nizsza.

Tabela 13. Skuteczno$¢ terapii opartych na DAA chronicznego WZW C na podsta-
wie wybranych metaanaliz i przegladéw systematycznych. Nie rozrézniano stosowania

RBV

Genotyp(y) | Schemat(y) Stan klinicz- | Wezesniejsze | % Zrédlo
ny pacjentéw | leczenie SVR12
1,2,4 SOF+DCV, SOF/LDV, | - - 94% [33]
SOF/VEL, GLE/PIB
3 SOF/DCV, SOF/VEL | - - 89% [33]
3 GLE/PIB - - 95% [33]
1 SOF/LDV Marsko$é - 97% (33]
3 SOF/VEL Marskosé Nie 97% [33]
3 SOF/VEL Marsko$é Tak 90% [33]
1 SOF/LDV HIV - 96% [33]
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6 SOF/LDV, SOF+DCV, | - - 95% (34]
SOF/VEL, GZR/EBR,
SOF/VEL/VOX
1-6 GZR/EBR, GLE/PIB, <18 r. zycia - 100% [35]
OBV/PTV/r+DSV,
SOF+DCYV, SOF+LDV,
SOF
1-6 SOF/VEL - - 99% [36]
SOF/VEL Brak - 99% [36]
marskosci
1 SOF/VEL Marsko$é - 98% [36]
3 SOF/VEL - - 95% [36]
3 SOF/VEL Marskos¢ - 91% [36]
3 SOF/VEL - Tak 94% [30]
1-6 GLE/PIB - Tak (DAA) | 97% [37]
la GLE/PIB - Tak (DAA) | 90% [37]
1-4 GLE/PIB - - 97% [38]
3 GLE/PIB - - 99% [38]
1-4 GLE/PIB Marsko$¢ - 98% [38]
wyréwnana
1-4 GLE/PIB - Tak 98% [38]
1 GZR/EBR - - 97% (39]
la GZR/EBR - - 96% [39]
3.1. Efekty terapii

SVR12 i eliminacja wirusa nie oznacza eliminacji wszystkich mozliwych
konsekwencji WZW C. [40] Poniewaz wprowadzenie DAA do leczenia miato
miejsce relatywnie niedawno, brak dlugoterminowych danych, ktére w pel-
ni pozwolityby oceni¢ skutki terapii lekami DAA. Jednocze$nie, w badaniach
tego typu brak grupy kontrolnej, ktérej stan kliniczny mozna by oceniaé
w poréwnaniu do pacjentéw poddawanych terapii. [41] Istnieja opracowania
dotyczace terapii zawierajacej IFN, lecz nie mozna jednoznacznie okresli¢, czy
dlugoterminowe wyniki takiej terapii sa identyczne jak dla DAA. [42]

Udane leczenie DAA (wystapienie SVR12) jest powigzane z poprawg
stanu klinicznego pacjentéw z marsko$cia watroby, obserwuje si¢ poprawe
w klasyfikacji Childa-Pugha oraz zaprzestanie spelniania kryteriéw kwalifikacji
do przeszczepu watroby. Przezywalno$é pacjentéw z zaawansowanym wiék-

nieniem i wyréwnana marskoscia jest bardzo dobra po zakoriczeniu leczenia,
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lecz w wypadku pacjentéw z niewyréwnana marskoscia nadal mozna spodzie-
wac si¢ istotnej $miertelnosci (5,3% w wypadku badania z mediana dhugosci
obserwacji 66 tygodni). Obserwuje si¢ poprawe stopnia wiéknienia watroby
mierzonego elastograficznie. Wplyw leczenia DAA na wystgpowanie raka wa-
trobowokomérkowego nie jest jasny. [27, 41, 43—40)]

3.2. Niepowodzenie terapii

Niepowodzenie terapii moze nastapi¢ w nast¢pujace sposoby:

e brak odpowiedzi — miano HCV RNA nie spada pod wplywem
leczenia;

e shaba odpowiedz — miano HCV RNA spada nieznacznie pod wply-
wem leczenia;

e przefom wirusologiczny — miano HCV RNA wzrasta istotnie jeszcze
w trakcie terapii;

e nawr6t — miano HCV RNA wzrasta po zakoriczeniu terapii.

Bardzo cz¢stym powodem niepowodzenia terapii sa substytucje zwiazane
z opornoscia (ang. resistance-associated substitutions, RAS), ktére moga powstaé
w trakeie terapii lub wystepowad juz przed nia. W wypadku samego tylko bial-
ka NS5A, RAS wykrywane sa w ok. 90% przypadkéw niepowodzenia terapii,
jezeli stosuje si¢ inhibitor NS5A. [47] RAS zostaly oméwione w dalszej czesci
rozdziatu.

Zdarzaja si¢ sytuacje, gdy genotyp jest nieprawidlowo okreslony, co
skutkuje niewlasciwym doborem schematu terapeutycznego. [48, 49]. Tera-
pia DAA jest dobrze tolerowana przez pacjentdw, wigc zaprzestanie leczenia
z powodu dzialan niepozadanych ma miejsce bardzo rzadko, co kontrastuje
z terapia wykorzystujaca IFN. [2, 50].

Innymi czynnikami, powigzanymi z niepowodzeniem terapii sa: niepo-
wodzenie wcze$niejszej terapii, stosowanie nieoptymalnego schematu tera-
peutycznego (przede wszystkim SOF+RBV), wysokie miano HCV RNA na
poczatku terapii, GT3 wirusa, nieprzyjmowanie przypisanych lekéw DAA,
aktywny i przebyty nowotwdr watrobowokomérkowy, marskos¢ watroby oraz
wysoki stopieri jej zaawansowania, wysoka masa ciala, przyjmowanie innych
lekéw, ple¢ meska, nadcisnienie tetnicze. [25, 51-53].
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4. OPORNOSC PRZECIWKO DAA

Mutacje i polimorfizmy w genach bialek NS3, NS5A i NS5B moga przy-
czyniaé si¢ do zmniejszonej wrazliwosci wirusa HCV na leki z grupy DAA.
Latwo$¢ powstawania (prég) opornoéci zalezy m.in. od genotypu wirusa
i stosowanych lekéw. Za opornos¢ odpowiadaja tzw. substytucje zwiazane
z opornoscia (ang. resistance-associated substitutions, RAS) i wystgpuja natural-
nie lub moga pojawi¢ si¢ w trakcie leczenia. Zdarza sig, ze stosuje si¢ odmien-
ng terminologi¢ w zaleznosci od okolicznosci wystapienia wariantu i zakresu
opornosci, ktéry wywoluje, nie jest to jednak powszechnie stosowane. [54—50]
Poniewaz wirus HCV wystepuje u chorego jako zbiér quasi-gatunkéw, moz-
liwe jest wystgpowanie RAS tylko u czgéci z nich. Znaczenie kliniczne maja
RAS wystepujace w >15% quasigatunkéw. [57] Obecnos¢ kilku RAS w jed-
nym biatku moze znaczaco zmniejsza¢ podatnos¢ wirusa na dana klase lekéw.
[57] Jednoczesnie RAS moga wystapi¢ w wigcej niz jednym biatku, w jednym
z badanin RAS dla wielu klas lekéw stwierdzono u 44,3% nieskutecznie leczo-
nych pacjentéw. [47]

W chwili obecnej nie stosuje si¢ rutynowo badania lekoopornosei wiru-
sa HCV. [1] Ograniczone znaczenie opornosci w wypadku terapii WZW C
mozna ttumaczy¢ skoficzonym czasem leczenia, co skutkuje niskim ryzykiem
transmisji opornych wariantéw, oraz brakiem trwalego rezerwuaru wirusowe-
go DNA, co sprawia, ze pewne quasi-gatunki z RAS, ale o niskiej zdolno-
$ci do replikacji wypierane sg przez te replikujace skuteczniej, lecz podatne.
Wyraznie kontrastuje to z charakterystyka HIV i jego terapii. Ze wzgledu na
czesto$¢ wystgpowania GT1a, 1b i 3, znacznie wigcej wiadomo o ich oporno-

$ci w poréwnaniu do innych genotypéw. [54]
4.1. Opornos¢ przeciwko inhibitorom proteazy NS3/4A

Oporno$¢ na inhibitory proteazy ma niewielkie znaczenie kliniczne. Wy-
padku terapii SMV oraz IFN i RBV mutacja Q80K dla GT'1a przyczynia si¢
do skutecznosci terapii podobnej jak samych IFN i RBV. [58] Bylo to istotne
z racji czgstego wystepowania tej mutacji juz przed leczeniem (ok. 40%). Ne-
gatywny wplyw jest takze widoczny w wypadku terapii 12-tygodniowej pa-
¢jentéw z marskoscia SMV z SOF lub 8-tygodniowej terapii pacjentéw bez
marskosci. [59] Nie s i nie byly to jednak rekomendowane schematy lecze-
nia. Mutacja Q80K nie wydaje si¢ mie¢ obecnie duzego znaczenia klinicz-
nego, cho¢ odnotowano gorsze wyniki terapii SOF/VEL/VOX u pacjentéw

76



NOWE MOZLIWOSCI LECZENTA FARMAKOLOGICZNEGO ...

zakazonych wirusem z ta mutacja. Co ciekawe, nie wywoluje ona istotnej
opornoséci na VOX in vitro. [60] RAS R155K (wystepujaca przed leczeniem
u 0,5-1% pacjentéw) GT1a zmniejsza aktywno$¢ in vitro SMV 90 razy, PTV
40 razy, GZR 3 razy, lecz nie ma istotnego wplywu na sif¢ dziatania VOX
i GLE. [61-67] RAS R155G/W zmniejszaja podatno$¢ na VOX, lecz ze wzgle-
du na malg zdolnos¢ do replikacji mutantéw nie ma ona znaczenia klinicznego.
(66, 68, 69] RAS w pozycji 156 przyczyniaja si¢ do szerokiej opornosci, lecz
niska zdolno$¢ do replikacji takich mutantéw sprawia, ze s3 one wypierane
w momencie zaprzestania terapii. [67, 68, 70] RAS w pozycji D168 GT1 wy-
woluja znaczna oporno$¢ na wickszos¢ inhibitoréw proteazy, mniejsza jedynie
dla VOX, GLE i do pewnego stopnia GZR. Pojawiaja si¢ jedynie w momencie
leczenia i s3 wypierane po jego zaprzestaniu. [63, 64, 67, 68, 71] Dziko wy-
stepujace polimorfizmy w miejscu 168 prawdopodobnie przyczyniaja si¢ do
ograniczonej skutecznosci wezesnych inhibitoréw proteazy (innych niz GZR,
VOX, GLE) wobec genotypéw innych niz 1, szczegdlnie GT3. [72] RAS takie
jak R123T, 11321 dodatkowo zmniejszajg skutecznoé¢ inhibitoréw proteazy
w terapii GT3. [57]

Dodatkowo, po niepowodzeniu terapii RAS wykrywane sa czesto takze
w pozycjach 36, 56. Niepowodzenie terapii SMV moglo si¢ wiaza¢ z wysta-
pieniem RAS takze w pozycjach 43 i 122, a najwyzsza oporno$¢ wywolywala
kombinacja RAS Q80K/R+R155K. Kombinacje RAS w pozycjach 56+168,
89+156, 156+168 wywoluja wysoki poziom opornosci na GLE. W wypadku
GZR kombinacje mutacji w pozycjach 36+156 i 56+168 GT1a wykazuja duzy
poziom opornosci in vitro. W wypadku PTV wykrywano substytucje w pozy-
cjach 36+80+155 oraz 56+168. [57]

4.2. Opornos¢ przeciwko inhibitorom polimerazy NS5B

SOF charakteryzuje si¢ bardzo wysokim progiem rozwoju opornosci.
RAS w pozycji $282T zmniejsza 10 razy site dziatania SOF in vitro, lecz zdol-
no$¢ do replikacji takich mutantéw jest znikoma. Mutacja ta przyczynia si¢
jedynie do 1% niepowodzeri w leczeniu SOF, a przerwanie terapii prowadzi
do wyparcia mutantéw przez warianty skuteczniej replikujace. Reterapia SOF
zwicksza szans¢ wystapienia tego RAS. U pacjentéw zakazonych GT1 i 3
obserwuje si¢ czasem powstanie RAS L159F wraz z innymi mutacjami, kt6re
nie sg zwiazane ze zmniejszong podatnoscia na SOF in vitro. [57, 73-75]

Oporno$¢ przeciwko DSV ma male znaczenie kliniczne, poniewaz jest

to lek stosowany tylko w jednym schemacie terapeutycznym. Wystepuje przy
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tym do$¢ tatwo. W wypadku terapii OMB/PTV/r+DSV najczesciej obserwo-
wanymi mutacjami w NS5B sa M414T i $556G dla GT1a i $556G w GT1b.
(22, 54, 71]

4.3. Opornos¢ przeciwko inhibitorom NS5A

Istotnos¢ RAS przeciwko inhibitorom NS5A jest zdecydowanie wigksza,
niz tych przeciwko innym klasom lekéw stosowanych w zakazeniu HCV.

Po pierwsze, relatywnie czgsto wystepuja one u pacjentdéw jeszcze przed
leczeniem. Szacuje si¢, ze RAS warunkujace opornos¢ >215% calej puli quasi-
-gatunkéw wirusa wystepuja u 13% pacjentéw zakazonych GT1a i 18% zaka-
zonych GT1b. W wypadku GT3 oporno$¢ moze dotyczy¢ 9-13% pacjentéw
[76, 77]. GT2 w niemal polowie przypadkéw wykazuje polimorfizm L31M
warunkujacy opornos¢ na EBR, co wyklucza schemat zawierajacy t¢ substancje
z leczenia zakazenia tym genotypem. [77-79] Subgenotypy GT3 inne, niz 3a,
naturalnie wykazuja RAS warunkujace oporno$¢ na wszystkie znane inhibito-
ry NS5A. [80] GT4r czesto wykazuje naturalnie wystepujace RAS w biatku
NS5A, co ogranicza SVR12 uzyskiwany po 12-tygodniowej terapii SOF/LDV
do 56% pacjentéw. [81] GTGe, nie uwzgledniany w zaleceniach, wykazuje
oporno$¢ na LDV stosowany w terapii GT6. [82]

Po drugie, prég opornosci jest niski dla wigkszosci inhibitoréw NS5A.
[70, 83] Po trzecie, oporne mutanty z reguly nie wykazuja znaczaco obnizone;j
zdolnosci do replikacji i nie s3 wypierane po zaprzestaniu leczenia w wypad-
ku niepowodzenia terapii. [47, 83] Po czwarte, inhibitory NS5A ze wzgledu
na zdolno$¢ do szybkiej supresji wiremii s3 komponenta kazdego zalecanego
obecnie schematu leczenia. [47]

RAS M28A/G/T/V sa najczeéciej spotykanymi RAS w wypadku GT1a,
wystepuja czesto jeszcze przed leczeniem. Zmniejszaja one site dzialania in vi-
tro wigkszosci inhibitoréw NS5A o 10-100 razy, z wyjatkiem EBR (jedynie
dla M28T: 7,5 razy), VEL (przykladowo: M28T zmniejsza ja 7,5 razy) oraz
PIB (wszystkie zmniejszaja ja <3 razy). [67, 69, 71, 84-86] Warianty w pozycji
Q30 wywotujg oporno$¢ na wiele inhibitoréw NS5A, RAS Q30R/H wyste-
puja u okoto 3% pacjentéw z GT1a. Wariant Q30H wywoluje oporno$¢ na
DCV, LDV, a Q30R dodatkowo na OBV i EBR. W pofaczeniu z mutacjami
w pozycji L31 i Y93 s3 czesto spotykane po niepowodzeniu terapii. [67, 71,
83, 84, 86-90] Polimorfizm A30K wystepuje w 3-5% przypadkach zakaze-
nia GT3, zmniejsza podatnos¢ in vitro na VEL 50 razy i wystgpuje u pacjen-
téw nieskutecznie leczonych GLE/PIB, gdzie zmniejsza skuteczno$¢ leczenia.
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Prawdopodobnie wynika to z tego, ze mutanty A30K+Y93H wykazuja i vitro
EC, dla PIB o 70 razy wyzsze, niz typ dziki. [67, 77, 90, 91] Polimorfizm
L31M wystepuje u 3% izolatéw GT1a i 4-5% izolatéw GT1b. Wywotuje on
opornos¢ na DCV, EBR, LDV i w mniejszym stopniu na VEL. Wystepuje tez
u GT2 z ograniczonym znaczeniem klinicznym (jest powodem, dla ktérego
EBR nie ma zastosowania w terapii tego genotypu). Czgsto jest wykrywany
po niepowodzeniu terapii razem z innymi RAS. [67, 70, 79, 84, 86, 88, 90]
RAS w pozycji Y93 (szczegélnie YO3H) warunkuja wysoki poziom opornosci
GT1a i 3 na wszystkie inhibitory NS5A oprécz PIB, a w wypadku GT1b wy-
soki lub $redni poziom opornosci na wszystkie inhibitory NS5A oprécz VEL
i PIB. Warianty te wystgpuja u 10% pacjentéw zakazonych GT1b, 8-10%
pacjentéw zakazonych GT3, ale <1% w wypadku GTla. Po niepowodzeniu
terapii mutacja YO3H lub N moze pojawi¢ w wypadku GT1a, niepowodzenie
terapii GT1b i 3 najczedciej zwigzane jest z mutacja YO3H. [67, 76, 77, 84,
86-88, 90]

Inne RAS obserwowane przy niepowodzeniu leczenia wystepuja w pozy-
cjach 24, 32, 58, 92. Niektdére kombinacje kilku RAS w biatku NS5A przy-
czyniaja si¢ do zmniejszenia sily dziatania inhibitoréw NS5A o kilka do kil-
kudziesigciu tysigcy razy (w tym takze PIB o wysokiej barierze powstawania
opornosci). Znaczenie kliniczne rzadziej wystgpujacych polimorfizméw i sub-
stytucji w sekwencji aminokwaséw biatka NS5A nie s3 jasne. [54, 57] Wplyw
RAS na EC, in vitro poszczeg6lnych inhibitoréw NS5A przedstawiono
w Tabeli 14.

Tabela 14. Wplyw wybranych RAS na in vitro EC, poszczegélnych inhibitoréw
NS5A, dana substytucja zwigksza EC leku co najmniej lub co najwyzej tyle razy ile
podano w tabeli; BD — brak danych [47, 92]

RAS LDV | VEL | EBR | p1B | 0BV
GTla

M28V <x10 BD >x100 <x10 >x10
Q30E R -0 BD <x10 BD
Q30H >x100 <x10 <x10 <x10 <x10
Q30K >x100 <x10 >x10 <x10 >x100
Q30R >x100 <x10 >x100 <x10 >x100
L31M >x100 <x10 >x10 <x10 <x10
131V >x100 >x10 >x100 x10 >x100
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Q30H+Y93H

Q30R+Y93H

GT1b

L31F <x10 >x10 >x10 <x10 <x10
L31V BD <x10 <x10 BD <x10
Y93H - <x10 >x10 <x10 >x10
L31F+Y93H BD >x10 BD <x10

L31V+Y93H >x100 >x100 BD <x10

GT2a

L31M >x10 <x10 >x100 <x10 >x10
T24A BD BD BD <x10 >x10
F28S BD BD BD <x10 BD
GT3a

M28T >x10 <x10 >x10 <x10 -
A30K BD >x10 >x10 <x10 BD
L31F <x10 >x10 >x100 <x10 <x10
Y93H - >x100 >x100 <x10 -
GT4a

128V | BD | BD BD <x10 | <x10
GT5a

L281 BD BD BD <x10 >x10
L31V >x100 >x10 >x10 <x10 >x10
L31F <x10 >x10 >x10 <x10 >x10
GT6a

L31M <x10 <x10 <x10 <x10 <x10
L31V >x100 >x10 >x10 <x10 >x100

4.4. Wplyw poczatkowej opornosci na wynik leczenia

Polaczenie EBR/GZR charakteryzuje si¢ bardzo zmienng skutecznoscia
ze wzgledu na wystgpowanie RAS. SVR12 w wypadku 12-tygodniowej terapii
nieleczonych wezesniej pacjentéw z GT1a bez RBV uzyskano w 98% pacjen-
tow bez RAS dla EBV i tylko 58% pacjentéw z RAS takimi jak: M28A/G/T,
Q30R/H, L31M/V, Y93C/H/N/S. W wypadku reterapii réznica jest jeszcze
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wieksza (97% vs. 29%). [85, 89].

Wykazano nizsza skuteczno$¢ potaczenia SOF/LDV u pacjentéw zakazo-
nych GT1 z RAS dla LDV. Najwyisza réznica dotyczyla pacjentéw bez mar-
skosci z GT1a poddawanych reterapii bez RBV leczonych 12 tygodni (98%
bez RAS, 75% z RAS) oraz u pacjentéw z marskoscia leczonych 12 do 24
tygodni z lub bez RBV (96% vs. 77%). Badania dotyczyly jednak niewielkiej
grupy pacjentéw z RAS. [87]

Polaczenie SOF/VEL bez RBV charakteryzuje si¢ nizsza skutecznoscia
w wypadku wystapienia RAS biatka NS5A GT3 (SVR12 w 97% vs. 88% przy-
padkéw) u pacjentéw leczonych 12 tygodni z marskoscig lub poddawanych
reterapii, ale bez marskosci. [93]

GLE/PIB stosowany przez 16 tygodni pozwala na SVR12 u 96% pa-
cjentéw z RAS przeciwko inhibitorom NS5A, lecz jedynie u 56% pacjentéw
z RAS przeciwko zaréwno inhibitorom NS5A, jak i inhibitorom proteazy. [94]
GLE/PIB stosowany przez 8 tygodni pozwolit na osiagnigcie SVR12 u 98%
pacjentéw zainfekowanych GT3 bez marskosci bez RAS w NS5A, lecz SVR12
osiagnicto tylko w 75% u tych pacjentéw z RAS A30K i 91% pacjentéw
z jakimikolwiek RAS NS5A. W wypadku polimorfizméw biatka NS3 GLE/
PIB stosowany przez 8 tygodni odznaczat si¢ SVR12 rzedu 86%, lecz w wy-
padku terapii trwajacej 12 tygodni nie bylo istotnej réznicy pomigdzy skutecz-
noscia w grupie pacjentéw z RAS w NS3 i bez nich. [95]

Wysokie poziomy trwalej odpowiedzi (97%) wirusologicznej osiagnigto
po 12 tygodniach terapii SOF/VEL/VOX w populagji charakteryzujacej si¢
nieskutecznym uprzednim leczeniem, gdzie RAS dla NS5A i NS3/4A wykryto
u 83% pacjentéw. [96]

4.5. Postepowanie w wypadku opornosci

Dostepnos¢ do badan diagnostycznych pozwalajacych na badanie opor-
nosci na leki wirusa HCV jest ograniczona. W chwili obecnej istnieje tylko
jeden komercyjny semiautomatyczny test przeznaczony w tym celu, aczkol-
wiek istnieja metody opracowane przez indywidualne laboratoria oparte na
sekwencjonowaniu lub transfekeji hodowli komérkowych. [97, 98] Z tego
powodu dobér terapii na podstawie profilu opornosci nie jest uwzgledniony
w rekomendacjach Polskiej Grupy Ekspertéw HCV, a w wypadku niepowo-
dzenia terapii zaleca si¢ postgpowanie opisane wezesniej. [1]

Czytelnikéw zainteresowanych tematem leczenia HCV w wypadku opor-

nosci poleca si¢ rekomendacje American Association for the Study of Liver
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Diseases, Public Health England HCV Resistance Group oraz European As-
sociation for the Study of the Liver. [30, 97, 98]

5. DOSTEPNOSC LEKOW NOWE] GENERAC]JI
W POLSCE I NA SWIECIE

Istotnym problemem w szerokim stosowaniu lekéw DAA w Polsce i na
$wiecie jest ich cena, ktéra doprowadza do ograniczenia refundagji leczenia,
a co za tym idzie: dostgpnosci. Dzieje si¢ tak, poniewaz DAA podlegaja nadal
ochronie patentowej. [99]

W Polsce nieodplatne leczenie przewleklego WZW C odbywa si¢ na
podstawie programu lekowego ,Leczenie przewleklego wirusowego zapalenia
watroby typu C terapig bezinterferonowa”. W ramach niego dostepne sg leki
SOF/LDV, SOF/VEL, GZR/EBR, GLE/PIB, SOF/VEL/VOX, a takze ryba-
wiryna. SOF/LDV moze by¢ w ramach programu stosowany jedynie w terapii
GT1, a SOF/VEL/VOX w ramach reterapii po niepowodzeniu leczenia z wy-
korzystaniem inhibitora NS5A. Oprécz oczywistych przeciwwskazan, w ra-
mach programu leczeni moga by¢ tylko pelnoletni pacjenci, ze stwierdzonym
widknieniem watroby, nieuzaleznieni od alkoholu i $rodkéw odurzajacych.
Nie s3 to ograniczenia zgodne z rekomendacjami Polskiej Grupy Ekspertéw
HCV. Koszt terapii w 2017 oplacany przez NFZ wynosil okolo kilkudziesie-
ciu tysigcy zlotych (np.: 50 771 zt dla SOF/LDV). [1, 100, 101]

Koszt terapii siggajacy kilkudziesigciu tysigcy dolaréw jest powszechny
w krajach rozwinigtych (np.: 19015$ za terapi¢ GLE/PIB w USA albo 28584$
za terapi¢ SOF/VEL w Chorwagji). Sprawia to, ze dostgpno$¢ do leczenia jest
w wielu miejscach ograniczona. Niemniej, wykazano, ze zniesienie ograniczen
w refundacji leczenia DAA przynosi korzysci ekonomiczne. Za pocieszajacy
mozna uznaé fake, iz w niektdérych krajach rozwijajacych si¢ dostepne sa ge-
neryczne wersje lekéw produkowane za zgoda whascicieli nadal obowiazuja-
cych patentéw, dla ktérych koszt terapii wynosi kilkadziesiat dolaréw. [99,
102-104]

6. PODSUMOWANIE
Cho¢ obecnie dostgpne DAA pozwalaja na wyleczenie wigkszosci
pacjentéw zakazonych wirusem HCV, oczywiste jest, ze powstawanie, selekcja

i transmisja wariantéw wykazujacych oporno$é, szczegdlnie przeciwko in-

hibitorom NS5A, sprawia, ze konieczne moga by¢ nowe strategie leczenia
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WZW C. [47, 105, 106] Zbadania wymaga tez mozliwos$¢ stosowania DAA
u cigzarnych. [11]. Za niesatysfakcjonujacy mozna uzna¢ fake, iz PIB (inhibi-
tor NS5A o najwyzszym progu opornosci) i SOF (lek o bardzo wysokim progu
opornosci) nie sa dostgpne w polaczeniu jednotabletkowym. [107, 108]

»otrategia globalnego sektora zdrowia w sprawie wirusowego zapale-
nia watroby” przyjeta w 2016 r. przez WHO ma na celu sprawienie, ze
WZW C przestanie by¢ istotnym problemem zdrowotnymizakfada, izdo 20201r.
3 miliony 0séb powinno otrzymac¢ leczenie WZW C, a do 2030 r. 80% kwali-
fikujacych si¢ pacjentéw powinno otrzymac leczenie. Optymistycznym jest to,
ze do korica 2017 r. juz 5 milionéw 0séb otrzymalo leczenie. [109, 110] Nie-
mniej eliminacja WZW C do roku 2030 lub nawet 2050 jest prawdopodobna
tylko w kilkunastu najbardziej rozwinigtych krajach. [111]

Pomimo obecnych probleméw z dostgpnoscia leczenia i niejasnosci, co
do terapii, ktére zostang rozwiane dopiero w przyszlosci, postep jaki osiagnieto
w leczeniu WZW C jest godny odnotowania. [112]
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Abstrakt:

Syntetyczne antybiotyki stosowane sg klinicznie w leczeniu choréb o podtozu bakteryjnym juz
od ponad stu lat. W 1910 roku wlasnie zostala uzyta pierwsza substancja, Salwarsan (arsfena-
mina). Prawdziwa rewolucj¢ w medycynie zapoczatkowala Penicylina wynaleziona w 1928 r.,
a na rozkwit i ztoty okres omawianych specyfikéw przyjmuje si¢ lata 50. i 60. XX wicku. Dzig-
ki antybiotykom umieralno$¢ na choroby zakazne wyraznie zmalala (z okolo 46% wszystkich
zgonéw na poczatku XX w., do zaledwie 4,5% w 1997). Niestety drobnoustroje zaczynaja
wykazywad coraz wigksza oporno$¢ na antybiotyki, poprzez zastosowanie réznych, swoistych
mechanizméw. Zjawisko to jest widoczne szczegélnie u pacjentéw przebywajacych w szpitalach
(zakazenia szpitalne). Poznawanie i analizowanie tych mechanizméw jest kluczowe w procesie
tworzenia i wprowadzania nowych substancji o charakterze bakteriobdjczym. Od 2015 roku
zostalo wprowadzonych na rynek kilka nowych medykamentéw (wszystkie wymienione leki
zostaly zatwierdzone przez European Medicines Agency, EMA): (I) ZAVICEFTA (ceftazydym
+ awibaktam), lek przeznaczony dla doroslych i dzieci pow. trzeciego mies. zycia przy powikla-
nych zakazeniach w obrgbie jamy brzusznej [cIAl], powiklanych zakazeniach ukladu moczowe-
go [cUTI] oraz przy szpitalnym zapaleniu pluc [HAP] (w tym respiratorowym zapaleniu pluc
[VAP]). Podobne dziatanie wykazuje (II) VABOREM (meropenem + waborbaktam), jednakze
medykament ten przeznaczony jest wylacznie dla dorostych. (III) QUOFENIX (delafloksacyna)
to antybiotyk dla dorostych i uzywany przy ostrych bakteryjnych zakazeniach skéry i tkanek
migkkich [ABSSSI]. (IV) XERAVA (erawacyklina) jest farmaceutykiem stosowanym przez do-
rostych przy cIAl. (V) XENLETA (lefamulina) stosowana jest w celach leczenia pozaszpital-
nego zapaleniach pluc u o0séb dorostych [CAP]. (VI) RECARBRIO (imipenem + cylastatyna
+ relebaktam) oraz (VII) FETCRO]JA (cefiderokol) maja podobne zastosowanie, poniewaz oba
antybiotyki stosuje si¢ przy zakazeniach wywolanych przez tlenowe bakterie Gram-ujemne,
u 0s6b dorostych. (VIII) DOVPRELA (pretomanid) w potaczeniu z bedakiling oraz linezolidem
uzywany jest w leczeniu gruzlicy pluc o rozszerzonej opornosci na leki [XDR] lub wieloleko-

opornej [MDR] u oséb dorostych.

Stowa kluczowe: antybiotyki, bakterie, powiklane zakazenia, leczenie
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Abstract:

Synthetic antibiotics have been used clinically in the treatment of bacterial diseases for over
a hundred years. In 1910 the first substance, Salvarsan (arsphenamine), was used. The real
revolution in medicine was initiated by Penicillin, invented in 1928, and the heyday and golden
age of these drugs were the 1950s and 1960s. Thanks to antibiotics, mortality from infectious
diseases has significantly decreased (from around 46% of all deaths at the beginning of the 20th
century, to just 4.5% in 1997). Unfortunately, microbes are beginning to show increasing re-
sistance to antibiotics through the use of various specific mechanisms. This phenomenon is espe-
cially visible in patients staying in hospitals (hospital-acquired infections). Understanding and
analyzing these mechanisms is crucial in the process of developing and introducing new bacte-
ricidal substances. Since 2015, several new medicaments have been introduced to the market
(all these drugs have been approved by the European Medicines Agency, EMA): (I) ZAVICE-
FTA (ceftazidime + avibactam), a drug intended for adults and children over in the third month
of life with complicated intra-abdominal infections [cIAI], complicated urinary tract infections
[cUTI] and hospital-acquired pneumonia [HAP] (including ventilator-associated pneumonia
[VAP]). A similar effect is shown by (II) VABOREM (meropenem + vaborbactam), however,
this medicament is intended only for adults. (II[) QUOFENIX (delafloxacin) is an antibiotic for
adults and used in acute bacterial skin and skin structure infections [ABSSSI]. (IV) XERAVA
(eravacycline) is a pharmaceutical used by adults for cIAL (V) XENLETA (Lefamulin) is used
to treat community-acquired pneumonia in adults [CAP]. (VI) RECARBRIO (imipenem +
cilastatin + relebactam) and (VII) FETCROJA (cefiderocol) are of similar use as both antibiotics
are used in infections caused by aerobic Gram-negative bacteria in adults. (VIII) DOVPRELA
(pretomanide) in combination with bedaquiline and linezolid is used to treat extended drug
resistance [XDR] or multi-drug resistant [MDR] pulmonary tuberculosis in adults.

Keywords: antibiotics, bacteria, complicated infections, treatment

1. WSTEP

Antybiotyki w XX wieku uczynity prawdziwa rewolucje w walce z choro-
bami zakaznymi o podtozu bakteryjnym. Salwarsan, czyli arsfenamina, zostat
wprowadzony jako lek przeciwko kile [1] juz w 1910 roku, czyniac go pierwsza
substancja przeciwbakteryjna w historii. Przefomu dokonal Aleksander Fle-
ming i jego przypadkowe odkrycie penicyliny w 1928, ktére bylo swoistym
prekursorem w badaniach i rozwoju przyszlych farmaceutykdéw. Leki przeciw-
bakteryjne swéj najwickszy udzial w leczeniu klinicznym mialy w latach 50.
oraz 60. XX wieku, a wspomniany okres czasu nazywany jest ,ztotym okresem
antybiotykdéw”.[2] Wplyw tych lekéw na przestrzeni lat jest dobrze widoczny,
gdy poddamy analizie odsetek przyczyn zgondw ludzi. Na poczatku XX wieku,
w Stanach Zjednoczonych umieralnos¢ na choroby zakazne w skali wszystkich
zgonéw wynosil okolo 46%, podczas gdy w 1997 wynosit on juz tylko 4,5%
(3, 4]. Dokfadna historie tworzenia substancji przeciwbakteryjnych przedsta-
wia rycina 1., natomiast podzial antybiotykdw na klasy zaprezentowane zostaly

na rycinie 2.
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Rycina 2. Gléwne klasy antybiotykéw pod wzgledem klinicznym. Sa to: bakterie rze-

du Actinomycetes, inne bakterie, grzyby, zwiazki otrzymane syntetycznie [2]

2. NOWE ANTYBIOTYKI

Gléwnym tematem tej publikagji jest przedstawienie i oméwienie no-
wych terapii antybiotykowych, ktére zostaly zaakceptowane przez European
Medicines Agency [EMA] i stosowane sa klinicznie. Pod uwagg zostaly wzigte
medykamenty wylacznie powstate w okresie czasu 2015-2019 rok [5]. Sg to:
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Zavicefta [6-13], Vaborem [14-17], Quofenix [18-21], Xerava [22-25], Xenle-
ta [26-27], Recabrio [28-29], Fetcroja [30-32] oraz Dovprela [33-34].

2.1. Zavicefta

W 2015 roku dopuszczone zostato polaczenie dwoch substancji czynnych
(ceftazydymu oraz awibaktamu) w postaci leku o nazwie handlowej Zavicefta.
Ceftazydym to antybiotyk z grupy cefalosporyn (trzecia generacja), ktérego
mechanizm dzialania polega na hamowaniu syntezy peptoglikanowej $ciany
komoérkowej bakterii poprzez wiazanie si¢ z biatkami wiazacymi penicyliny
[PBPs], co prowadzi do lizy komérki drobnoustroju. Awibaktam natomiast
to nowo wynaleziony inhibitor beta-laktamazy, ktéry tworzac kowalencyjne,
stabilne i oporne na hydroliz¢ kompleksy z enzymami mikroorganizmu, wspo-
maga dzialanie oméwionego antybiotyku. Lek Zavicefta stosowany jest przede
wszystkim przy: (I) powiklanych zakazeniach w obrebie jamy brzusznej [cIAI]
(bakterie Gram-ujemne: Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa), (1) po-
wiklanych zakazeniach ukladu moczowego [cUTI] (bakterie Gram-ujemne:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas aeruginosa), (I11) szpitalnych zapalenieniach ptuc [HAP], w tym
respiratorowych zapaleniach ptuc [VAP] (bakterie Gram-ujemne: Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Serratia mar-
cescens, Pseudomonas aeruginosa) oraz (IV) zakazeniach spowodowanych przez
bakterie niewrazliwe na dziatanie innych lekéw. Lek podaje si¢ dozylnie w pro-
porcjach ceftadyzym awibaktam 4:1 (standardowa dawka dla osoby dorostej to
2g + 0,5g podawana co 8 godzin, dla dzieci indywidualnie dawke ustala lekarz).
Zavicefta przeznaczony jest dla os6b dorostych oraz dzieci powyzej 3 miesigca
(brak badan o skutkach i efektywnosci u dzieci mlodszych). W testach (fazie
I1I) lek ceftazydym-awibaktam wykazywal duza skutecznos¢ oraz byt dobrze
tolerowany przez pacjentéw, co stanowi dobra metode walki z powaznymi

i trudnymi do wyleczenia zakazeniami bakteryjnymi.
2.2 Vaborem

Dwa lata po dopuszczenia omawianego wyzej polaczenia ceftazydymu
oraz awibaktamu do uzytku wszedl bardzo podobny charakterem lek, miano-
wicie polaczenie innych substancji czynnych: meropenemu oraz waborbakta-
mu pod nazwa handlowa Vaborem (lub Vabomere). Meropenem to substancja
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analogiczna dzialaniem do ceftazydymu (hamuje synteze $ciany komérkowe;j
poprzez wigzanie si¢ z PBPs), a waborbaktam to inhibitor serynowych beta-
-laktamaz klasy A i C, w tym karbapenemazy Klebsiella pneumoniae [KPC].
Warto nadmieni¢, ze inhibitor ten nie hamuje enzyméw bakeerii klasy B i D
oraz sam w sobie nie ma wlasciwosci przeciwbakteryjnych. Vaborem stoso-
wany jest gtéwnie przy: (I) cUTL, w tym odmiedniczkowym zapaleniu nerek
(bakterie Gram-ujemne: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae complex), (1) cIAls, (III) HAP, w tym VAP. Lek meropenem-wabor-
baktam podawany jest dozylnie w postaci infuzji (proporcje 1:1, dawka dla
osoby dorostej to 2g + 2g podawana co 8 godzin). W opozycji do zavicefty,
omawiany antybiotyk nie jest wskazany do stosowania u 0séb ponizej 18 roku
zycia. Obecnie trwajg badania i spekulacje na temat réwnoczesnego podawa-
nia Zavicefty i Vaboremu w walce z wymienionymi powiklanymi zakazeniami
bakteryjnymi.

2.3. Quofenix

W tym samym 2017 roku zaakceptowany zostal réwniez inny medyka-
ment, czyli delafloksacyna pod europejska nazwa handlowa Quofenix (amery-
kariski odpowiednik to Baxdella). Delafloksacyna to substancja nalezaca do flu-
orochinolonéw, ktéra hamuje enzymy drobnoustrojéw (topoizomeraza typu
IV oraz gyraza DNA) niezbedne do podstawowych proceséw genetycznych
(replikacja, transkrypcja, naprawa, rekombinacja prokariotycznego DNA) mi-
krobéw. Lek stosuje si¢ w walce z ostrymi bakteryjnymi zakazeniami skory
i tkanek mickkich [ABSSSI], powodowanych przez zaréwno bakterie Gram-
-dodatnie (Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus lugdunensis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus an-
ginosus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus mitis, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis) oraz Gram-ujemne (Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeru-
ginosa). Na szczegblna uwage zastuguje fake, iz gdy mowa jest Staphylococcus
aureus, to delafloksacyna dziala réwniez na szczepy oporne na metycyling
[MRSA]. Quofenix stosuje si¢ wylacznie u oséb dorostych i podaje si¢ go do-
zylnie (w jednej dawce obecne jest 300 mg substancji czynnej). Leczenie wpro-
wadza si¢ w momencie, gdy powszechnie zalecane antybiotyki uwazane sa za
nieskuteczne.
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2.4. Xerava

Rok pézniej do uzytku dopuszczony zostat $rodek Xerava, ktéry w swoim
skfadzie zawiera erawacykling. Antybiotyk ten nalezy do tetracyklin i mecha-
nizm jego dzialania polega na przylaczaniu si¢ do podjednostki 30S ryboso-
moéw bakteryjnych, co blokuje mechanizm dofaczania kolejnych aminokwaséw
podczas wydtuzania taricucha w biosyntezie biatek. W konsekwencji mikroor-
ganizmy ulegaja lizie. Xerave stosuje si¢ w gtéwnej mierze przy leczeniu powi-
ktanych zakazeri wewnatrzbrzusznych, wywotanych przez drobnoustroje (takie
jak: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Viridans Streptococcus spp.). Erawacykling podaje
si¢ dozylnie, jedna fiolka Xeravy zawiera 50 mg substancji przeciwbakeeryjnej.
Zalecana dawka dla 0séb dorostych to 1 mg na kilogram masy ciala, podawane
co 12 godzin w okresie od 4 do 14 dni. Lek nie jest zalecany do stosowania

u dzieci.
2.5. Xenleta

2019 rok rozpoczyna si¢ oméwieniem lefamuliny, czyli najwazniejszego
sktadnika antybiotyku o nazwie handlowej Xenleta. Lefamulina to farmeceu-
tyk z grupy pleuromutylin, jego gtéwny cel to uniemozliwienie prawidlowego
pozycjonowania tRNA w procesie translacji u Procaryora. Umozliwia to me-
chanizm leku, ktéry polega na hamowaniu syntezy biatek bakteryjnych poprzez
interakcje z miejscami A i P centrum peptydylotransferazowego [PTC] $rod-
kowej czgséci domeny V w czasteczce 23S rRNA rybosomalnej podjednostki
50S. Xenleta jako medykament stosowany jest przy zakazeniach bakteryjnych
uktadu oddechowego, konkretnie przy poszpitalnym zapaleniu pluc [CAP].
Lek dziata na bakterie: (I) Gram-ujemne (Haemophilus influenzae, Legionel-
la pneumophila), (11) Gram-dodatnie (Streprococcus pneumoniae, Staphylococ-
cus aureus), (I1I) oraz inne bakterie (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae). Lefamufling podaje si¢ wylacznie pacjentom dorostym, w tablet-
kach zawierajacych 600 mg wspomnianej substancji. Najpowszechniejsze daw-

kowanie leku to 2 tabletki na dzieri (podawane co 12 godzin) przez okres 5 dni.
2.6. Recabrio

Kolejnym preparatem, ktéry pojawil si¢ w 2019 roku byl Recarbrio,

czyli polaczenie az trzech substancji: imipenemu, cylastatyny, relebaktamu.
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Dzialanie imipenemu jest analogiczne do opisanych wczesniej ceftazydymu
oraz meropenemu, czyli antybiotyk ten hamuje biatka wiazace penicyling,
przez co zostaje hamowana synteza peptydoglikanéw $ciany komérkowej mi-
krobéw. Cylastyna zmniejsza metabolizm nerkowy imipenemu, natomiast re-
lebaktam jest nie-beta-laktomowym inhibitorem beta-laktamaz klasy A i C.
Ostatnie dwie substancje nie wykazuja whasciwosci bakteriobdjczych. Spek-
trum zastosowania Recabrio jest szerokie i przez to wskazane jest stosowanie
leku przy: (I) szpitalnym zapaleniu phuc oraz respiratorowym zapaleniu pluc,
(IT) bakteriemii (w powiazaniu z HAP lub VAP), (III) w leczeniu innych
zakazeri wywolane przez bakterie: tlenowe Gram-ujemne (Acinetobacter cal-
coaceticus-baumannii complex, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia
coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens), beztlenowe
Gram-ujemne (Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Prevotella spp.) lub tle-
nowe Gram-dodatnie (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus (wylacznie
te, ktdre sa wrazliwe na metycyling), Streprococcus viridans). Recarbrio podaje
si¢ dozylnie, jedna fiolka zawiera substancje imipenem:cylastyna:relebaktam
w proporcjach 1:1:0,5; najczesciej w ilosci 500:500:250 mg. Infuzje podaje si¢
osobom doroslym, nie ma wystarczajacych informacji i badai o stosowaniu

Recarbrio u dzieci i mlodziezy ponizej 18 roku zycia.
2.7. Fetcroja

Innym opisywanym antybiotykiem jest Fetcroja, lek oparty na substan-
¢ji o nazwie cefiderokol. Jest to cefalosporyna sideforowa, ktéra wiaze sie
z pozakomérkowym zelazem, co umozliwia aktywmy transport do przestrzeni
plazmatycznych jednokomérkowcéw. Nastepnie cefiderokol wiaze si¢ z PBP,
hamujac przy tym syntez¢ peptydoglikanowej Sciany komérkowej, przez co
komérka ulega lizie. Opisywany lek stosuje si¢ przy roznych zakazeniach tleno-
wymi bakteriami Gram-ujemnymi (Achromobacter spp., Acinetobacter bauman-
nii complex, Burkholderia cepacia complex, Citrobacter freundii complex, Citro-
bacter koseri, Escherichia coli, Enterobacter cloacae complex, Klebsiella aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii, Proteus mirabi-
lis, Proteus vulgaris, Providencia retigeri, Serratia spp., Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescens, Stenotrophomonas maltophilia). Cefiderokol powinien by¢
stosowany wylacznie u 0s6b dorostych, w postaci infuzji dozylnej. Kazda fiolka
zawiera farmaceutyku Fetcroja zawiera 1 g substancji czynnej i zalecana dawka

wynosi 2g co 8 godzin.
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2.8. Dovprela

Ostatnim opisywanym srodkiem przeciwbakteryjnym jest Dovprela, kté-
ry zawierajacy w swoim skladzie pretomanid. Wspomniana substancja ma
dzialanie dualistyczne, w warunkach tlenowych antybiotyk hamuje syntezeg
lipidéw w $cianie komérkowej, natomiast w warunkach beztlenowych gene-
ruje reaktywne formy tlenu. Lek Dovprela stosuje si¢ w leczeniu gruzlicy pluc
o rozszerzonej opornosci na leki [XDR] lub wielolekoopornej [MDR] wywo-
tywanej przez pratek gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis). Nalezy nadmienid,
ze w leczeniu stosuje si¢ dwie dodatkowe substancje: bedakiling oraz linezolid
(dwa inne antybiotyki stosowane w celu walki z gruzlica). Lek Dovprela stosu-
je si¢ wylacznie u 0s6b dorostych, zalecana dawka to jedna tabletka (zawieraja-
ca 200 mg pretomanidu) dziennie przez okres 26 tygodni.

3. PODSUMOWANIE I DYSKUSJA

Wybrane cechy oméwionych powyzej antybiotykéw zostaly zebrane i uje-
te w tabeli 1.

Tabela 1. Wybrane cechy oméwionych antybiotykéw [opracowanie wlasne]

cIAls tak (dzieci
. ceftazydym cUTTIs . . 1. | powyzej
Zavicefta awibaktam HAP, VAP Gram-ujemne dozylnie 3 miesiaca
inne zakazenia zycia)
cUTIs
Vaborem mel;op te)nlzn cIAls Gram-ujemne dozylnie | nie
waborbaktam | fru b \/ap
Gram-ujemne
Quofenix | delafloksacyna | ABSSSIs Gram-dodatnie | dozylnie | nie
(w tym MRSA)
Xerava erawacyklina | cIAI Gram-ujemne dozylnie | nie
zakazenia ukladu | Gram-ujemne
Xenleta | lefamulina oddechowego Gram-dodatnie | tabletki | nie
(gtéwnie CAP) inne bakterie
imipenem HAP, VAP S“z‘t‘f‘l‘l”em‘i
Recabrio | cylastyna bakteriemia SN dozylnie | nie
. L beztlenowe)
relebaktam inne zakazenia .
Gram-dodatnie
Fetcroja | cefiderokol rézne zakazenia El;enowe. dozylnie | nie
ram-ujemne
. MDR Mycobacterium . .
Dovprela | pretomanid XDR cuberculosis tabletki | nie
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Warto réwniez powiedzie¢ pare stéw o rosnacej opornosci bakterii na me-
dykamenty. Zgodnie ze zdaniem ,przetrwaja tylko te organizmy, ktére beda
w stanie adaptowad si¢ do zmieniajacych warunkéw” te mikroorganizmy, kt6-
re przetrwaja w kontakcie z antybiotykiem, beda w stanie przekaza¢ geny opor-
nosci kolejnym pokoleniom przy rozmnazaniu. Poznawanie mechanizméw,
ktére drobnoustroje stosujg przy uzyskiwaniu opornosci jest kluczowe przy
syntezie i wprowadzaniu nowych $rodkéw przeciwbakteryjnych oraz walce
z wieloopornoscig na leki [MDR] [35]. Réwnie wazna powinna by¢ $wia-
domos$¢ pacjentéw, ze antybiotyki dzialaja wylacznie na choroby o podiozu
bakteryjnym i nalezy bra¢ je $cisle pod zaleceniem osoby wykwalifikowanej

medycznie.
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Abstrakt

Leiszmanioza jest tropikalng chorobg wywolywana przez pierwotniaki z rodzaju Leishmania,
charakteryzujaca si¢ réznorodnymi formami — od samoograniczajacych si¢ postaci skérnych,
przez Sluzéwkowo-skérne, az do $miertelnej choroby narzadowej. Zgodnie z danymi WHO
obecnie leiszmanioza wystgpuje w 98 krajach, na terenach endemicznego wystgpowania zyje 350
milionéw ludzi, natomiast liczbe chorych ocenia si¢ na 0,7-12 milionéw. Celem tego rozdzialu
jest przeglad nowoczesnych metod leczenia leiszmaniozy: leczenie farmakologiczne skojarzone,
immunomodulacja, zmiana przeznaczenia dotychczas stosowanych lekéw oraz mozliwoé¢ opra-
cowania szczepionek. Istotnym aspektem zawartym w badaniach o nowoczesnych metodach le-
czenia leiszmaniozy jest pilna potrzeba czulego i precyzyjnego wykrywania patogenu. W ramach
tych badan opracowano nowa metod¢ optycznego biosensowania sekwencji Leishmania spp..
Kolejna, ale nie mniej wazng opisana innowacyjna metoda sa nanostrukturalne nosniki lipido-
we (NLC) stanowiace obiecujace podejscie ze wzgledu na kontrolowane profile uwalniania leku
oraz doskonalg stabilno$¢. Zwalczanie leiszmaniozy nie jest fatwe przez pojawienie si¢ szczepéw
opornych na konwencjonalne leki oraz przez waski arsenal terapeutyczny, ktdry jest powaznie
ograniczony ze wzgledu na wysokie koszty i toksycznos¢. Ze wzgledu na fake, ze zdaniem WHO
leiszmianioza jest jedna z najbardziej podatnych choréb na wywolanie epidemii bardzo wazne
jest poszukiwanie nowych, innowacyjnych strategii zwalczania i kontrolowania niedocenianej
choroby, a takze zmniejszenie luki w bezpieczeristwie i skutecznoéci lekéw stosowanych obecnie.

Stowa kluczowe: leiszmenioza, innowacje, szczepionki, chitosan, auranofina

Abstract

Leishmaniasis is a tropical disease caused by protozoa of the genus Leishmania, characterized
by a variety of forms - from self-limiting cutaneous, mucocutaneous, and fatal organ disease.
According to WHO data, leishmaniasis currently occurs in 98 countries, 350 million people
live in endemic areas, while the number of patients is estimated at 0.7-12 million. The aim of
this chapter is to review modern methods of treating leishmaniasis: combined pharmacological
treatment, immunomodulation, changing the intended use of the drugs used so far, and the
possibility of developing vaccines. An important aspect included in the research on modern
methods of leishemaniosis treatment is the urgent need for precise detection of the pathogen.
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As part of this research, a new method for the optical biosensing of Leishmania spp sequences
was developed. Another, but not less important, innovative method described are nanostruc-
tured lipid carriers (NLC), which have a promising approach due to controlled drug release
profiles and excellent stability. Fighting leishmaniasis is not easy due to the emergence of strains
resistant to conventional drugs and a narrow therapeutic arsenal that is severely limited due to
its high cost and toxicity. According to the WHO, leishmaniasis is one of the most susceptible
disease causing epidemics and due to this fact is it very important to search for new, innovative
strategies to combat and control the underestimated disease, as well as to reduce the safety and
efficacy gap in the drugs used today.

Keywords: leishmaniasis, innovation, vaccines, chitosan, auranofin

1. WSTEP

Leiszmanioza jest tropikalna choroba odzwierzgca, wywolana przez we-
wnatrzkomérkowe pierwotniaki z rodzaju Leishmania. Do tej pory na $wie-
cie zidentyfikowano ponad 20 gatunkéw Leishmania. Po raz pierwszy zo-
stala opisana przez szkockiego patologa Williama Booga Leishmana, ktéry
w 1901 roku zidentyfikowal obce organizmy w §ledzionach oséb zmartych
z powodu ,goraczki z Dum-Dum”. Wystgpowanie geograficzne jest zrézni-
cowane w zaleznosci od gatunku Leishmania. Chociaz wigkszo$¢ zachorowan
odnotowuje si¢ w biednych krajach, leiszmanioza wystgpuje réwniez ende-
micznie w kilku krajach Europy Potudniowej. Rozmieszczenie geograficzne
gatunkow pierwotniakéw Leishmania odpowiada za zréznicowany obraz cho-
roby — od samoograniczajacych si¢ postaci skérnych lub sluzéwkowo-skér-
nych, do zagrazajacej zyciu postaci narzadowej. Rezerwuarem Leishmania sa
ludzie i zwierz¢ta domowe i dziko zyjace: gryzonie, bydlo, psy i koty, a wekto-
rem przenoszacym pasozyta komary z rodzaju Phlebotomus i Lutzomyia (1, 2].

Do zarazenia cztowieka dochodzi najczesciej w wyniku uktucia przez ko-
mara lub rozgniecenia i wtarcia komara do rany, mozliwa jest tez transmisja
pierwotniaka poprzez transfuzje krwi lub narkotyki dozylne, a takze droga
wertykalng z matki na pléd. Nasilenie choroby zalezy od ztozonej interakeji
miedzy rodzajem zakazonego gatunku a odpowiedziag immunologiczng zy-
wiciela. Zakazenie moze przebiega¢ bezobjawowo lub objawia¢ si¢ choroba
skory (CL - cutaneous leishmaniasis, bialy trad, owrzodzenie z Aleppo), cho-
roba blon $luzowych i skéry (MCL - mucocutaneous leishmaniasis, pendynka)
lub postacia trzewng (VL - visceral leishmaniasis, choroba kala-azar, czarna fe-
bra, goraczka dum-dum), ktdra, jesli nie jest leczona, moze by¢ $miertelna
[3]. Zgodnie z danymi WHO obecnie leiszmanioza wyst¢puje w 98 krajach,
na terenach endemicznego wystgpowania zyje 350 milionéw ludzi, natomiast
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liczbe chorych ocenia si¢ na 0,7-12 milionéw. Kazdego roku odnotowu-
je si¢ 1,3 miliona nowych przypadkéw, a choroba powoduje $mier¢ ponad
30 000 oséb rocznie [4, 5].

Leishmanioza skérna najczgstsza postaé choroby, rocznie na calym $wie-
cie wystepuje okoto 600 000 do 1 000 000 nowych przypadkéw. CL jest wy-
wolywana przez Leishmania major i Leishmania tropica na Bliskim Wschodzie
i w Azji Srodkowej oraz przez Leishmania braziliensis i Leishmania mexicana
w Amerykach. Na terenie Europy ogniska leiszmaniozy skérnej wystepujg lo-
kalnie w Portugalii, Hiszpanii, potudniowej Francji, we Wloszech, na Sycylii,
w Bulgarii, Turcji, Grecji, na Krecie, na obszarze dawnej Jugostawii i w polu-
dniowej czgéci Rosji. Leiszmanioza trzewna jest wywolywana przez Leishmania
infantum, Leishmania chagasi i Leishmania donovani, najwicksza $miertelno$é
odnotowuje si¢ w Brazylii i Indiach. Rocznie na calym $wiecie wystepuje oko-
10 50 000 do 90 000 nowych przypadkéw trzewnej postaci choroby. MCL jest
ciezka i przewlekly infekcja Sluzéwkowo-skérna, najczesciej dotyka mieszkan-
céw Ameryki Potudniowej (Boliwia, Brazylia i Peru). Czynnikiem etiologicz-
nym sa gtéwnie podgatunek Viannia oraz Leishmania mexicana complex (1, 2,
4, 6]. We wszystkich postaciach klinicznych wystepuje ten sam cykl rozwojo-
wy pasozyta. Przy ukluciu przez muchéwke chorego cztowieka pierwotniak
dostaje si¢ do organizmu owada wraz z zassang krwia. Z kolei przy ukluciu
zdrowych ludzi przez zarazone muchéwki wraz ze §ling wektora zarazenia do
naczyni krwiono$nych czlowieka dostaja si¢ pierwotniaki Leishmania, i w ten
sposob cykl si¢ zamyka. Czowiek podczas uklucia muchéwki zostaje zarazo-
ny forma promastigota pasozytow, ktéry atakuja krazace w ukladzie krwiono-
$nym makrofagi i namnazaja si¢ w nich w postaci amastigota. Makrofagi gina,
amastigota uwalniajg si¢ do krwiobiegu i zarazaja kolejne krazace lub osiadte
komérki ukladu odpornosciowego. Posta¢ kliniczna leiszmaniozy zalezy od
pierwotnej lokalizacji zarazonych makrofagéw (skéra, narzady wewnetrzne).
Do czynnikéw ryzyka majacych wplyw na transmisj¢ choroby naleza migracje
ludnosci (uchodzcy, przesiedlericy), przeludnienie, niedozywienie, brak gospo-
darki komunalnej, ograniczony dostgp do stuzby zdrowia, zmiany $rodowi-
skowe (pustynnienie gleby), wzrost populacji zwierzat (gryzoni, bezdomnych
pséw) [7]. Dlatego tez zgodnie z doniesieniami Maia-Elkhoury, zwickszona
liczbe przypadkéw mozna wiazaé ze zmianami behawioralnymi i srodowisko-
wymi, ktdre s zdeterminowane przez warunki klimatyczne, spoteczne i eko-

nomiczne, majace wplyw na transmisj¢ Leishmania 8, 9].
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2. POSTACIE KLINICZNE CHOROBY

Leiszmanioza trzewna (VL), jest najgrozniejsza postacia choroby. Prowa-
dzi do uszkodzenia narzadéw wewnetrznych i szpiku odzwierciedla rozprze-
strzenianie si¢ pasozytdw Leishmania w ukladzie siateczkowo-$rédblonkowym.
Okres inkubacji choroby wynosi 3—6 miesigcy. Objawem typowym jest dtu-
gotrwala goraczka do 40°C, charakteryzujaca si¢ dwoma szczytami w ciagu
doby, ktérym towarzyszy utrata masy ciata, powigkszenie watroby, $ledziony
i weztéw chlonnych, pancytopenia. Wystepuja zmiany skérne, w okolicy
twarzy i rak (ztuszczanie naskérka, famliwo$é wloséw i paznokei, ciemne za-
barwienie skéry wokdl ust, na policzkach, stopach, rekach i w linii $rodko-
wej brzucha). VL réznicuje si¢ w okresie ostrym choroby z malarig i durem
brzusznym; w stanach przewleklych z gruzlica pluc, bruceloza, mononukleoza,
ziarnicg zlosliwa, sarkoidoza, trypanosomozg i schistosomatoza. VL jest opor-
tunistyczna infekcja u oséb z HIV / AIDS, u 0séb z obnizona odpornoscia po
przeszczepieniu narzadu, u 0séb z nowotworami limfatyczno-hematologiczny-
mi lub u oséb poddawanych leczeniu immunosupresyjnemu. [5, 7, 10]. Le-
iszmanioza skdrna, okres inkubacji choroby wnosi od kilku tygodni do kilku
lat. W miejscu uklucia przez zarazonego owada (odkryte czgéci ciata), pojawia
si¢ najczesciej niebolesna grudka, powigkszajaca si¢ do rozmiaréw guzka, kedry
ulega owrzodzeniu. Wigkszo$¢ przypadkéw klinicznych CL ustgpuje samoist-
nie z pozostawieniem szpecacych, zanikowych blizn. U niektérych pacjentéw
zmiany skérne moga by¢ bolesne, zwlaszcza gdy ulegaja wtérnemu zakazeniu
lub znajduja si¢ blisko stawéw. Bialy trad réznicuje si¢ z rakiem skéry, czyra-
kiem, gruzlica skéry, infekcjami grzybiczymi, klykcinami koriczystymi, bla-
stomykoza, kila, sarkoidoza [11]. Leiszmanioza skérno-§luzéwkowa wystepuje
w dwoch postaciach klinicznych: espundia (zmiany w obrebie bon luzowych
jamy ustnej i nosowej) i w postaci skdrnej. Uszkodzenia skéry, blon §luzo-
wych, struktur chrzestnych i kostnych nosa, podniebienia oraz krtani powo-
duja trudnosci w oddychaniu i potykaniu [5, 7, 12, 13].

3. ROKOWANIE

W postaci skérnej samoistne wygojenie si¢ zmian obserwuje si¢ u 90%
chorych w ciagu roku. Rozsiana posta¢ skérna i postaé z zajeciem blon $luzo-
wych moga powodowa¢ trwale oszpecenia i wiazad si¢ z zagrazajacymi zyciu
nadkazeniami bakteryjnymi. Leiszmanioza trzewna jest chorobg przewlekla,

postepujaca, nieleczona prowadzi do zgonu u 95% chorych w ciagu 2 lat.
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4. ROZPOZNANIE LEISZMANIOZY

Rozpoznanie stawiamy na podstawie wywiadu (pobyt w rejonach ende-
micznych choroby), badania przedmiotowego oraz stwierdzeniu obecnosci
pasozytéw w materiale (szpik kostny, bioptat watroby, sledziony lub weztéw
chonnych) badanym pod mikroskopem oraz podczas badania krwi na obec-
no$¢ przeciwcial (odezyn serologiczny). W badaniu przedmiotowym stwierdza
si¢ umiarkowang hepatomegali¢, znaczng splenomegali¢ i uogélnione powigk-
szenie wezléw chlonnych. Diugo trwajacy proces chorobowy i uszkodzenie
wielonarzadowe prowadza zwykle do wystapienia obrz¢kéw, wodobrzusza
i skazy krwotocznej. W badaniach laboratoryjnych ujawnia sie: leukopenie,
anemi¢, trombocytopenie, hipoalbuminemi¢ oraz hipergammaglobulinemie.
Leiszmaniozie trzewnej czgsto towarzysza wtérne zakazenia bakteryjne phuc
i przewodu pokarmowego, posocznice oraz gruzlica, ktére s najczestsza przy-
czyna zgonu. Diagnostyka parazytologiczna umozliwia wykrycie postaci ama-
stigota Leishmania w rozmazie, barwienie metoda Giemzy; postaci promasti-
gota Leishmania w hodowli — podioze Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) z krwia;
izolacji DNA pasozyta metodg PCR (ang. polimerase chain reaction), bada-
nia histopatologiczne wycinka ze zmiany skérnej (CL), diagnostyka immu-
nologiczna: testy rK39, rKE16 wykorzystujace rekombinowany antygen VL
w celu wykrycia przeciwcial anty-Leishmania. Obecnie testy te (m.in. Kalazar
DetectTM, DiaMed-IT LEISH) s3 podstawowa metodg diagnostyczng posta-
ci trzewnej leiszmaniozy w warunkach polowych. Gléwna zalete stanowi ich
stabilno$¢ przechowywania w temperaturach do 30°C oraz wysoka swoisto$¢
(> 90%), podczas gdy czutos¢ moze by¢ rézna dla poszczegélnych obszaréw
geograficznych (66-97%) Uniwersalna metoda PCR umozliwita jednoczesne
rozréznienie Leishmania major, Leishmania tropica i Leishmania infantum
przy uzyciu jednej pary starteréw w jednej reakgji. Jest rowniez mozliwos$¢ za-
stosowania testu PCR amplifikujacego wewnetrzng transkrybowana sekwencje
przerywnika 2 genu rybosomalnego RNA (ITS2). Test ten wykazuje 100%
czutoéci i 100% swoistosci do identyfikacji gatunku w prébkach biopsyj-
nych pacjentéw z CL, jest w stanie z powodzeniem amplifikowa¢ zaledwie
0,01-0,1 pg DNA Leishmania z hodowanych promastigotéw [14, 15]. Inno-
wacyjng metoda wykrywania jednoniciowego DNA Leishmania moze okazaé
si¢ test z wykorzystaniem nanoczasteczki srebra pokrytej cytrynianem. Daje
mozliwo$¢ szybkiego (2 minuty) i czulego rozpoznania choroby, moze okaza¢
si¢ alternatywg dla tradycyjnych technik diagnostyki klinicznej choréb zakaz-
nych [16].
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S. ZAPOBIEGANIE I LECZENIE LEISZMANIOZY

Jak dotad nie ma jednej skutecznej metody leczenia leiszmaniozy . Pod-
stawowymi celami terapii VL i CL, ML jest zapobieganie odpowiednio $mier-
telnosci i chorobowosci. Stosowanie profilaktyki jest jednym z najwazniejszych
czynnikéw majacych na celu opanowanie choroby. Obejmuje zmniejszenie
narazenia na wektor transmisji pasozyta, zmniejszenie roli nosicieli i rezerwu-
aréw w przenoszeniu pasozytow, swiadomos¢ i edukacje populacji zagrozone;j
choroba, dostgpnos¢ do podstawowej opieki zdrowotnej oraz monitorowa-
nie rozprzestrzeniania si¢ choroby i zachorowalnosci. Podstawg profilaktyki
zachorowan na leiszmanioz¢ jest ochrona ciala przed kontaktem z komarami,
stosowanie odziezy ochronnej, repelentéw, moskitier. Najwiecej trudnosci
w opracowaniu skutecznych terapii stanowi srodowisko wewnatrzkomérkowe
stadium amastigota Leishmanii, poniewaz leki musza gromadzi¢ si¢ w prze-
dziale fagolizosomalnym makrofagéw zywiciela i selektywnie zabija¢ pasozy-
ta bez dzialania cytotoksycznego. Obecnie nie ma zatwierdzonej szczepionki
przeciwko zakazeniom Leishmania u ludzi; w zwiazku z czym zwalczanie cho-
roby opiera si¢ na terapiach lekowych, ktére wiaza si¢ z wystgpowaniem ewen-
tualnych dzialari niepozadanych, trudno$ciami w ich podawaniu, pojawieniem
si¢ nawrotéw i opornosci, a takze wysokimi kosztami leczenia[17]. Wigkszo$¢
przypadkéw leiszmaniozy skéry nie wymaga leczenia ogélnoustrojowego, na-
tomiast jest ono niezbedne w zarazeniach Leishmania braziliensis, w przypadku
zajecia weztdw chlonnych oraz wystgpowania zmian mnogich. Leiszmanioza
blon $luzowych oraz trzewna powinny by¢ leczone parenteralnie. Chemiote-
rapia jest najbardziej praktycznym i skutecznym sposobem terapii wszystkich
trzech gléwnych postaci leiszmaniozy. Lekami pierwszego rzutu sa stosowane
w leczeniu leiszmaniozy trzewnej, od lat czterdziestych XX wieku zwiazki an-
tymonu pieciowarto$ciowego (antymonian megluminy i antymonoglukonian
sodu). Leczenie jest dtugotrwate (20-40 dni) i moze wymaga¢ kilku cykli. Sku-
teczno$¢ podania 1-3 cykli szacuje si¢ na 90-97%. Wykazuja duza skuteczno$é,
ale poza Indiami, gdzie wyst¢puje wysoki poziom odpornosci na te leki. Jako
leki drugiego rzutu stosowane sg liposomalna amfoterycyne B (L-AmB), pa-
romomycyna stosowana pozajelitowo. L-AmB stosowana przez 1 do 5 dni i.v.,
jej skutecznos¢ jest wysoka, réwniez przy podaniu jednorazowym (do 96%).
Wyniki badari i doswiadczenie kliniczne potwierdzaja stosowanie L-AmB
jako leczenia pierwszego rzutu leiszmaniozy skérnej i trzewnej , chociaz wigk-
sz0$¢ danych pochodzi z badan regionu $rédziemnomorskiego. Wieloosrod-

kowe wloskie badanie ponad 100 pacjentéw wykazalo dobra skutecznos¢
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i bezpieczeristwo w praktyce klinicznej. Z drugiej strony opublikowane dane
dotyczace skutecznosci L-AmB w leczeniu leiszmaniozy trzewnej w Brazylii sa
ograniczone [18] . Miltefozyna (skuteczno$¢ 82-95%), jako terapia trzeciego
rzuty, lek przeciwnowotworowy jedyny stosowany doustnie zostala zarejestro-
wana do leczenia VL i CL. Wigkszos¢ z tych lekéw ma ograniczenia zwiazane
z wysokimi kosztami, znaczacymi dzialaniami niepozadanymi, zmienng sku-
tecznoscig i lekoopornoscia. Dlatego istnieje rzeczywiste zapotrzebowanie na
bezpieczne, skuteczne, niedrogie, krotkie, doustne i przystosowane do uzyt-
ku w terenie leki do leczenia leiszmaniozy. Wydaje si¢, ze terapia skojarzo-
na réznymi lekami moglaby by¢ bardziej skuteczna, a takze miataby krétszy
czas trwania leczenia i mniej skutkéw ubocznych. Aktualnie prowadzone
sa badania dotyczace skuteczno$ci oraz bezpieczeristwa terapii skojarzonych
(amfoterycyny B, miltefozyny oraz paromomycyny). W Indiach zalecono juz
w 2002 roku polaczenie amfoterycyny B z miltefozyna w celu powstrzymania
opornosci na antymon. Mimo, Ze znane sa od niespelna osiemdziesieciu lat
leki stosowane w terapii leiszmeniozy to jednak farmakoterapia nie moze cal-
kowicie wyeliminowa¢ tej choroby [19]. Do innowacyjnych metod leczenia
leiszmaniozy mozna zaliczy¢ opracowanie systeméw dostarczania lekéw do
wnetrza komérki. Moze to prowadzi¢ do zwigkszenia skutecznosei i zmniej-
szenia toksycznosci znanych i szeroko stosowanych lekéw poprzez modulacje
ich wlasciwosci farmakokinetycznych i umozliwienie kierowania ich do miejsc
zakazenia. Przykladowo nanoczasteczki chitozanu zyskaly uznanie w medy-
cynie, poniewaz s3 biodegradowalne i biokompatybilne z opisanymi dziata-
niami przeciwdrobnoustrojowymi jak réwniez przeciw leiszmaniozie. Nano-
czasteczki chitozanu obciazone AmB wykazaly in vitro aktywno$¢ przeciwko
wewnatrzkomérkowym amastigotom Leishmania , z podobna aktywnoscia do
AmB, ale ze znacznie mniejszg toksycznoscia [20]. Coraz wigksze zaintereso-
wanie budzi zastosowanie roslin leczniczych, ktére sa obiecujacymi zrédtami
substancji bioaktywnych, a ich stosowanie w leczeniu choréb pasozytniczych
bylo badane od dawna. Metabolity wtérne zwiazkéw naturalnych, takie jak
alkaloidy, aldehydy, chalkony, flawonoidy, wykazaly w badaniach in vitro
znaczng aktywno$¢ przeciwpasozytnicza przeciwko gatunkom Leishmania.
Przeprowadzono badania oceniajace skuteczno$¢ in vivo nanoemulsji (stabilny
kinetycznie uktad koloidalny dwéch niemieszajacych sie¢ cieczy) zawierajacej
oleozywicg Sucupira w miejscowym leczeniu CL, ktdre daly obiecujace wyniki
[21]. Celem przyspieszania badari nad nowymi lekami na leiszmaniozy, coraz
czgéciej wykorzystuje si¢ zintegrowane platformy do badan przesiewowych in

vitro i in vivo , ktére obejmujg rézne cykle zyciowe pierwotniakéw. Dzigki
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czemu zidentyfikowano auranofing, jako silny $rodek cytotoksyczny przeciw

leiszmanii [22].
6. SZCZEPIENIA

Stosowanie szczepien jest najbardziej ekonomiczng metodg zapobie-
gania chorobom zakaznym. Badania nad szczepionkami pierwszej generacji
przeciwko leiszmaniozie (szczepionki z calych zabitych pasozytéw) oraz nad
szczepionkami drugiej generacji (szczepionki modyfikowane genetycznie,
w ktorych wyeliminowano niezbedne geny, takie jak syntaza tymidylanowa,
reduktaza dihydrofolianowa, proteinaza cysteinowa i / lub transporter biop-
teryny) wskazuje, ze istnieje mozliwo$¢ wytworzenia odpowiedzi immuno-
logicznej przeciwko zywym patogenom zawierajacym specjalne antygeny.
Szczepionki trzeciej generacji oparte na DNA s znacznie bardziej stabilne niz
szczepionki z rekombinowanym biatkiem. Badania nad szczepionkami DNA
przeprowadzono w fazie I i II badai klinicznych (badania na zwierzetach).
W najblizszej przysztosci planowane jest przeprowadzenie badar i préb klinicz-
nych w fazie III. Nowe podejscie do szczepient obejmuje badania nad kationo-
wymi lipidowymi nanoczasteczkami dostarczajacymi antygen (cSLN). Gléw-
ne whasciwosci ¢SLN to stabilno$¢ chemiczna oraz odpornos¢ na utlenianie.
Nanoczasteczki ¢SLN stosowane jako no$nik antygenéw Leishmania moga
wzmacnia¢ odpowiedZz immunologiczng i moga okazac si¢ skuteczne przeciw-
ko VL. Inng badana substancja dostarczajaca antygen leiszmanii jest alginian
liniowy polisacharyd rozpuszczalny w wodzie, zawiera kwas - d- mannuro-
nowy i o- l-kwas guluronowy. Alginian jako system dostarczania antygenu,
moze okaza¢ si¢ bardzo skuteczny ze wzgledu na swoje whasciwosci i mozliwosé

indukeji odpornosci komérkowej [19].
7. PODSUMOWANIE

Leiszmanioza jest tropikalng choroba wywolywana przez pierwotniaki
z rodzaju Leishmania, charakteryzujaca réznorodnymi formami — od samo-
ograniczajacych si¢ postaci skornych, przez sluzéwkowo-skérne, az do $mier-
telnej choroby narzadowej.

Pozajelitowe podawanie pigciowartosciowych zwiazkéw antymonu jest
leczeniem z wyboru w leczeniu leiszmaniozy. Inne leki alternatywne to am-
foterycyna B, pentamidyna i paromomycyna, jednak ich stosowanie jest ogra-
niczone wysoka toksycznoscia, niska skutecznoscia lub kosztami. Dodatkowo
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wystgpowanie opornosci pasozytéw wymaga wickszych dawek lekéw i / lub
wydluzenia czasu leczenia. Wysoka zapadalnos¢ na chorobg, brak szczepion-
ki i niedobér §rodkéw terapeutycznych motywuja do poszukiwania nowych
molekul do leczenia. Obecnie nie ma zatwierdzonej szczepionki przeciwko
zakazeniom Leishmania u ludzi; zatem kontrola choroby opiera si¢ na ograni-
czonej liczbie terapii lekowych, z kedrych wszystkie sa wadliwe, w tym kosz-
ty, dtugotrwale i bolesne sposoby podawania, toksyczno$¢ oraz pojawienie si¢
nawrotéw i opornosci. Chociaz farmakoterapia umozliwia leczenie infekeji,
szczepienia nie tylko zapewniaja dtugotrwala ochrong przed choroba, ale takze
dzialajg na rezerwuary zakazenia, zmniejszajac przenoszenie leiszmaniozy. Dla-
tego potrzebne sa bardziej intensywne wysitki w celu wyprodukowania profi-
laktycznych szczepionek terapeutycznych. [19, 23, 24, 25].
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Abstrakt:

W Polsce i na $wiecie rak jelita grubego jest trzecim najczeéciej diagnozowanym nowotworem
zodliwym i drugg przyczyna zgonéw onkogennych. W ostatnich latach badania potwierdzily,
ze salicylany i jego zwiazki maja dziatanie chemoprewencyjne w procesie nowotworzenia w jeli-
cie grubym. Nie do korica poznane sa mechanizmy dziatania kwasu acetylosalicylowego (ASA)
na zahamowanie rozwoju nowotworu jelita grubego. Mozna wyrézni¢ dziatanie bezposrednie
na blong sluzowaq jelita grubego jak i posrednie poprzez plytki krwi. Nalezy zwrdci¢ uwagg,
ze ASA wykazuje dziatanie przeciwzapalne i stymuluje odporno$¢ przeciwnowotworowa orga-
nizmu. Liczne badania potwierdzaja, ze codzienne stosowanie malych dawek ASA zmniejsza
prawdopodobiefistwo wystapienia raka jelita grubego, a ponadto dziata pozytywnie w postdia-
gnostyce. Obserwuje si¢ zredukowane prawdopodobieristwo na wystapienie przerzutéw. Po-
nadto wlaczenie kwasu acetylosalicylowego w leczeniu neodiuwantowym poprawia rokowanie
pacjenta.

Stowa kluczowe: rak jelita grubego, salicylany, chemoprewencja

Abstract:

In Poland and in the world, colorectal cancer is the third most frequently diagnosed malignant
neoplasm and the second cause of oncogenic deaths. In recent years, studies have confirmed that
salicylates and its compounds have a chemopreventive effect in the process of cancer developing
in the large intestine. The mechanisms of the action of acetylsalicylic acid (ASA) on the inhibi-
tion of colorectal cancer growth are not fully understood. There is a direct effect on the mucosa
of the large intestine and an indirect effect through platelets. It should be noted that ASA has
an anti-inflammatory effect and stimulates the body's anti-cancer resistance. Numerous studies
confirm that the daily use of low doses of ASA reduces the probability of colorectal cancer, and
also has a positive effect in post-diagnosis. There is a reduced chance of metastases occurring.
In addition, the inclusion of aspirin in neodjuvant therapy improves the patient's prognosis.

Keywords: colorectal cancer, salicylates, chemoprevention
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1. WSTEP

Na $wiecie na raka jelita grubego choruje okolo 1,3 miliona oséb, a po-
woduje on okoto 600 tysiecy zgondw rocznie.[1] W samej Polsce, w roku
2018 na raka jelita grubego zachorowato okoto 19,000 oséb, a zmarto 12 434
(6,988 mezczyzn, 5,446 kobiet). Jest trzecig przyczyna zgondw zwiazanych z
nowotworami u kobiet - tuz po nowotworze ptuc i piersi, a u me¢zezyzn druga
- po nowotworze ptuc.[2] Prognozy sugeruja dalszy wzrost zachorowan na raka
jelita grubego. Spowodowane jest to gléwnie zmianami demograficznymi za-
chodzacymi w Polsce, czyli wzrostem liczby 0séb starszych oraz wydluzaniem
si¢ $redniej dlugosci zycia. [3,4,5] Dziatanie protekcyjne kwasu acetylosali-
cylowego w zachorowaniu na raka jelita grubego jest znane od lat, a badania
potwierdzaja zmniejszenie $miertelnosci jak i ograniczenie przerzutéw u pa-
cjentéw z ta zmiana.[6] Dyskusyjna jest kwestia profilaktycznego stosowania

kwasu acetylosalicylowego w prewencji nowotworzenia jelita grubego.
2. RAKJELITA GRUBEGO

Rak jelita grubego jest zmiana pojawiajaca si¢ w obrebie okreznicy, zgie-
cia esiczo-odbytniczego, odbytnicy i odbytu. Badania wskazuja, ze na jego
rozwéj moze by¢ zwiazany z przewleklym stanem zapalnym.[7] Z tego powo-
du osoby z nieswoistymi lub wrzodziejacymi zapaleniami jelita czy choroba
Lesniowskiego-Crohna sa w grupie szczegdlnego ryzyka. Powyzsze dolegliwo-
$ci zwigkszaja szans¢ na wystapienia nowotworu nawet trzykrotnie.[8,9] Do
grupy zwickszonego ryzyka na zachorowanie nalezg réwniez osoby cierpiace
na rodzinny zesp6t polipowatosci, zespét Lyncha lub sa obciazone wywiadem
rodzinnym. W przypadku, gdy rak jest zdiagnozowany u bliskich krewnych
(np. rodzice, dzieci) ponizej 60 roku zycia szansa na zachorowanie wzrasta
dwukrotnie.[10]

Rak zazwyczaj powstaje z gruczolakéw, rzadziej z polipéw. Przejscie
zmiany z tagodnej do zlosliwej zajmuje zazwyczaj 10-15 lat. [11] Rak jelita
grubego przez diugi czas nie daje zadnych objawéw. W zwiazku z tym, ze
pacjent nie odczuwa poczatkowych symptoméw, zmiana nowotworowa jest
wykrywana pézno. Zapobiec sytuacji mozna poprzez regularne wykonywania
badari przesiewowych. W Polsce zaleca si¢ wykonywanie testu na wykrycie
krwi utajonej w kale. [12]
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3. SALICYLANY — CHARAKTERYSTYKA

Salicylany w grupie farmakologicznej niesteroidowych lekéw przeciwza-
palnych (NLPZ) sa pochodnymi kwaséw karboksylowych. Sa to organiczne
zwiazki chemiczne bedace estrami lub solami kwasu salicylowego. W natu-
rze wystepuja gléwnie w produktach roglinnych. Spozywajac warzywa, owoce,
przyprawy i pijac kawe czy herbatg dostarczamy je organizmowi w wystar-
czajacych ilosciach. [13,14,15] Salicylany sa powszechnie wykorzystywane
w lecznictwie. Najwicksze zastosowanie znalazly w nim takie zwiazki jak: kwas
salicylowy, salicylan sodu i kwas acetylosalicylowy. Preparaty na bazie kwasu
salicylowego dzigki swoim wlasciwosci przeciwzapalnym, przeciwbdlowym
i przeciwgoraczkowo byly znane i stosowane od wiekéw. W dziejach historii
Sumerowie wykorzystywali kor¢ wierzby i innych roslin bogatych w salicylany
do sporzadzania wywaréw.[16] Papirusy Embersa sg egipskim zbiorem wiedzy
zioto leczniczej z 1543 p.n.e. Wspominajg one o uzyciu mirtu i wierzby do
leczenia przeciwgoraczkowego i przeciwbdlowego. [17]

Prawdziwym przefomem bylo wprowadzenie kwasu acetylosalicylowego
na rynek pod nazwa “Aspiryna” w 1899 przez firmg Bayer. Lek dzigki swoim
whasciwoscia i dostgpnosci zdobyt ogromna popularno$é, roczne spozycie na

$wiecie jest szacowane na ok. 40 ton rocznie. [18]
3.1. Wplyw kwasu acetylosalicylowego na dzialanie COX

Dzialanie kwasu acetylosalicylowego zostal opisany w 1971 r. przez
John’a Vane’a. [19] Podstawowych mechanizmem ASA jest zahamowanie
dzialania cyklooksygenazy (COX). COX jest enzymem obecnym w prawie
calym organizmie czlowicka. W 1990 roku zostalo zidentyfikowane, ze cy-
klooksygenaza wystgpuje w dwéch izoformach - COX-1, COX-2. W 2002 r.
odkryto trzecig izoforme - analogicznie zostala nazwana COX-3.

COX-1 jest enzymem konstytutywnym, wyst¢puje w calym organizmie,
z wylaczeniem dojrzalych erytrocytéw. Uczestniczy w syntezie prostanoidéw,
np. w trombocytach, zoladku, nerkach i srédblonku naczyn. Do grupy prosta-
noidéw naleza prostaglandyny, tromboksany i leukotrieny. Enzym ten jest od-
powiedzialny za utrzymanie homeostazy. [20] Pelni réwniez niezwykle wazna
funkeje - chroni blong sluzowa zotadka. [21]

COX-2 ma charakter enzymu o szybkiej i mocnej indukeji. Ujawnia si¢
w przebiegu zapalenia, reakcji bolowych lub uszkodzenia tkanki, ktérym towa-

rzyszy powstawanie mediatoréw zapalnych takich jak: cytokiny, endotoksyny,
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czynniki wzrostu. [22] Enzym jest cz¢sta odpowiedzia na sytuacje stresowe.
Nie nalezy go utozsamia¢ jednak jedynie ze stanami patologicznymi - wyste-
puje fizjologicznie w wielu narzadach. Stezenie COX-2 moze si¢ zmieniaé
w przeciagu paru godzin nawet po pojedynczej stymulacji. [23] COX-2 uczest-
niczy réwniez w proliferacji komérek i kancerogenezie. [24]

COX-3 jest enzymem, ktérego obecno$¢ odkryto najpédzniej. Jego obec-
no$¢ jest charakterystyczna dla uktadu nerwowego i krwionosnego. Wystepuje
w tkance kory mézgowej i w sercu - konkretnie w $cianie aorty. [25,26,27]

Izoenzymy COX s3 obecne w wielu ukladach naszego organizmu,
np. w ukladzie krazenia, pokarmowym czy moczowym. Swiadczy to o duzym
znaczeniu tych zwiazkéw w utrzymaniu homeostazy. Na przykladzie uktadu
krazenia wykazano, ze stata ekspresja COX jest niezbedna do utrzymania pra-
widlowego przeptywu krwi. W warunkach fizjologicznych ekspresja COX-1
w $rédblonku jest niewielka. Aktywnos¢ COX-1 zapewnia syntezg TXA,
ktéry zwicksza agregacje plytek i aktywuje czynniki synergistyczne. Dodatnie
fluktuacje $wiadcza o uszkodzeniu $ciany naczynia, jak o rozpoczeciu proceséw
miazdzycowych. [28]

W ukladzie moczowym COX-1 wystepuje w $rodblonku, migsniach
gladkich tetnic i zyl, w komdrkach nablonkowych kanalikéw zbiorczych,
a takze w komérkach $rédmiazszowych kory i rdzenia nerki. COX-2 wystepu-
je podocytach.[29] Prostaglandyny, ktére powstajg dzigki obecnosci COX-1
maja wplyw przykltadowo na homeostaz¢ nerek i obnizanie oporu naczyniowe-
go. Natomiast COX-2 pozwala na powstanie PG, ktére sg odpowiedzialne za
efekt natriuretyczny i diureze. [30]

Natomiast w przewodzie pokarmowym fizjologiczna ekspresja COX-1
wystepuje na calej dtugosci jego blony $luzowej. [31] Pelni tam funkeje cy-
toprotekcyjna. Synteza COX-2 ma miejsce przewaznie w zmianach patolo-
gicznych takich jak: gruczolaki i raki gruczotowe jelit. [32]W nawigzaniu do
rozwoju zmian nowotworowych w jelicie grubym - zostalo potwierdzone, ze
dtugotrwale stosowanie blokeréw COX zmniejsza ryzyko ich rozwoju. [33]
W warunkach fizjologicznych ekspresja COX-2 w blonie $luzowej zotadkéw
u ludzi jest bardzo mala. [34,35,36]

Molekularne dzialanie kwasu acetylosalicylowego
Cyklooksygenaza jest enzymem odpowiedzialnym za katalizowanie
dwoéch etapéw syntezy prostaglandyn (PG). Synteza zachodzi z kwasu arachi-

donowego (KA). Poczatkowo dochodzi do przeksztatcenia KA do nadtlenku
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prostaglandynowego (PGG,). Nastepnie PGG, jest metabolizowany do pro-
staglandyny H, (PGH,). PGH, jest zwiazkiem o krétkim czasie péterwania.
Z tej prostaglandyny dochodzi do dalszych przemian. Jej metabolitami sg pro-
staglandyny takie jak PGE,, PGF, , PGD,, prostacyklina PGIL,, i tromboksan
TXA, (ryc. 2).
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Aktywne prostanoidy dzialaja na komérki docelowe poprzez swoiste re-
ceptory. [37]

Prostaglandyny E (PGE, ,) oddzialywuja rozkurczowo na migsnidwke
naczyn tgtniczych, a skurczowo na mig$niéwke naczyn zylnych. Hamujg takze
aktywno$¢ uktadu immunologicznego, poprzez zahamowanie neutrofilii, lim-
focytéw T i makrofagéw. PGE, pobudza receptory PGI odpowiedzialne za
hamowanie agregacji plytek. PGE, blokuje sekrecje kwasu solnego i pepsyny.
Dodatkowo dziata cytoprotekcyjnie na blong §luzowa zotadka. [31,38]

Prostaglandyny G i H stymuluja agregacje plytek i skurcz mig$nidwki
gladkiej naczyn. [25,39]

Funkcja PGF,  nie jest znana, natomiast PGF, pobudza skurcz miesni
gladkich oskrzeli, naczyn i macicy. [32] PGJ, nasila proliferacj¢ komérek,
zwlhaszcza tkanki duszczowe;.

Tromboksan TXA, pobudza agregacje plytek krwi. Zwickszenie stezenia
cAMP PGI, hamuje uwalnianie z plytek TXA, dziata tez cytoprotekcyjnie,

przeciwmiazdzycowo i rozkurczowo na mig$niéwke naczyn. [31,40]

4. STOSOWANIE KWASU ACETYLOSALICYLOWEGO
W PROFILAKTYCE

Dzialania profilaktyczne mozna podzieli¢ na pierwotne i wtérne. Pro-
filaktyka pierwotna to zapobieganie nowotworom. Opiera si¢ ona na prze-
strzeganiu zasad zdrowego trybu zycia, czyli przykladowo na spozywaniu
prawidlowo zbilansowanej diety, przesypianiu odpowiedniej ilosci godzin
i regularnym uprawianiu sportu. Natomiast profilaktyka wtérna w kontekscie
choréb nowotworowych ma na celu jak najwczesniejsze wykrywanie zmian
patologicznych.

W obecnych czasach najczesciej stosowanym salicylanem jest kwas acety-
losalicylowy. Zastosowanie ASA w profilaktyce pierwotnej raka jelita grubego
budzi wiele kontrowersji.

Kwas acetylosalicylowy ma dzialanie migdzy innymi antyzakrzepowe. Jego
aktywno$¢ opiera si¢ na trwalym zahamowaniu aktywnosci enzymu COX-1
w danej plytce krwi. W takiej sytuacji nie dochodzi do produkeji tromboksanu,
ktory jest niezbedny podczas agregacji plytek krwi, a nastgpnie tworzenia sig
skrzeplin. Zmniejszona zdolno$¢ do krzepniecia jest utrzymana do momen-
tu, w ktérym plytki z zahamowang aktywnoscia COX-1 nie zostang zastapio-
ne przez nowe. Do takiej wymiany dochodzi po 7-10 dniach - wlasnie tyle
krazy w krwiobiegu trombocyt. [9] Ta funkcja ASA wysuwa si¢ na pierwsze
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miejsce, poniewaz kwas wykazuje o wiele wigksze powinowactwo do COX-1
niz do COX-2. COX-1 jest w gléwnej mierze odpowiedzialny za wytwarzanie
tromboksanu, a COX-2 za stymulowanie reakgcji zapalnej. W zwiazku z tym
przy stosunkowo niewielkiej dawce szybko otrzymamy efekt antyzakrzepowy,
a przy dawce wickszej przeciwbSlowy i przeciwzapalny. W odniesieniu do
profilaktyki raka jelita grubego kwas acetylosalicylowy wplywa hamujaco na
syntez¢ enzymu COX-1 w plytkach krwi. COX-1 miedzy innymi stymuluje
syntezg enzymu COX-2 w komérkach nablonkowych jelita grubego. Enzym
ten odgrywa duzg role w wytworzeniu stanu zapalnego. Zablokowany enzym
nie moze indukowa¢ syntezy COX-2, co powoduje zmniejszenie stanu zapal-
nego i zmniejsza szans¢ na rozwéj nowotworu. Natomiast istotng wada co-
dziennego stosowania ASA jest mozliwos¢ pojawienia si¢ powaznych krwawien
do $wiatla przewodu pokarmowego czy wewnatrzczaszkowych. Whasnie z tego
powodu Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne (ESC, European Society of
Cardiology) nie rekomenduje stosowania ASA jako prewencji pierwotnej raka
jelita grubego.

Wykorzystanie ASA w profilaktyce wtérnej wielu choréb przynosi wiele
pozytywéw Kwas acetylosalicylowy stosuje si¢ powszechnie w celu zmniejsze-
nia powikfad incydentéw sercowo-naczyniowych. Znalazt zastosowanie w le-
czeniu ostrych i przewleklych zespoléw wieicowych [41]. Jedna z przyczyn
powyizszych stanéw jest zakrzep, ktéry powstal w wyniku pekniecia blaszki
miazdzycowej. Stosujac ASA dochodzi do redukgji ryzyka powstania skrze-
pliny. U pacjentéw chorujacych na raka jelita grubego stwierdzono réwniez
zwigkszone prawdopodobienistwo na wystapienie zylnej choroby zakrzepowo-
-zatorowej. Podsumowujac spozywanie ASA przez pacjentéw onkologicznych
zmniejsza prawdopodobieristwa trombofilii

4.1. Stan zapalny — charakterystyka

Kwas acetylosalicylowy oprécz dziatania antyzakrzepowego wyrdznia sig
dziataniem przeciwbdlowym, przeciwgoraczkowym i przeciwzapalnym. Wy-
korzystujac ASA w profilaktyce nowotworédw warto zwrdci¢ szczegdlng uwage
na jego wiasciwosci przeciwzapalne.

W indukeji stanu zapalnego bierze udzial wiele komérek, np.: neutro-
file, makrofagi, fibroblasty i komérki nablonka. Na powyzsze komérki maja
wplyw mediatory takie jak czynnik NF-kappa-B, mieloperoksydaza, interleu-
kina 17 i 23, protektyny, leukotrieny. [42]. Makrofagi sa komérkami, ktére
wykazuja dwa stany polaryzacji. Mozna je podzieli¢ na dwa typy - M1 i M2.
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M1 sa komérkami, ktére maja na celu fagocytoze bakterii, komérek zmienio-
nych nowotworowo oraz wytwarzanie mediatoréw prozapalnych. Synteza tych
cytokin prowadzi do indukeji i podtrzymania stanu zapalnego. [43,44] Nato-
miast makrofagi M2 wykazuja dziatanie przeciwzapalne. Oprécz tego sa nie-
zbedne podczas rozwoju nowotworéw. Podczas tworzenia si¢ zmian pierwot-
nych M2 wydzielaja w nowo powstalej tkance czynnik wzrostu naczyn (VEGF,
vascular endothelial growth factor), ktéry stymuluje proces angiogenezy. [45]
Typowanie makrofagéw jako M1 i M2 jest umowne - charakteryzuja si¢ one
duza zmiennoscia, przez co moze dochodzi¢ do wzajemnej zamiany z M1 do
M2 i odwrotnie. [46] Dziatanie makrofagéw opiera si¢ na wydzielaniu interle-
ukin, ktérych nagromadzenie powoduje naplyw neutrofiléw. Zadaniem neu-
trofili jest fagocytoza patogendw. Po zakoriczeniu ulegaja apoptozie, a nastgp-
nie same sg fagocytowane przez makrofagi. Ich liczba ulega redukeji, zmniejsza
to wydzielnie interleukin. Prowadzi to do wyciszenia reakcji zapalnej.

W sytuacji, gdy powyzsza regulacja zawodzi moze doj$é¢ do ciaglej pracy
makrofagéw prowadzacej do utrzymywania si¢ wysokiego stezenia mediato-
réw zapalnych i neutrofili. Wynikiem stanie si¢ obecno$¢ przewlektego stanu
zapalnego, ktéry moze prowadzi¢ do rozwoju zmiany nowotworowej. [47]
W obszarze objetym stanem zapalnym wystepuje duza liczba neutrofili. Ko-
morki te ulegaja apoptozie, ale nie s3 usuwane przez makrofagi. Zalegajac
moga uwolni¢ na zewnatrz substancje zgromadzone w ziarnisto$ciach we-
wnatrzkomérkowych. Prowadzi to do uszkodzenia innych komérek, tkanki
i utraty kontroli nad nimi. [48] Dodatkowo udowodniono, ze podczas prze-
wleklego stanu zapalnego dochodzi do ciaglego namnazania si¢ komérek ma-
cierzystych nablonka jelita grubego. Taka ciagla proliferacja moze prowadzi¢
nad utraceniem kontroli nad komérkami, a tym samym do rozwoju zmiany
nowotworowej. [48] Stosujac odpowiednie dawki ASA w dochodzi do zmniej-
szenia st¢zenia mediatoréw prozapalnych - interleukin. W rezultacie dochodzi
do zmniejszenia szansy na rozwdj zmiany nowotworowe;.

Majac na uwadze powyzszy opis mozna wywnioskowa¢, ze podczas trwa-
nia stanu zapalnego tworzy si¢ mikrosrodowisko, w ktérym jednoczesnie za-
chodzi wiele szlakéw metabolicznych. Takie miejsce dodatkowo charaktery-
zuje si¢ ogromng liczbg migdzy innymi cytokin prozapalnych, komérek oraz
wytworzeniem Srodowiska beztlenowego. Takie warunki sprzyjaja uszkodze-

niom DNA, co moze prowadzi¢ do rozwoju zmiany nowotworowe;j. [42]
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4.2. Dziatanie przeciwzapalne kwasu acetylosalicylowego

Kwas acetylosalicylowy hamujac aktywno$¢ enzymu COX uniemozliwia
powstania prostaglandyn z kwasu arachidonowego. Wykazano, ze wlasnie
prostaglandyny (szczegdlnie PGE2)moga mie¢ istotny wplyw na rozwdj raka
jelita grubego. [49] Dziatanie PGE2 ma zalety, ale niestety tez wady. Istotng
wada jest podtrzymywanie stanu zapalnego. Dzieje si¢ tak poprzez zbyt duze
wytwarzanie wolnych rodnikéw, co prowadzi do stresu oksydacyjnego. Wyzej
wspomniany przewlekly stan zapalny moze indukowa¢ zmiany nowotworowe,
ale tutaj dodatkowo wystepujacy stres ma znaczenie przy uszkodzeniach DNA.
[50]. Uwaza si¢, ze wolne rodniki stymuluja proces angiogenezy - niezbed-
ny dla rozwoju nowotworu. Badania sugeruja rowniez, ze zwigkszona synteza
COX-2, a przy tym wicksza ilos¢ PGE, sprzyja migdzy innymi niekontrolowa-
nej proliferacji komoérek, zahamowaniu apoptozy i zwickszonej szansy wysta-

pienia przerzutéw. [51]

4.3. Badania przedkliniczne potwierdzajace skuteczno$é¢ kwasu

acetylosalicylowego

Powyzsze stwierdzenia o stusznosci stosowania kwasu acetylosalicylowego
znalazly potwierdzenie w badaniu przeprowadzonym przez Polarda i Lucketa.
Badacze w swoim do$wiadczeniu zaindukowali raka jelita grubego u myszy.
Dokonali tego poprzez wszczepienie im komérek gruczolakoraka. Podczas ba-
dania grupie badawczej zostal podawany kwas acetylosalicylowy. Zanotowano

u nich zmiany nowotworowe w mniejszej ilosci i o mniejszych rozmiarach.

[52,53,54]

4.4. Badania kliniczne potwierdzajace skuteczno$é¢ kwasu

acetylosalicylowego

U 15-20% pacjentéw chorujacych na raka jelita grubego stwierdzono
mutacje kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (PIK3CA) w komérkach zmienionych
nowotworowych. [55] PIK3CA jest genem, ktéry jest niezbedny do syntezy
biatka P110 a. Biatko to jest podjednostka enzymu PI3K - kinazy lipidowej.
PI3K jest niezbedne podczas wzrostu komérek, ich proliferacji i rozwoju. [56]
Mutacja genu powoduje nieprawidlowe dzialanie kinaz, co moze prowadzi¢ do
rozwoju zmiany nowotworowej. Zaobserwowano, ze osoby, u ktérych stwier-

dzono mutacj¢ i systematycznie stosuja ASA moga wydluzy¢ czas swojego
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zycia (w analizie wieloczynnikowej HR 0,18, 95% CI 0,06-0,61, p < 0,00).
W badaniach wykazano, ze kwas acetylosalicylowy zmniejsza aktywnos¢ PI3K,
co hamuje wzrost komérek nowotworowych i powoduje ich apoptoze. [57]

Ochronny wplyw ASA potwierdzity badania kliniczne przeprowadzane w
grupie ponad 1400 oséb. Wykazano, ze regularne spozywanie kwasu acetylo-
salicylowego zmniejszato $miertelnos¢ i prawdopodobienistwo na zachorowa-
nie na raka jelita grubego. Przy takim spozyciu zanalizowano wzgledne ryzyko
zgonu - u mezezyzn wyniosto 0,62 (95% CI 0,40-0,89) oraz u kobiet 0,58
(95% CI 0,37-0,90) [58]. Kolejng zaleta systematycznego stosowania ASA
jest zmniejszenie szansy na wystapienie polipéw gruczolakowych - zauwazalna
redukcja wystepuje po stosowaniu ASA minimalnie 5 lat. [58]

Algra i Rothwell opublikowali w 2012 metaanaliz¢ badari kliniczno-kon-
trolnych i kohortowych uwzgledniajaca 330 tysiecy chorych. Badania te byly
przeprowadzone pomigdzy 1950 a 2011 i wykazano w nich zwiazek pomiedzy
stosowaniem ASA, a zmniejszonym ryzykiem wystapienia raka jelita grube-
go. Zebrane dane zostal stratyfikowane wedlug czasu przyjmowania (mniej
lub co najmniej 5 lat), dawki (mniej niz 100 mg, 100-299 mg, co najmniej
300 mg), czestosci stosowania (codziennie, 3-6 razy w tygodniu, mniej niz
2 razy w tygodniu). W analizie 6 badan z randomizacjq wykazano zmniej-
szenie 20-letniego prawdopodobienstwa zgonu na raka jelita grubego o 42%
(OR = 0,58, 95% CI 0,44-0,78). W 26 badaniach kliniczno-kontrolnych
przyjmowanie dowolnej ilosci zmniejsza ryzyko zapadnigcia na raka jelita gru-
bego 0 33% (OR = 0,67, 95% CI 0,60-0,74). W 17 badaniach przy przyjmo-
waniu regularnym ASA ryzyko spadlo 0 38% (OR = 0,62, 95% CI 0,58-0,67).
Réwniez wykazano, ze stosowanie ASA zmniejszylo ilo$¢ chorych z rozsiewem
nowotworu jelita grubego o 66% [59]

S. PODSUMOWANIE

Kwas Acetylosalicylowy jest lekiem o wielu zastosowaniach. W przeszto-
$ci byt wykorzystywany jako jeden z pierwszych lekéw przeciwzapalnych, prze-
ciwgoraczkowych i przeciwbdlowych. Dzis jest stosowany w prewencji cho-
r6b naczyniowo-sercowych, a nowe badania potwierdzaja jego zastosowania
w profilaktyce nowotworéw jelita grubego. [60] ASA zapobiega polipom jeli-
ta [61], a jednocze$nie zmniejsza prawdopodobieristwo zachorowania na raka
jelita grubego [62] i raka jelita grubego w zespole Lyncha. [63] Badania te po-
nadto wskazuja, ze przy stosowaniu ASA zmniejsza si¢ catkowita umieralno$¢

na ten typ NOwWotworu.
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TERAPIA GENOWA W CHOROBIE PARKINSONA
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Abstrakt:

Choroba Parkinsona jest zaliczana do choréb neurodegeneracyjnych i dotyka o$rodkowego
ukladu nerwowego. U jej podstaw lezy utrata badz zmiany zwyrodnieniowe neuronéw dopa-
minergicznych istoty czarnej srédmézgowia. Prowadzi to do uposledzenia wydzielania przez
nie dopaminy, ktéra jest istotnym neuroprzekaznikiem. Niedobér dopaminy u 0séb z choroba
Parkinsona objawia si¢ drzeniem spoczynkowym, sztywnoscia i spowolnieniem ruchéw (bra-
dykinezja) oraz utrudnieniami w poruszaniu si¢ i inicjacji ruchu (akinezja). Dotychczasowe le-
czenie prowadzone bylo migdzy innymi z wykorzystaniem wlewéw lewodopy, ktére przynosily
czgsciowe korzysci, jednak taka terapia nie byla wolna od skutkéw ubocznych, a jej efektywnosé
moglaby by¢ znacznie wyisza. Stad w ostatnich latach badania w tym zakresie opieraly si¢ na
poszukiwaniu zaréwno nowych metod leczenia jak i na ulepszeniu metod juz stosowanych. Pod-
stawa nowych rozwiazan staly si¢ szerokie mozliwosci terapii genowej. W terapii, ktéra w ostat-
nich latach przeszta pierwsza faz¢ badan klinicznych i znalazta skuteczne zastosowanie wsréd
pacjentéw, wykorzystuje si¢c AAV2 (adeno-associated viral vector serotype-2), zawierajace kom-
plementarne fragmenty DNA, kodujace enzym hAADC (L-amino acid decarboxylase), ktéry ma
mozliwo$¢ przeksztalcenia lewodopy w dopamine. Aby zwiekszy¢ precyzje przeprowadzanego
leczenia i umozliwi¢ dostarczenie kompleksu AAV2-hAADC w rejony mézgu, w ktérych doszto
do zwyrodnield w wyniku choroby, uzyto przy wykonywanym zabiegu rezonansu magnetyczne-
go. U pacjentéw, ktérzy poddali si¢ tej terapii, zanotowano znaczny wzrost efektywnosci kuracji
lewodopg i ztagodzenie objawéw choroby. Ponadto mozliwe bylo zmniejszenie dawek lekéw
przeciwparkinsonowskich.

Stowa kluczowe: choroba, Parkinsona, terapia, genowa, AAV2-hAADC

Abstract:

Parkinson's disease is classified as a neurodegenerative disease and affects the central nervous sys-
tem. It is based on the loss or degenerative changes in dopaminergic neurons in the substantia
nigra of the midbrain. This leads to the impaired secretion of dopamine, which is an extremely
important neurotransmitter. Dopamine deficiency in patients with Parkinson's disease mani-
fests itself as tremor at rest, stiffness, and slowness of movements (bradykinesia), difficulties in
movements and initiation of movement (akinesia). Previous treatment was carried out with the
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use of levodopa infusions, which brought partial benefits, but such therapy was not free from
side effects, and its effectiveness could be much higher. Therefore, in recent years, research in
this field has been based on both the research for new methods of treatment and the improve-
ment of the methods already being used. The wide range of possibilities offered by gene therapy
came to the rescue. In the therapy, which in recent years has passed the first phase in clinical
trials and has found effective application among patients, the AAV2 (adeno-associated viral
vector serotype-2) is used, containing complementary DNA fragments encoding the hAADC
(L-amino acid decarboxylase) enzyme, which can convert levodopa into dopamine. Magnetic
resonance imaging was used to increase the precision of the therapy and to enable the delivery
of the AAV2-hAADC complex to the regions of the brain where degeneration occurred because
of the disease. Patients who experienced this therapy showed a significant increase in the effecti-
veness of levodopa treatment, alleviation of the symptoms of the disease, it was also possible for
them to reduce the doses of anti-Parkinsonian drugs.

Keywords: Parkinson’s, disease, gene, therapy, AAV2-hAADC

1. WPROWADZENIE

W ostatnich dekadach nastapit znaczacy rozwéj inzynierii genetycznej
oraz zwiazanych z nia wszelkich technik biomedycznych. Podejmowano si¢
wielu préb wynalezienia nowych metod leczenia badz ulepszenia juz obecnych.
Jedng z metod, w ktérej dokonano wielkiego postepu jest szeroko pojeta te-
rapia genowa (TG). [1,2] TG niesie ze soba wiele mozliwosci i zastosowan
w leczeniu zaréwno choréb dziedzicznych jak i przewlektych o réznym podlo-
zu oraz daje perspektywy na skuteczniejsze i bardziej specyficzne prowadzenie
terapii [3]. TG w gléwnej mierze opiera si¢ na wprowadzeniu do organizmu
przy pomocy wektora, obcego lub whasnego (ale zmodyfikowanego) materia-
tu genetycznego, w celu naprawy uszkodzonego genu, uzupelnienia pewnych
obszaréw w organizmie, ktére ulegly degeneracji czy tez nadaniu pewnym ko-
moérkom czy tkankom zupelnie nowej funkeji [4]. Jednym z najwazniejszych
aspektéw TG jest obranie odpowiedniej strategii jej przeprowadzenia, to jest
wybranie konkretnego modelu (in vivo, ex vivo), (Ryc. 1) oraz wektora (za po-
moca ktérego odpowiednie kwasy nukleinowe bedg dostarczane do wymagaja-
cych tego komérek) na podstawie mechanizmu i przyczyn choroby. Obecnie

stanowi to najwigksze wyzwanie TG [5, 6, 7].
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Rycina 1. Po lewej stronie przedstawiony jest schemat TG ex vivo z wyizolowaniem
komérek z organizmu, po prawej stronie ilustracji przedstawiona jest TG in vivo
z bezposrednim wprowadzeniem materialu genetycznego za pomoca wektora do or-
ganizmu pacjenta [8]

Ten rozdziat poswigcony bedzie TG in vivo w chorobie Parkinsona
(PD z ang. Parkinson’s Disease), jej przebiegowi, mozliwo$ciom leczenia, skut-

kom i rokowaniom na przysztosé.

2. PRZYCZYNY, MECHANIZM I OBJAWY
CHOROBY PARKINSONA JAKO KLUCZ DO CELU
I ZROZUMIENIA WYKORZYSTYWANE] TERAPII GENOWE]

Choroba Parkinsona jest schorzeniem neurodegeneracyjnym, a zatem
wiazacym si¢ z uszkodzeniem neuronéw. W tym przypadku sa to neurony
nalezace do o$rodkowego uktadu nerwowego chorego. W PD degeneracji ule-
gaja neurony dopaminergiczne, znajdujace si¢ w istocie czarnej czesci zbitej
§rédmoézgowia i rzutujace zaréwno do skorupy jak i jadra ogoniastego, razem
zwanymi prazkowiem (Ryc. 2), skutkujac w tych obszarach niedoborem dopa-
miny. Przyczyny tego zjawiska wciaz nie sa do korica wyjasnione [9].

Obecnie na ten temat funkcjonuja gtéwnie dwie teorie, pierwsza doty-
czaca patologii ciatek Lewy’ego (LB z ang. Lewy bodies) oraz druga méwiaca
o nieprawidlowym pofaldowaniu i nagromadzeniu w agregatach biatka alfa-
-synukleiny (a-Syn), spowodowanym jej oksydacyjnym uszkodzeniem
[10, 11]. Mozna powiedzie¢, ze przedstawione teorie koreluja ze soba, ponie-
waz LB sg to inkluzje (wtrety) biatkowe, ktére zawieraja ztoza biatka ubikwity-

ny jak i wspomnianej wczesniej a-Syn, ktéra z kolei pelni waina role
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w komunikacji pomigdzy neuronami a transportem pecherzykéw neuroprzekaz-
nikéw [12] (Ryc. 3).
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Rycina 2. Schemat ukladu pozapiramidowego wraz z petlami neuronalnymi, umozli-
wiajacymi regulacje czynnosci ruchowych. Na rycinie widoczna jest zalezno$¢ pomie-
dzy istota czarng $rédmézgowia a prazkowiem [10]
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Rycina 3. Pod literg A widoczny jest prawidtowy obraz szlaku dopaminergicznego
wraz z widoczng istotg czarna, pod litera B z kolei widoczna jest juz degeneracja neu-
ronéw. Na rysunku C widoczne s3 LB zawierajace a-Syn i ubikwityng [13]

140



TERAPIA GENOWA W CHOROBIE PARKINSONA

2.1. Szlak dopaminergiczny oraz skutki jego zaburzen
w chorobie Parkinsona

Dopamina jest bardzo istotnym neuroprzekaznikiem dla prawidlowe-
go funkcjonowania calego organizmu. Syntetyzowana jest w kilku etapach.
Pierwszym z nich jest hydroksylacja tyrozyny, w ktérej efekcie powstaje bez-
posredni prekursor dopaminy — lewodopa (L-DOPA). L-DOPA z kolei ulega
dekarboksylacji z udzialem DOPA-dekarboksylazy (dekarboksylaza L-amino-
kwaséw aromatycznych, AADC), przeksztalcajac si¢ w dopaming (Ryc. 4).
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4] hydroxylase o]
—_—
+
NHy NH,
HO
Tyrosine
hyvdroxylase
o
H NHz HO,
(]
-
Arvmatic amino acid HH:
HO decarboxylase HO
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Rycina 4. Schemat syntezy dopaminy [14]

Proces ten zachodzi w neuronach dopaminergicznych, ktére tworza szlak
pomiedzy istota czarng $Srédmoézgowia a prazkowiem, odpowiadajacym za
prawidlowe funkcje motoryczne. U oséb z PD w wyniku utraty neuronéw
dopaminergicznych, a co za tym idzie niedoborem dopaminy w prazkowiu,
dochodzi do licznych nieprawidtowosci zwiazanych z uktadem ruchu. Wsréd
nich, w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby, wyrézniamy: drze-
nie spoczynkowe konczyn, spowolnienie ruchéw i trudnosci w ich inicjacji,
pochylona postawe ciala (zgiccie w stawie krzyzowo-biodrowym), stawianie
drobnych, szurajacych krokéw oraz sztywnos$¢ migsni [15, 16, 17].
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3. DOTYCHCZASOWE LECZENIE
I SZUKANIE NOWYCH ROZWIAZAN

Po poznaniu mechanizmu postgpowania PD oczywistym wydawaloby si¢
uzupelnienie u pacjenta niedoboréw dopaminy w taki sposéb, aby dotarta do
tych obszaréw moézgu, w ktérych zwigkszyto si¢ na nia zapotrzebowanie ze
wzgledu na $mier¢ neuronéw dopaminergicznych. Jednakze dopamina nie jest
w stanie przekroczy¢ tak zwanej bariery krew-mézg. Okazuje si¢ jednak, ze
bariere te jest w stanie przejé¢ jej prekursor L-DOPA. W ostatnich latach stala
si¢ wigc ona jedng z podstawowych metod leczenia PD. Pacjentom L-DOPA
podawana jest za pomoca wlewéw dojelitowych badz dozylnych i przynosi
niemal natychmiastowe polepszenie stanu pacjenta i widoczne efekty. Nieste-
ty nie jest to terapia pozbawiona wad, ze wzgledu na wystgpowanie skutkéw
ubocznych wynikajacych ze statego przyjmowania L-DOPY, takich jak poli-
neuropatia oraz towarzyszacy dyskomfort zwigzany z obecnoscia przezskornej
gastrostomii. Kolejng metoda, uwazana za wielkie osiagniccie w leczeniu PD
jest gleboka stymulacja mézgu (z ang. deep brain stimulation, DBS), ktéra
przynosi poprawe na dluzszy okres, szacowany nawet na okoto 10 lat [18].
U pacjentéw zostaje wszczepiony generator impulséw z elektrodami, ktéry
poprzez prad elektryczny stymuluje pewne obszary mézgu, takie jak jadro
podwzgoérza. Elektrody sa umieszczane operacyjnie poprzez niewielkie otwory
w czaszce i kierowane na wlasciwe sobie miejsce pod staly kontrola, przy
uzyciu obrazowania w postaci rezonansu magnetycznego. Jest to tylko jedna
z wykorzystywanych metod operacyjnych, dobieranych w zaleznosci od pa-
cjenta. [19] DBS posiada jednak réwniez pewne ograniczenia, wynikajace mie-
dzy innymi ze stanu pacjenta, w zwiazku z tym tylko kilkadziesiat procent ze
skierowanych do zabiegu zostaje do niego zakwalifikowanych. Kazda operacja
niesie ze soba ryzyko pewnych powiklan czy niepowodzenia. Sama implemen-
towana aparatura moze z kolei ulec zniszczeniu badZz wylaczeniu, na przyktad
pod wplywem silnego pola magnetycznego, co stanowi utrudnienie przy po-
dejmowanej diagnostyce i czynnosciach medycznych w przysztosci [20]. Obie
z przedstawionych powyzej metod lecza jedynie symptomy, natomiast nie sa
w stanie zahamowa¢ postepu choroby. Moga zatem zosta¢ jeszcze ulepszone
badz zastapione przez terapig bardziej skuteczng. Dlatego na przestrzeni ostat-

nich lat powstalo wiele prac i badari nad nowym rozwiazaniem, ktérym moze

by¢ TG [21].
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4. TERAPIA GENOWA Z WYKORZYSTANIEM AAV2

Mozliwos¢ wykorzystania TG w PD byla tematem wielu rozwazan i ba-
dand naukowych w ostatnich latach. Po dokladnym poznaniu mechanizmu
choroby i przyczyn wywolujacych jej symptomy mozna bylo zaczaé prowa-
dzi¢ dyskusje, zastanawiajac si¢ w jaki sposéb taka terapia miataby przebiega¢,
w ktérym miejscu na szlaku powstawania i rozwoju choroby powinna zna-
lez¢ swoje zastosowanie, jaki material genetyczny nalezaloby zastosowaé
i w koricu, jak wybrany material dostarczy¢ w odpowiednie miejsce, jedno-
cze$nie unikajac skutkéw ubocznych? Powstanie oraz skutecznos¢ TG bez-
wzglednie zalezy od odpowiedzi na zadane wyzej pytania i stanowi obecnie jej

najwicksze wyzwanie [22].
4.1. Szlak syntezy dopaminy kierunkiem terapii genowe;j

Jako jeden z kierunkéw TG w PD obrano szlak syntezy dopaminy
z L-DOPY. W wyniku przeprowadzanych badani, miedzy innymi na zwierze-
cych modelach PD oraz na po$miertnie pobranych tkankach mézgu chorych
na PD, wykazano ogromny spadek poziomu enzymu AADC przy wystgpowa-
niu PD. Jak wynika z wcze$niejszych czgéci rozdziatu, AADC odpowiada za
przemiang L-DOPY w dopaming. Przeprowadzenie zatem TG, ktéra skupia-
faby si¢ na doprowadzeniu genu kodujacego ten enzym pomogloby znacznie
podnies¢ skuteczno$é terapii z uzyciem L-DOPY w wyniku intensywniejszego

jej przeksztalcania w dopaming [23].
4.2. Wirusy towarzyszace adenowirusom jako wektory w terapii genowej

Znalezienie odpowiedniego wektora do przeprowadzenia TG réwniez
stanowito przedmiot badaf naukowych ostatnich lat. Dowiedziono, ze wi-
rusami AAV (z ang. adeno-associated virus) zarazona jest wigkszo$¢ ludzkiej
populacji, z czego wiadomo, ze zakazenie te nie wywoluje stanu zapalnego
w organizmie. Ich znikoma immunogenno$¢ oraz praktycznie zerowa cho-
robotwérczo$¢ sprawily, ze AAV staly si¢ potencjalnymi wektorami do TG.
Dodatkowg korzystng cechg AAV stanowi mozliwos¢ infekeji za ich pomoca
komérek nerwowych. Przykladowo, nie jest to mozliwe przy zastosowaniu re-
trowiruséw. Do przeprowadzenia TG w PD sposrédd wielu serotypéw tego
wirusa zostal wybrany serotyp 2 (AAV2), ze wzgledu na jego duza zdolnos¢
wnikania miedzy innymi do neurondéw. Material genetyczny AAV stanowi
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pojedyncza ni¢ DNA. Aby AAV mogly zosta¢ uzyte w celu terapeutycznym,
musza zostaé poddane odpowiedniej modyfikacji i oczyszczeniu z wykorzysta-
niem technik inzynierii genetycznej [24].

4.3.  Badania przedkliniczne

Majac juz obrany cel terapii, wybrany material genetyczny w postaci
ludzkiego genu kodujacego enzym AADC (hAADC -z ang. human- L-amino
acid decarboxylase) oraz wektor, za pomoca ktérego dany materiat genetyczny
bedzie dostarczany do wymagajacych tego obszaréw, mozliwe stalo si¢ rozpo-
czecie badan przedklinicznych. W tym celu przeprowadzano badania na zwie-
rzgcych modelach — gryzoniach oraz naczelnych. Aby uzyska¢ model mézgu ze
zmianami charakterystycznymi dla PD gryzonie zostaly potraktowane oksydo-
paming (6-OHDA, 6-hydroksydopamine), a naczelne MPTP (1-methyl-4-phe-
nyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine). Obie substancje majac dziatanie neurotoksycz-
ne spowodowaly degeneracj¢ neuronéw dopaminergicznych w ich mézgowiu,
co dato mozliwo$¢ oceny poziomu enzymu AADC i potwierdzenie jego obni-
zenia u 0s6b z PD oraz przetestowania leczniczego dzialania kompleksu AAV-
2-hAADC. Dany kompleks zdecydowano wprowadzi¢ u naczelnych w obszar
prazkowia, gdzie znajduja si¢ $rednie neurony kolczyste, ktére (jak wykazaly
badania) nie ulegaja degeneracji w PD, zachowaly zatem zdolno$¢ do ekspresji
wprowadzanych podczas terapii transgenéw przez dhuzszy czas [25, 26].

Wsréd gryzoni poddanych dzialaniu AAV2-AADC wykazano wzrost re-
akcji na podawanie L-DOPY co pozwolito na zmniejszenie jej dawek przy
jednoczesnym utrzymaniu takiego samego efektu terapeutycznego. Zaobser-
wowano wzrost poziomu dopaminy oraz aktywnosci enzymu AADC u tych
osobnikéw [27].

Naczelne, takze poddane badaniom, pochodzily z gatunku Macaca Mu-
latta (Makak krélewski). Po kilku miesiacach od podania 6 iniekcji MPTP,
zaréwno do jadra ogoniastego jak i skorupy, zostal zaaplikowany kompleks
AAV2-hAADC. Stan zwierzat oraz ich zachowanie zostaly ocenione wedlug
skali CRS (clinical rating scale), a ich mézg zostal przeskanowany przy uzy-
ciu pozytronowej tomografii emisyjnej (PET) w celu $ledzenia ekspresji genu
hAADC. Naczelne byly badane i obserwowane przez 8 lat. W korcowej
ocenie odkryto, ze u osobnikéw poddanych terapii i jednoczesnie przyjmu-
jacych L-DOPE nastapila znaczna poprawa wzgledem punktu wyjsciowego
(nawet 0 35%) wedlug skali CRS. Wykazano, ze u badanych zwierzat terapia
AAV2-hAADC przynosi dlugotrwale, stabilne korzysci, dzigki przywréceniu
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aktywnosci enzymu AADC w uszkodzonej pétkuli. Terapia zostala uznana
za na tyle bezpieczna i skuteczna, ze mogla wkroczy¢ do pierwszej fazy badan
klinicznych [28, 29].

4.4. Pierwsza faza badan klinicznych

W pierwszej fazie klinicznej wzigto udzial 15 pacjentéw z zaawansowang
postacia PD, w wieku od 40 do 70 lat, bedacych pod statym, stabilnym lecze-
niem medykamentami o dziataniu antyparkinsonowskim oraz wykazujacych
odpowiedz na prowadzong dotychczas terapic. Wsréd zakwalifikowanych do
TG chorych dokonano podziatu na trzy grupy, ktére w nastgpnych etapach
réznily si¢ miedzy soba iloscig przyjmowanego kompleksu AAV2-hAADC
(funkcjonujacego réwniez pod nazwa VY-AADCO1). I w ten sposéb pacjenci
z grupy pierwszej otrzymali dawke o stezeniu 8.3 x 10''vg/ml (vg z ang. vector
genomes) do objetosci 450 pl na skorupe, dajac ostatecznie dawke 7.5 x 10''vg.
U pacjentéw z drugiej grupy zachowano to samo stezenie, natomiast podwo-
jono objetos¢ do 900 pl, dajac dawke o wartosci 1.5 x 10'?vg. Z kolei w trzeciej
grupie badanych zmieniono st¢zenie na 2.6 x 10'*vg/ml przy zachowaniu tej
samej objetosci co w grupie drugiej, otrzymujac tacznie dawke 4.7 x 10'*vg.

Zabieg podania pacjentom kompleksu VY-AADCO01 wykonywany byt
przez neurochirurgéw. Pacjenci byli w stanie znieczulenia ogélnego i zostali
umieszczeni w pozycji supinalnej w tubie rezonansu magnetycznego. W czasz-
ce pacjentéw wykonano podczas operacji dwa otwory, przez ktére wprowadzo-
ne byly kaniule, ktére mialy dosta¢ si¢ az do skorupy. Jednoczesnie wlewany
byl przez nie kompleks VY-AADCO1. Zastosowanie rezonansu magnetyczne-
go wraz z mozliwoscig wykonania seryjnych obrazéw oraz srédoperacyjnej na-
wigacji pozwolito na zwickszenie zaréwno bezpieczenistwa przeprowadzanego
zabiegu jak i jego precyzji, mozliwe bylo takze monitorowanie calego przebie-
gu operacji, facznie z zaobserwowaniem pokrycia skorupy przez VY-AADCO1.
Po zakoriczeniu procedury terapeutycznej pacjenci zostali poddani krétkiej
obserwagji szpitalnej.

Stan pacjentéw po opuszczeniu szpitala byt stale kontrolowany co kilka
lub kilkanascie miesi¢cy. Dokonywana byla zaréwno ocena jakosci zycia pa-
cjentéw jak i objawéw PD wedlug ujednoliconej skali UPDRS (z ang. 7he
Unified Parkinson's Disease Rating Scale). U wszystkich pacjentéw poddanych
terapii z grup 1-3 nastapita znaczna poprawa w postaci skrécenia tak zwanego
okresu “off” (podczas ktérego nastgpuje nasilenie objawéw motorycznych lub

pozamotorycznych takich jak Igk czy depresja, skutkujace niepelnosprawnoscia
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funkcjonalna) oraz wydtuzenie czasu w ciagu doby, w ktérych nie wystepuje
dyskineza. U chorych zaobserwowane bylo réwniez zwigkszenie aktywnosci
enzymu AADC oraz pojawienie si¢ sposobnosci do stosowania mniejszych da-
wek lekéw przeciwparkinsonowskich, najczesciej L-DOPY. W grupie trzeciej,
ktéra otrzymata najwicksza dawke VY-AADCO1 podczas zabiegu, zanotowano
najwicksza poprawe, jesli chodzi o mozliwe zmniejszenie dawki pobieranych
lekéw. W skali UPDRS u pacjentéw poddanych terapii spostrzezono wynik
lepszy nawet od 7 do 10 punktéw. Po trzyletniej, a u niektérych pacjentéw
nawet dtuzszej obserwacji wysnuto wniosek, ze ta TG przynosi skutki nie tylko

dtugoterminowe, ale nawet state [30-33].
4.5. Kontynuacja i rozwéj badan pierwszej fazy klinicznej

W' najnowszych doniesieniach naukowych pojawiaja si¢ informacje
o pewnych ulepszeniach pierwszej fazy klinicznej szczegdlnie w aspekcie
neurochirurgicznym. Zabieg opisany powyzej zostal lekko zmodyfikowany.
Pacjent jest utozony w pozycji pronalnej, co umozliwia podejscie ciemienio-
wo-potyliczne do skorupy. Dodatkowo zostata réwniez zwickszona dwukrot-
nie objetos¢ infuzji wektora do 1800pl na skorupe, przy stezeniu 2,6 x 10" vg / ml.
Wymienione powyzej czynniki sprawiaja, ze znacznie wzrastaja mozliwosci
pokrycia jak najwigkszego obszaru skorupy, w poréwnaniu do wczesniejsze-
go modelu zabiegu. Obecnie szacuje sig, ze $rednie pokrycie skorupy wynosi
woéwczas ponad 50%. Przejscie na dostep tylny oraz skrécenie trajektorii wpro-
wadzanej kaniuli przyczynia si¢ do skrécenia czasu zabiegu, a co za tym idzie
do zmniejszenia ryzyka powiklari pooperacyjnych [34].

S. PODSUMOWANIE

Ogolne rozwazania nad terapia genowa, w tym nad TG w PD trwaja od
kilku dekad. Przez lata podjetych zostato wiele prob jej stworzenia i wykorzy-
stania w praktyce. Jednakze dopiero na przestrzeni ostatnich 15-20 lat jej roz-
woj nabral znacznie szybszego tempa. Szczegdlnie w ostatnim czasie pojawiaja
si¢ artykuly donoszace o jej znakomitych efektach, dajac tym samym nadzieje
na poprawe stanu zdrowia i komfortu zycia 0séb chorych na PD. Warto le-
dzi¢ w najblizszym czasie doniesienia ze $wiata nauki, aby méc zaobserwowaé
dalsze losy terapii z wykorzystaniem AAV2-hAADC, zwlaszcza jej kolejne fazy
kliniczne, poniewaz wraz z nig dokonuje si¢ ogromny postep w leczeniu nie

tylko PD, ale réwniez innych choréb o naturze neurodegeneracyjne;.
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Abstrakt:

Czerniak jest nowotworem o wysokim stopniu zlosliwosci wywodzacym si¢ z neuroektoder-
malnych melanocytéw. Pomimo, ze stanowi 1-3% wszystkich zdiagnozowanych nowotwo-
réw u ludzi, to sam jest przyczyna 1,2%-1,4% zgonéw. Wykazuje tendencje do wezesnych
przerzutéw, zaréwno do okolicznych weztéw chlonnych, jak i odleglych miejsc, takich jak
pluca i mézg. Majac na uwadze jego dynamiczne tempo wzrostu i wczesne przerzuty, czer-
niak jest jednym z najgorzej rokujacych nowotworédw i jednoczesnie najtrudniejszym
w leczeniu. Do tej pory leczenie opieralo si¢ na radykalnym wycigciu nowotworu wraz
z marginesem tkanek niezmienionych, biopsji wezta wartowniczego oraz chemioterapii, kté-
ra to charakteryzuje si¢ niska odpowiedzia ze strony pacjentéw, niewielkimi korzysciami
w wydluzeniu przezycia, a u 15%-20% oséb, nawrotami i wznowieniem choroby. Dzie-
ki nowemu spojrzeniu i zrozumieniu podstaw molekularnych oraz onkogennej sygnalizacji
tego nowotworu, mozliwe bylo stworzenie i wprowadzenie na rynek nowych lekéw. Specy-
ficzne inhibitory mutacji BRAFV600 i MEK (dabrafenib-2013, vemurafenib-2011, trame-
tynib-2013) zrewolucjonizowaly leczenie pacjentéw z nieoperacyjnym przerzutowym czer-
niakiem. Niedawne odkrycie roli czasteczek immunologicznych punktéw kontrolnych (PD1,
PD-L1, CTLA-4 - Nagroda Nobla w 2018 r.) doprowadzito do opracowania przeciwcial
monoklonalnych jako inhibitoréw punktéw kontrolnych ukladu odporno$ciowego (ipili-
mumab-2011, pembrolizumab, niwolumab-2014). Nowoczesna immunoterapia w ostatnich
latach stala si¢ czwartym (obok chirurgii, chemio- i radioterapii) filarem systemowego leczenia
czerniaka, ktéry polega na promowaniu skutecznej przeciwnowotworowej odpowiedzi ukla-
du immunologicznego, co przyczynia si¢ do osiagniecie wieloletnich przezy¢ wsréd pacjentéw
z rozsianym czerniakiem. Pierwszym onkolitycznym, genetycznie zmodyfikowanym wirusem
opryszezki pospolitej typu 1 zatwierdzonym do leczenia czerniaka jest Talimogene laherpare-
pvec (T-VEC - 2015), prowadzi on do lizy komérek nowotworowych i uwolnienia specyficz-
nych antygenéw. Obecnie trwaja intensywne badania nad szczepionka przeciwko czerniakowi.

Stowa kluczowe: czerniak, BRAF, MEK, immunoterapia
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Abstract:

Melanoma is a high-grade malignancy neoplasm derived from neuroectodermal melanocytes.
Despite the fact that accounts for 1-3% of all diagnosed human cancers, it alone accounts for
1.2% -1.4% of deaths. It shows a tendency towards early metastasis both to nearby lymph no-
des and to distant places such as the lungs and brain. Due to its dynamic growth rate and early
metastasis, melanoma is one of the worst-prognostic cancers and one of the most difficult treat.
So far, the treatment was based on radical tumor cut outs along with the margin of unchanged
tissues, sentinel node biopsy and chemotherapy which is characterized by a low patient response,
lictle benefit in prolonging survival, and in 15%-20% of cases, relapse and recurrence of the
disease. With a new perspective and understanding of the molecular basis and oncogenic signa-
ling of this tumor, it has been possible to develop and introduce to market new drugs. Specific
mutations inhibitors - BRAFV600 and MEK (dabrafenib-2013, vemurafenib-2011, trameti-
nib-2013) revolutionized the treatment of patients with inoperable metastatic melanoma. The
recent discovery of the role of immune checkpoint molecules (PD1, PD-L1, CTLA-4 - Nobel
Prize 2018) has led to the development of monoclonal antibodies as immune checkpoint inhi-
bitors (ipilimumab-2011, pembrolizumab, nivolumab-2014). In recent years, modern immu-
notherapy has become the fourth (next to surgery, chemotherapy and radiotherapy) pillar of the
systemic treatment of melanoma which consists in promoting an effective anti-tumor response
of the immune system, which contributes to the achievement of long-term survival among
patients with disseminated melanoma. The first oncolytic genetically modified herpes simplex
virus type 1 approved for the treatment of melanoma is Talimogene laherparepvec (T-VEC -
2015). It leads to the lysis of tumor cells and the release of specific antigens. The melanoma
vaccine is currently being intensively researched.

Keywords: melanoma, BRAF, MEK, immunotherapy

1. WSTEP

Czerniak jest nowotworem wywodzacym si¢ z melanocytéw, kedre lokali-
zujg si¢ w naskérku, mieszkach wlosowych, blonie §luzowej, oponach mézgo-
wych i warstwie naczyniowej oka [1]. Czerniaki moga powsta¢ na dowolnym
obszarze anatomicznym zajmowanym przez melanocyty [2]. Wigkszo$¢ jednak
dotyczy skéry (okoto 91,2% przypadkéw), okoto 4% przypadkéw to czerniaki
wystepujace w regionach o niskiej ekspozycji na promieniowanie UV, takich
jak blona naczyniowa oka, blona §luzowa przewodu pokarmowego i ukladu
moczowo-plciowego oraz opony mézgowe [2-5]. Czerniak blony sluzowej jest
najrzadszym podtypem czerniaka, obejmujacym 1,3% wszystkich przypad-
kéw. Czerniak akralny wywodzi si¢ ze skéry nieowlosionej, takiej jak dlonie,
podeszwy lub paznokcie palcéw rak i nég [4]. Czerniak niezwiazany ze skéra
ma gorsze rokowanie, co zwiazane jest z opdznionym rozpoznaniem guza pier-
wotnego, agresywnym charakterem i duza czgsto$cia nawrotéw po leczeniu [5].
Na poziomie profili mutacji genetycznych zdefiniowano cztery rézne gene-
tycznie podtypy czerniaka: czerniaki z mutacja BRAF (okolo 50% wszystkich
czerniakéw), RAS (okolo 25%), NF1 (okoto 15%), potréjny czerniak typu
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dzikiego (,potréjny typ dziki”) bez mutacji w wyzej wymienionych genach
(okoto 10%). Stopient zaawansowania czerniaka zalezy od grubosci guza i zaje-
cia wezkéw chlonnych i/lub innych narzadéw. System TNM American Joint
Commission on Cancer jest najczgéciej stosowanym systemem klasyfikowania
zaawansowania czerniaka, ktory laczy cechy histologiczne guza pierwotnego
(T), obecnos¢ i rozleglos¢ choroby regionalnych wezkéw chlonnych (N) oraz
obecnos¢ i rozleglos¢ przerzutéw odleglych (M). Stopniowanie jest niezwy-
kle wazne, poniewaz daje klinicystom narzedzia do oceny rokowania pacjenta
i ustalenia schematu leczenia, ktdéry zapewni pacjentowi najlepsza mozliwa szan-
s¢ na wyzdrowienie lub przedluzenie przezycia [6,7]. Ryzyko zajecia weztéw
chonnych wzrasta wraz z gruboscia guza o okolo 2-5% dla glebokosci Breslo-
wa < 1,00 mm. 5-letnie przezycie w przypadku choroby w stadium IIIA, I1IB
i IIIC wynosi odpowiednio 78%, 59% i 40%. Pacjenci z odleglymi przerzu-
tami do skéry, tkanki podskérnej i wezkéw chlonnych (M1a), przerzutami do
ptuc (M1b) i pozaplucnymi przerzutami do trzewi (M1c) maja roczne wskaz-
niki przezycia wynoszace odpowiednio 62%, 53% i 33% [8]. Gléwna przyczy-
na $mierci pacjentdw z czerniakiem sg rozlegle przerzuty do narzadéw, takich
jak watroba, pluca, mézg, kosci i uklad limfatyczny [9]. Sredni czas przezycia
w czerniaku z przerzutami w IV stopniu zaawansowania AJCC wynosi okoto
8 miesiecy (+ 2 miesiace), a tylko okolo 10% chorych przezywa > 5 lat od
rozpoznania [10]. Rokowanie w czerniaku jest wprost proporcjonalne do gle-
bokosci nowotworu, ktdra z kolei zwigksza si¢ w czasie, dlatego tak wazne
jest wezesne wykrycie [11]. Samobadanie skéry ma duzy potencjat jako prosta
i wygodna metoda badania przesiewowego. W 1985 roku opracowano kryteria
LABCD”. Skr6t ABCD oznacza ,A” - asymetrig, ,B” - nieregularno$¢ granic,
,C” - zréznicowanie barwne, ,D”- §rednice> 6 mm. Pézniej dodano litere ,E”
oznaczajaca ewolugje, ktora jest szczegblnie wazna w diagnostyce czerniakéw
guzowatych. Kierujac si¢ tymi kryteriami, czulo$¢ samobadania skéry waha
si¢ od 57% do 90%. Innym paradygmatem jest znak ,brzydkiego kaczat-
ka”. Opiera si¢ na przekonaniu, ze zmiana pigmentowana ,wyglada inaczej niz
wszyscy jej sasiedzi” [11,12]. Czerniak jest uwazany za chorobe wspélczesna,
zaostrzang przez migracje ludzi o jasnej karnacji do obszaréw blizej réwnika,
mimo to byl juz znam w starozytnosci. Pierwszy udokumentowany przypadek
zostal odnotowany w V wieku przez Hipokratesa z Kos, ale wezesniejsze fizycz-
ne dowody czerniaka znaleziono w kosciach mumii prekolumbijskich, ktére
mialy okoto 2400 lat [6]. Tempo wzrostu na calym $wiecie jest znacznie wigk-
sze niz jakiegokolwiek innego nowotworu [3]. Swiatowa Organizacja Zdrowia

(WHO) szacuje, ze na calym $wiecie rocznie dochodzi do 66 000 zgondw
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z powodu raka skéry, z czego okoto 80% z powodu czerniaka [13]. Czgstosé
wystepowania czerniaka skéry rézni si¢ znacznie w poszczegélnych krajach,
a te rézne wzorce zachorowalnosci przypisuje si¢ réznicom w fenotypie raso-
wym skéry, a takze réznicom w ekspozycji na stofice [2]. W przeciwieristwie
do innych guzéw litych, czerniak dotyka gtéwnie ludzi mlodych i w §rednim
wieku. Mediana wieku w chwili rozpoznania wynosi 57 lat [11]. Starszy wiek
wiaze si¢ z wyzsza $miertelnoscia i jest on niekorzystng zmienng prognostycz-
na, niezalezng od grubosci guza, tempa mitozy, owrzodzenia czy stadium no-
wotworu [14]. Rozmieszczenie preferowanych miejsc wystepowania czerniaka
jest zalezne od plci: najczestszymi obszarami sa plecy u mezczyzn oraz rece
i nogi u kobiet [11]. Czerniak jest piatym co do czgstosci nowotworem wyste-
pujacym u mezczyzn i siddmym wsréd kobiet [2]. Czesto$é wystgpowania jest
bardzo zréznicowana réwniez w zaleznosci od rasy. Populacja rasy biatej ma
okolo 10-krotnie wigksze ryzyko rozwoju czerniaka skéry niz populacje rasy
czarnej, azjatyckiej czy latynoskiej [12].

1.1. Czynniki ryzyka

Czerniak powstaje w wyniku mutacji genetycznych w melanocytach [15].
Najbardziej znaczacym czynnikiem ryzyka rozwoju czerniaka jest ekspozycja
na promieniowanie ultrafioletowe, z racji jego silnego dziatania genotoksyczne-
go [11]. Promieniowanie UV-A indukuje ztosliwa transformacj¢ melanocytéw
w komérki nowotworowe poprzez wystapienie kilku mutacji wplywajacych
zaréwno na protoonkogen, jak i na geny supresorowe nowotwordéw (7P53,
NFI1, PTEN) [16]. Transformacja melanocytowa zachodzi poprzez sekwen-
cyjna akumulacj¢ zmian genetycznych i molekularnych [17]. Ryzyko rozwoju
czerniaka jest bezposrednio zwiazane z poziomem UV, zwlaszcza UV-B. Zna-
czacy wplyw ma wzér i czas ekspozycji na §wiatlo stoneczne. Istnieje istotna
dodatnia zalezno$¢ miedzy intensywng i przerywang ekspozycja na promienie
stoneczne, a zwigkszonym ryzykiem rozwoju czerniaka. Nie bez znaczenia po-
zostaje réwniez historia oparzen w dziecifistwie i okresie dojrzewania. Osoby
z >5 epizodéw oparzeni stonecznych wykazuja 2-krotnie wigksze ryzyko roz-
woju czerniaka w przysztoéci. Zwigkszone ryzyko dotyczy réwniez oséb ko-
rzystajacych z solariéw, niezaleznie od wieku. Ilo§¢ promieniowania UVA
wystepujacego podczas typowej sesji w solarium jest znacznie wyzsza od ekspo-
zycjipodczas zajeé na $wiezym powietrzu czy nawet podczas opalania [16,18,19].
Lézka opalajace zostaly sklasyfikowane jako czynnik rakotwoérezy przez Mig-
dzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem - IARC (International Agency for
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Research on Cancer) [20]. Istotne znaczenie ma tez ekspozycja na sztuczne
promieniowanie UV-A, stosowane jako fotochemioterapia w leczeniu tuszczy-
cy [11]. Okresowa ekspozycja i historia oparzeri stonecznych w dziecistwie
jest silnym czynnikiem predykcyjnym czerniaka tutowia i koficzyn. Natomiast
ciagla ekspozycja na promieniowanie i narazenie zawodowe predysponuje do
wystapienia czerniaka glowy i szyi. Czerniak jest choroba heterogenna, obej-
mujaca odmienne genetycznie typy, powstajace poprzez inne Sciezki przyczy-
nowe i wykazujace rézna podatno$¢ na promieniowanie UV. Mutacja BRAF
dotyczy 50% rozpoznanych czerniakéw i lokalizowana jest miejscach typo-
wych dla przerywanej ekspozycji na promieniowanie UV oraz u pacjentéw
z duza ekspozycja w dzieciistwie [2,21,22]. Czerniaki skéry chronicznie wy-
stawionej na dzialanie storica pojawiaja si¢ zwykle u 0séb w podesztym wicku
(> 55 lat), na obszarach takich jak glowa, szyja i okolica grzbietowa koriczyn
gérnych [16]. Konstytucyjnymi czynnikami ryzyka sa jasna karnacja, piegi,
liczne, dysplastyczne lub atypowe znamiona, zwigkszaja one ryzyko rozwo-
ju czerniaka o okolo 50% [2,11]. Duza liczba znamion pospolitych korelu-
je z 7-krotnie wigkszym ryzykiem [2]. Okolo 7-15% przypadkéw wystepuje
u pacjentéw z czerniakiem w wywiadzie rodzinnym [16]. Najczestszymi nie-
prawidlowosciami genetycznymi sa mutacje w genie inhibitora kinazy zaleznej
od cykliny 2A (CDKNZ2A), ktéra koduje dwa biatka supresorowe nowotwo-
réw, P16 i p14/ARF [3,11]. Dodatkowo, u pacjentéw z rodzinnymi zespota-
mi nowotworowymi, np. rodzinnym siatkéwczakiem, zespotem Li-Fraumeni
i zespotem Lyncha typu II, wystepuje wicksze ryzyko rozwoju czerniaka [11].
Coraz lepsze zrozumienie biologicznych uwarunkowan ewolucji i potencjal-
nych kierunkéw leczenia, moze prowadzi¢ do lepszej diagnostyki i wezesniej-
szego rozpoznawania zmian [16]. Odsetek wyleczen jest Scisle zwiazany ze
stopniem zaawansowana choroby. Wazne jest wczesne wykrycie i rozpocze-
cie leczenia [3]. Rozwdj i progresja czerniaka, podobnie jak prawie wszyst-
kich innych nowotworéw ztosliwych, opiera si¢ na nabyciu kolejnych zmian
w szlakach genowych, metabolicznych i molekularnych, ktérych zadaniem jest
regulacji funkeji komérek. Interakcje migdzy zmianami wewnatrzkomérko-
wymi, a czynnikami zewngtrzkomérkowymi, ktdre biorg udzial w aktywnosci
immunologicznej, sa odpowiedzialne za modulowanie progresji nowotwo-
ru. Pewne zmiany molekularne moga mie¢ wplyw na wrazliwos¢ nowotworu
wzgledem limfocytéw T, do takich zmian molekularnych naleza: wyciszenie
PTEN, aktywacja MAPK, zwickszona aktywno$¢ PI3K, aktywacja sygnalizacji
WNT/B-katenina, mutacje inaktywujace JAK1/2, uposledzenie sygnalizacji
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STAT1-3/STING/TBK1, zwickszone wskazniki niestabilnosci lub aneuplo-

idii chromosoméw, zmiany w prezentacji antygenu [23].
2. LECZENITE DOTYCHCZASOWE

W zaleznosci od lokalizacji, stadium i cech genetycznych nowotworu
mozemy wyrdznié: resekcje chirurgiczng, chemioterapie, radioterapie i te-
rapi¢ fotodynamiczng (PDT) [24].

2.1. Chirurgia

We wezesnym stadium czerniaka skuteczne jest leczenie chirurgiczne,
a wskazniki przezycia osiagaja wtedy wysokie wartosci. Znaczny ich spadek
koreluje z pojawieniem si¢ odleglych przerzutéw, a prawdopodobierstwo wy-
leczenia zmniejsza si¢ wraz z gruboscia guza i stopniem z jakim nacieka on
otaczajaca tkanke. Istotna zatem jest wezesna i prawidlowa diagnoza [3,6]. Le-
czenie chirurgiczne jest podstawowa opcja terapeutyczng u pacjentéw ze zlo-
kalizowanym czerniakiem pierwotnym w stadium I-IIIB lub bez regionalnych
przerzutéw do weztdéw chlonnych [10,24]. Wycigcie obejmuje guz i otaczajaca
tkanke [25]. Glgbokos¢ wycigcia sigga powiezi mig§niowej, a optymalna szero-
ko$¢ pozostaje nadal kwestia niejednoglosna. Zalecane sa szerokie i radykalne
marginesy wyciecia, obejmujace tkanki glebokie, aby zmniejszy¢ ryzyko wzno-
wy miejscowej i nawrotu choroby [3]. Wielko$¢ margineséw opierana jest na
grubosci guza wg Breslowa i wynosza one odpowiednio dla czerniaka in situ -
5 mm, dla guza <2 mm - 1 ¢cm, a dla guza > 2 mm - 2 cm [10,24]. W przy-
padku czerniaka zlokalizowanego na konczynach wyciecie powinno przebie-
ga¢ zgodnie z ich osig dtugg [25]. Dopuszczalne jest zmniejszenie wielkosci
wyciecia w celu zredukowania utraty tkanki i zminimalizowania koniecznosci
przeszczepu skory. Znajduje to zastosowanie w miejscach o waznym aspekcie
kosmetycznym, takie jak twarz, a takze dlonie, stopy, narzady plciowe i w po-
przek stawdéw [7]. Dane wykazuja, ze chirurgiczna resekcja opdzniona o wigcej
niz 90 dni, wiaze si¢ z wyzsza $miertelnoscig we wszystkich stadiach czerniaka
[25]. Patologiczna ocena grubosci guza pierwotnego (Breslow), wskaznik mito-
tyczny, owrzodzenie i zajecie regionalnych weztéw chlonnych stanowia waznie
wskazniki prognostyczne dla czerniaka [3]. Grubo$¢ guza pierwotnego jest sil-
nym predykatorem przezycia, 92% pacjentéw z czerniakiem T'1 (grubos¢ guza
<1 mm) po 10 latach nadal zylo, gdzie w przypadku czerniaka w stadium T4
bylo to zaledwie 50% pacjentéw [26]. Okolo 20% pacjentéw po pierwotnym
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leczeniu chirurgicznym do$wiadcza nawrotu z mediang przezycia ponizej 12
miesi¢cy bez zastosowania leczenia [3]. W przypadku wielu przerzutéw tranzy-
towych i satelitarnych w konczynach, gdzie miejscowe wycigcie okazatoby si¢
nieskuteczne lub zbyt rozlegle, stosowana jest izolowana hipertermiczna per-
fuzja koriczyn (ILP - isolated limb perfusion) lub izolowana infuzja koriczyn
(ILI - isolated limb infusion) z melfalanem i aktynomycyna D [25]. Ta metoda
polega na izolowaniu gléwnych naczyii w konczynie i ich kaniulowaniu, co
umozliwia dostarczanie $rodkéw terapeutycznych w wysokich dawkach, keére
moglyby wywolaé ogélnoustrojowa toksycznos¢ [26]. Hipertermia zwigksza
cytotoksyczno$¢ melfanu i jego wychwyt do komérek nowotworowych [27].
Do objawéw toksycznosci tej terapii zaliczamy obrzek limfatyczny, nieprawi-
dlowa czynno$¢ konczyn, zanik lub zwléknienie migéni, neuropati¢ (40-60%
pacjentdéw), uporczywy bél i nawracajace infekeje [25,26]. Wigkszo$¢ pacjen-
tow zglasza si¢ we wezesnym stadium czerniaka, dzigki czemu sama resekcja

chirurgiczna jest wystarczajaca [3].
2.2. Biopsja wezla wartowniczego

Zajecie weztdéw chlonnych i grubo$é guza sa niezaleznymi czynnikami pro-
gnostycznymi, pozwalajacymi okresli¢ stopien zaawansowania choroby nowo-
tworowej [3,25]. Do ustalenia stopnia zajecia okolicznych wezkéw chlonnych
stuzy biopsja wezla wartowniczego (SNB - sentinel node biopsy), ktéra polega
na usunigciu pierwszego wezta chlonnego w basenie limfatycznym, do ktérego
drenuje okolica ze zming nowotworowa oraz ocenie go pod katem obecnosci
komérek nowotworowych i utajonej choroby mikroprzerzutowej [7,25]. SNB
stosowana jest w celu rozpoznania wezesnych przerzutéw w okolicznych we-
zhach chlonnych. Wykonywana jest u pacjentéw o grubosci guza wg Breslowa
0,8-1,0 mm lub mniejszej niz 0,8 mm, ale z owrzodzeniem i wskaznikiem mi-
totycznym =1/mm?, sklasyfikowanym wg AJCC (American Joint Committee
on Cancer) jako czerniak T1b. Owrzodzenie zwigksza prawdopodobiedstwo
dodatniego wyniku SNB [25]. Przerzuty do weztéw chlonnych u pacjentéw
z czerniakiem < 1 mm wystepuja stosunkowo rzadko (dodatnie SNB stwier-
dza si¢ w 1%-5,6% przypadkéw). Prawdopodobieristwo dodatniego wyniku
SNB zwigksza si¢ wraz ze wzrostem grubosci guza wg Breslowa. Ujemny wynik
SNB rzadko wiaze si¢ z przerzutami do innych weztéw, niz wezet wartowni-
czy (£1%). Stwierdzenie obecnosci komérek nowotworowych w wezle war-
towniczym, wskazuje na dodatni wynik SNB, okreslane jest to jako stadium
ITIB/IIC czerniaka. Koreluje z ogélnie gorszym rokowaniem wraz z wigkszym
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ryzykiem choroby ogélnoustrojowej [26]. Zalecana wtedy jest kompletna lim-
fadenektomia zajetego basenu limfatycznego [6,7,26].

2.3. Chemioterapia

Identyfikacja przerzutéw odleglych ma ogromny wplyw na rokowanie,
dalsze postgpowanie i leczenie czerniaka [26]. Samo leczenie chirurgicznie
nie przynosi efektéw w przypadku czerniaka z licznymi przerzutami, w takim
przypadku terapia podstawowa jest chemioterapia jednoskladnikowa [6]. Za-
liczamy do niej $rodki alkilujace, takie jak dakarbazyna, temozolomid, nitro-
moicznik, analogi platyny i toksyny miktotubularne [15]. Mimo, iz czerniak
uwazany jest za nowotwdr oporny na chemioterapie, to jest ona stosowana
w jego leczeniu juz od ponad 3 dekad [15,28]. Pierwszym i jedynym lekiem
zatwierdzonym przez FDA (Food and Drug Administration, 1974 r.) do lecze-
nia przerzutowego czerniaka jest dakarbazyna (DTIC-5-[3,3-dimetylo-1-tria-
zenylo]-imidazolo-4-karboksyamid) [6,15,24]. DTIC to prolek i wymaga
konwersji w watrobie do aktywnego metabolitu 5-(3-metylo-1-triazeno)-imia-
zolo-4-karboksyamidu (MTIC) [28]. Wskazniki odpowiedzi po chemiotera-
pii dakarbazyng osiagaja wartosci 5-12%, a mediana przezycia wynosi 5-11
miesi¢cy [3,6,10]. 5-letnie przezycie uzyskuje zaledwie 2-6% pacjentéw [24].
Objawy toksycznos¢ chemioterapii obejmuja fagodne nudnosci i wymioty, za-
hamowanie czynnosci szpiku kostnego, zmeczenie. Mimo niskiej skutecznosé,
dakarbazyna do 2011 roku pozostawala standardows i jedyna opcja terapeu-
tyczng czerniaka przerzutowego [15]. Temozolomid to doustny analog da-
karbazyny, ktéry réwniez przeksztalca si¢ do MTIC, ale w przeciwieristwie do
DTIC spontanicznie, nicenzymatycznie, bez konwersji w watrobie, zwigksza
to jego biodostgpnos¢. Latwo przenika przez barier¢ krew-mézg, co moze
wigzaé si¢ z jego potencjalnym zapobieganiem lub leczeniem przerzutéw do
moézgu [15,28]. Nie udowodniono przewagi terapii temazolomidem nad da-
karbazyna, dlatego wybér leku jest dokonywany na podstawie korzystniejszej
drogi podania, ceny lub obecnosci przerzutéw w moézgu [15]. Przyczyna tak
duzej opornosci na chemioterapig jest oporno$¢ komérek nowotworowych
czerniaka na apoptoze. Mimo to chemioterapia pozostaje waznym i podstawo-
wym leczeniem paliatywnym pacjentéw ze zmianami w IV stadium zaawanso-
wania [15,24]. Stosunkowo niska aktywno$¢ przeciwnowotworowa $rodkéw
stosowanych w monchemioterapii spowodowala wprowadzenie kombina-
gji lekéw cytotoksycznych, w celu poprawy wskaznikéw odpowiedzi i prze-

zycia catkowitego [15,28]. Jednak chemioterapia skojarzona zwigzana jest z
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wyzsza, toksycznoscig i moze dawad niewiele wyzsze lub bardzo poréwnywalne
odpowiedzi do monoterapii dakarbazyng [15]. I chociaz chemioterapia nie
prowadzi do trwalych odpowiedzi, byta ona jedynym sposobem leczenia do
2011 roku [29]. Dopiero ostatnia dekada przyniosta bezprecedensowy postep

w leczeniu zaawansowanego czerniaka [3].
2.4 Radioterapia

Radioterapia i jej skuteczno$¢ w leczeniu czerniaka budzi rozbiezno$é.
Eksperymenty wykazaly duza, wzgledna oporno$¢ komoérek czerniaka na
promieniowanie, co wigzalo si¢ z niska skutecznoscig i powaznymi skutkami
ubocznymi, a stosowanie wickszych dawek powodowalo niszczenie réwniez
normalnych tkanek. Zaobserwowano zalezno$¢ miedzy skutecznoscia radio-
terapii, a typem mutacji w czerniaku. 60% lini komérkowych charakteryzuja-
cych si¢ wysoka radioopornoscia wykazalo mutacj¢ BRAF. Mimo to radiote-
rapia odgrywa kluczows role w leczeniu paliatywnym. Znajduje zastosowanie
w leczeniu bélu lub ucisku rdzenia kregowego w przerzutach do kosci, krwa-
wieniach skdry, przerzutach do weztéw chlonnych, krwawieniach z oskrzeli
[3]. Najczgstszym miejscem przerzutéw czerniaka i jednoczes$nie odpowie-
dzialnym za wysoka $miertelno$¢ jest mézg, Radioterapia jest podstawa opcja
leczenia przerzutéw do mézgu. Pacjenci poddani radioterapii przezywali 1,3
miesiaca dhuzej niz pacjenci poddani wylacznie obserwacji (3,4 vs 2,1 miesia-
ca). Do objawéw toksycznosci zwiazanych z napromieniowaniem zaliczamy:
deficyty poznawcze, chorobg naczynn mézgowych, dysfunkcje neuroendokryn-
na i wodoglowie z normalnym cisnieniem [26]. Jedna z wazniejszych korzy-
§ci radioterapii jest efekt pozamiejscowy (efekt abskopalny), ktéry polega na
wywolaniu odpowiedzi zaréwno w miejscu napromieniowania, jak i w odle-
glych miejscach wystgpowania komérek nowotworowych [27]. Efekt abscopal
odnotowano w przypadku kilku nowotworéw zlosliwych, w tym w czerniaku
zodliwym lub niedrobnokomérkowym raku pluc. Termin ,abskopal” (z tac.

»ab” — z dala od, ,scopus” — cel) zostal uzyty po raz pierwszy w 1953 roku
do opisania obserwowanego efektu terapeutycznego w miejscu anatomicznym,
ktére pierwotnie nie zostalo napromieniowane. Polega on na napromienianiu
obszaru guza, a nastgpnie regresja réwniez w odleglych obszarach nienapro-
mieniowanych. Od najwczesniejszych obserwacji tego zjawiska postawiono
hipoteze, ze lokalne promieniowanie wyzwala ogélnoustrojowa odpowiedz
immunologiczng. Efekt jest obserwowany réwniez w innych rodzajach lecze-

nia miejscowego, takich jak elektroporacja lub wstrzyknigcie doguzowe [30].

159



PAULINA REDEL, ANETA RASINSKA, NATALIA TREDOTA, KINGA DWORAK

2.5. Terapia fotodynamiczna PDT

Obiecujaca terapia uzupelniajaca u pacjentéw paliatywnych z czernia-
kiem w III lub IV stadium zaawansowania jest terapia fotodynamiczna (PDT)
[24]. PTD wymaga obecnosci fotouczulacza, ktéry wchlania si¢ do tkanki
nowotworowej, zrédla swiatta o odpowiedniej dlugosci fali, ktére wzbudza
i aktywuje fotouczulacz oraz tlenu. Wazne jest, aby fotouczulacz wykazywal
maksymalnie intensywne pasma absorpcji w oknach transmisyjnych. W wy-
niku reakgji fotochemicznej tworzone sa reaktywne formy tlenu (RFT), ktére
powoduja nicodwracalne i wysoce selektywne niszczenie komérek nowotwo-
rowych, w sposéb bezposredni poprzez apoptoze lub nekroze oraz w sposéb
posredni przez niszczenie mikrounaczynienia guza, co prowadzi do jego mar-

twicy [31].
3. DOTYCHCZASOWA TERAPIA BIOLOGICZNA

Pierwsze powiazanie nowotworu z ukladem odporno$ciowym miato miej-
sce w XIX wieku [24]. Badania przedkliniczne i kliniczne ukazaly podatnos¢
komérek nowotworowych czerniaka na terapie, ktérej celem jest stymulacja
wlasnego ukladu odpornosciowego do walki z nowotworem [15]. Na podsta-
wie tych obserwacji, immunoterapia stala si¢ obiecujaca opcja terapeutyczna

dla pacjentéw z czerniakiem przerzutowym [24].
3.1. Interleukina 2

II-2 jest limfoking zatwierdzona przez FDA w 1998 roku do leczenia
przerzutowego czerniaka. Stymuluje ona proliferacj¢ i ekspansje efektorowych
komérek T, komérek NK, komérek Treg oraz wyzwala uwolnienie INF-gam-
ma i TNF-alfa [15,24]. Terapia wysokodawkowa IL-2 HD zapewnia trwa-
fe korzysci, ale wykazuje powazng toksycznos$¢ i wymaga intensywnej opieki
szpitalnej [10]. ORR pacjentéw leczony IL-2 wynidst 16%, z czego 60% pa-
¢jentéw wykazalo pelng i trwaly odpowiedz, a 44% po 5 latach nadal zylo.
U zadnego z pacjentéw po 5 latach nie nastapita progresja, a u 0séb u keérych
doszto do nawrotu, resekcja chirurgiczna przyniosta zamierzony skutek. Le-
czenie 11-2 wymaga hospitalizacji z monitorowaniem stanu pacjenta [15]. Do
objawdw toksyczno$¢ zaliczamy goraczke, niedocisnienie, posocznice, tachy-
kardie, obrzgki obwodowe, przemijajaca niewydolnos¢ wielonarzadowa, ska-

pomocz, przeciazenie objetosciowe, majaczenie i wysypke [15,24,33]. Ryzyko
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$mierci wynosi 1-2% [7]. Liczne powiklania wielonarzadowe ograniczaja t¢ te-
rapie do mlodszych pacjentéw w dobrym stanie ogélnym [32]. Aby zmniejszy¢
toksycznos¢ uktadowej terapii IL-2 i zwigkszy¢ jej miejscowe efekty, stosowane
jest podanie jej bezposrednio do zmiany nowotworowej [27]. Pozwala to na
uzyskanie wysokich stezeri w bezposrednim sasiedztwie guza [32]. Do zdarzen
niepozadanych tej metody zaliczamy bél w miejscu wstrzykniecia, miejscowy
stan zapalny, goraczke, objawy grypopodobne, zmeczenie, nudnosci i wymioty
[26]. Society for Immunotherapy for Cancer (SITC) w czerniaku z mutacjg
typu dzikiego BRAF w IV stadium zaawansowania zaleca terapi¢c HD IL-2
jako leczenie pierwszego rzutu [32].

3.2. Interferon a

Interferony maja dzialanie zaktcajace replikacje wirusa i odgrywaja waz-
ng role w aktywnosci immunomodulujacej, przeciwangiogennej, przeciwpro-
liferacyjnej, proapoptycznej i przeciwnowotworowej, indukujac komérki T,
limfocyty B, komérki NK i komérki dendrytyczne [24]. Interferon alfa-2b
zostat zatwierdzony przez FDA w 1995 roku do leczenia uzupehniajacego po
resekcji czerniaka wysokiego ryzyka w stadium IIB/III [15,24]. Opéznia on
i zmniejsza ryzyko nawrotu choroby oraz ryzyko odlegly przerzutéw i zgonu,
odpowiednio 0 25% i 31% , ale tylko mala cz¢$¢ pacjentéw reaguje na to le-
czenie. Czynnikiem predykcyjnym wrazliwosci na INF jest owrzodzenie guza
[3,24,26]. Do objawéw toksycznosci tej terapii zaliczamy goraczke, dreszcze,
zmgeczenie, béle migsni, zaburzenia psychokognitywne i zdarzenia autoimmu-
nologiczne [15]. INF-a opéznia nawrét choroby nowotworowej, ale ma nie-
wielki wplyw na przezycie catkowite [3]. Kolejnym lekiem jest pegylowany
IFN-0-2b, czyli INF a-2b polaczony wigzaniem kowalencyjnym z glikolem
polietylenowym. W takiej kombinacji wykazuje dluzszy okres péttrwania,
wicksza biodostepnos¢ i lepsze dzialanie terapeutyczne. Zostal zatwierdzony
przez FDA w 2011 roku. Stosowany jest jako terapia uzupelniajaca u pacjen-
téw chorych na czerniaka w stadium III, z mikroskopowym lub makroskopo-
wym zajeciem wezkéw chlonnych w ciagu 84 dni od resekgji chirurgicznej lub
catkowitej limafadenektomii. Wsrdd zdarzen niepozadanych terapii pegylowa-
nym IFN-0-2b mozemy wyrézni¢ toksyczno$é watroby stopnia 1, neutropenie,
wysypke skorng i niedokrwisto$¢ [24].
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4. INNOWACYJNA TERAPIA BIOLOGICZNA

W ciagu ostatniej dekady nastapil ogromny przelom w leczeniu przerzu-
towego czerniaka. Zwiazane to bylo z poglebieniem wiedzy na temat patofi-
zjologii i roli uktadu odporno$ciowego w walce z nowotworami. Wykazano, ze
uktad immunologiczny stanowi bezpieczny cel terapeutyczny dla guzéw litych,
w tym réwniez czerniaka, co doprowadzito do opracowania i zatwierdzenia kil-
ku immunoterapii [24,34]. Czerniak, ktérego antygeny byly jednymi z pierw-
szych zidentyfikowanych i sklasyfikowanych antygenéw nowotworowych,
a sam znajduje si¢ od lat w czotéwce badad immunoonkologicznych, postuzyt
jako modelowy nowotwér do zrozumienia odpowiedzi przeciwnowotworowej
[35]. Charakteryzuje si¢ wysokim stopniem mutagennym oraz szybko roz-
wijajacymi si¢ mechanizmami unikania odpowiedzi immunologicznej przez
jego komérki. Pacjenci maja uposledzong odpowiedz przeciwnowotworowa,
prowadzaca do tolerancji immunologicznej guza i jego mikrosrodowiska, co
sprzyja progresji choroby [5,6]. Immunoterapia skutecznie pokonuje t¢ supre-
sj¢, przez co wywarla ona najwickszy wplyw na leczenie czerniaka w ostatnich
dziecigciu latach, finalnie doprowadzajac do zatwierdzenia inhibitoréw kinazy
tyrozynowej i inhibitoréw immunologicznego punktu kontrolnego. Otworzo-
no tym sposobem innowacyjng er¢ ukierunkowanej terapii przeciwnowotwo-
rowej opartej na immunologii i mutacjach nowotworéw [5,6,16]. Przed 2010
rokiem zaawansowany czerniak mial fatalne rokowania z mediana catkowitego
przezycia 6-9 miesi¢cy oraz 20% przezyciem 2 letnim. Przez wiele lat standar-
dem leczenia byta tylko chemioterapia dakarbazyna [36]. Nowe terapie maja

na celu stymulacje¢ ukladu odpornosciowego do walki z czerniakiem [6].
4.1 Inhibitory punktéw kontrolnych

Manipulowanie punktami kontrolnymi ukladu immunologicznego
odbywa si¢ za pomocy przeciwcial przeciwko cytotoksycznemu antygenu
limfocytéw T 4 (CTLA-4), programowanej $mier¢ 1 (PD-1) lub ligandu
programowanej $mierci 1 (PD-L1/L2) [6].

Inhibitory CTLA-4

Cytotoksyczny antygen limfocytéw T (CTLA-4) nalezy do nadrodziny
immunoglobulin CD28:B7, fizjologicznie jest wyrazany na powierzchni regula-
torowych limfocytéw T (Treg), ktérych zadaniem jest hamowanie nadmiernej
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stymulacji ukfadu immunologicznego [5,15]. Po raz pierwszy zostal opisany
w 1987 roku [29]. Jego ligandami s3 CD80 (B7.1) i CD86 (B7.2), znajdujace
si¢ na komérkach prezentujacych antygen APC [37]. W 1970 roku Bretscher
i Cohn zaproponowali model ,,dwéch sygnatéw” akeywacji limfocytéw T, gdzie
petna aktywacja wymaga zaréwno zaangazowania receptora komérek T (TCR),
jak i sygnatu kostymulujacego, zapewnionego przez zwiazanie B7 na APC
z CD28 na koméree T [38]. CTLA-4 jako homolog CD28 wyprzedza to wia-
zanie, w taki sposéb hamuje aktywacje i proliferacje komérek T [10,37,38,39].
Prowadzi to do anergii limfocytéw i ucieczki immunologicznej, umozliwiajac
w ten sposdb wzrost guza [40]. Jako inhibitor krytycznego punktu kontrolne-
go oraz negatywny regulator, CTLA-4 hamuje dodatnie sygnaly przekazywane
do limfocytéw T, kontroluje funkeje efektorowe, zapobiegajac w ten sposob
autoimmunizacji i umozliwiajac tolerancj¢ na wlasne antygeny [5,15]. Dowo-
dy przedkliniczne dostarczyly informacji o mozliwosci wykorzystania go jako
podejscia do kontrolowania naturalnych odpowiedzi immunologicznych [41].
Blokada CTLA-4 pozwala na zniesienie jego hamujacego wplywu i bezsprzecz-
ng aktywacj¢ limfocytéw T, przerywajac tolerancje na antygeny guza [27]. Po
raz pierwszy zostal przetestowany na mysich modelach raka, w tym réwniez
na raku prostaty, piersi i chfoniaku. Myszy, ktérym weczesniej przeszczepiono
stabo immunogenng lini¢ komérek czerniaka, wykazaly do 80% wyleczenia
po zastosowaniu przeciwcial anty-CTLA-4 ze szczepionka GM-CSF [41].
Ipilimumab (humanizowane przeciwcialo monoklonalnym) jest pierwszym
i jedynym lekiem anty-CTLA-4 zatwierdzonym w lipcu 2011 r. przez Agencje
Zywnos'ci i Lekéw, FDA do leczenia zaawansowanego czerniaka [24]. Hamuje
on wigzanie antygenu CTLA-4 limfocytéw T z ligandem. Wykorzystuje natu-
ralng zdolnos¢ organizmu do eliminacji nowotworu za pomoca ukfadu immu-
nologicznego, przez zwigkszenie produkcji prozapalnych cytokiny, klonalna
ekspansj¢ komoérek T i infiltracje guza [24,42]. Mimo zwigkszania aktywno-
$ci immunologicznej i odpowiedzi przeciwnowotworowej przez ipilimumab,
moze on réwniez fama¢ tolerancje immunologiczna na wlasne antygeny i po-
wodowa¢ liczne, autoimmunologiczne skutki uboczne (irAE). irAE wstepuja
u 72% pacjentéw leczonych ipilimumabem, przy czym zdarzenia niepozadane
o duzym stopniu ztosliwosci stanowia 24% [37]. Do dziataii niepozadanych
3 14 stopnia o podozu immunologicznym naleza objawy toksycznosci ze stro-
ny przewodu pokarmowego (16% - zapalenie jelit, zapalenie okreznicy, zapale-
nie watroby), uktadu endokrynologicznego (8,5%), zapalenie skéry i zapalenie
przysadki (1,5%) [5,15,24]. Dodatkowo zmeczenie (6,9%), duszno$¢ (3,9%),
niedokrwisto$¢ (3,1%), zmniejszenie apetytu (1,5%) i wysypka (0,8%) [21].
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U okolo 1 na 10 pacjentéw moze wystapi¢ cigzka toksycznos¢ o podtozu im-
munologicznym, zagrazajaca zyciu, wymagajaca leczenia kortykosteroidami
o dziataniu ogélnoustrojowym i/lub innymi lekami immunosupresyjnymi
[3,5]. Przerwanie leczenia w trakcie badan z powodu zdarzen niepozadanych
nastapito u 52% pacjentéw leczonych ipilimumabem, natomiast zgon wysta-
pitu 1% chorych [5]. Zauwazono, ze czgstos¢ zdarzen niepozadanych koreluje
z odpowiedzig kliniczna, zalezy od dawki i schematu leczenia [26,40]. Biorac
pod uwage znaczny odsetek irAE, kliniczne zastosowanie ipilimumabu jest
trudne i wymaga starannego monitorowania i niezwlocznego zwracania uwa-
gi na potencjalne zdarzenia niepozadane [43]. Reakcje na przeciwciala anty-
-CTLA-4 maja opdzniony poczatek, a jedna z charakterystycznych cech tej
terapii jest wstapienie u 5-10% pacjentéw pseudoprogresji [15,37]. Z tego
powodu kliniczna ocena odpowiedzi na leczenie moze by¢ trudna, a czgstosé
wystgpowania tego zjawiska moze by¢ jednak niedoszacowana, ze wzgledu na
jego efemeryczny charakter i czesta lokalizacje w trzewnych zmianach prze-
rzutowych, ktére ocenia si¢ jedynie na podstawie badan obrazowych co 2-3
miesiagce [44]. Zjawisko to polega na zwigkszaniu rozmiaru juz istniejacych
lub pozorny rozwdj nowych zmian. Jednak w przypadku kontynuacji lecze-
nia, finalnie obserwowane jest zmniejszenie wielkosci guza [36]. Pozorny
wzrost masy guza w przypadku istniejacych zmian moze oznacza¢ ciagle po-
wigkszanie masy guza do czasu wytworzenia dostatecznie silnej odpowiedzi
immunologicznej lub infiltracj¢ aktywowanych immunologicznych komérek
efektorowych, co prowadzi do widocznego zwigkszenia rozmiaru zmiany. Po-
jawienie sic nowych zmian chorobowych moze odzwierciedla¢ infiltracje ak-
tywowanych komérek odpornosciowych do wezesniej istniejacej zmiany, ale
zbyt malej lub nieaktywnej, aby mozna jg bylo wykry¢ radiologicznie podczas
wstepnej oceny [45]. Chociaz czgsto$¢ wystgpowania pseudoprogresji jest sto-
sunkowo niska, to duza trudnoscia dla lekarzy jest rozréznienie pseudopro-
gresji z postgpujaca chorobg [36]. Odkrycie ipilimumabu uznano za przetom,
byl pierwszym lekiem poprawiajacym wskazniki przezycia w zaawansowanym,
przerzutowym czerniaku. Jednym z pierwszych przedstawionych efektéw jego
stosowania (w dawce 3 mg/kg masy ciala) byla regresja guza u 2 z 17 pacjen-
téw z czerniakiem. To dato poczatek dalszym badaniom nad tym lekiem [39].
Migdzynarodowe wieloo$rodkowe badania wykazaly zwickszone przezycie
(10,1 miesiaca) u pacjentéw leczonych ipilimumabem, w poréwnaniu z 6,4
miesiagca w ramieniu kontrolnym [3]. Zaobserwowano réwniez trwale przezy-
cie do 10 lat u 20% pacjentéw z czerniakiem w IV stadium zaawansowania [6].

Ipilimumab znaczaco poprawia wskazniki przezycia w czerniaku z przerzutami,
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ktére do tej pory nie zostaly osiagnicte Zadng wezesniejsza terapia [5]. Bar-
dziej imponujace od korzysci w zakresie $redniego przezycia pacjentéw, byto
utrzymanie efektéw terapeutycznych przez ponad 2 lata w 18% przypadkéw,
nawet przy wstrzymaniu leczenia, co wskazuje na przypuszczenie o mozliwej
reedukacji ukladu odpornosciowego, ktéra pozwolitby na kontrolowanie guza
[46]. Zbiorcze analizy prospektywne i retrospektywne potwierdzity mozliwosé
dtugotrwalego przezycia pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem leczonych
ipilimumabem [37]. Oprécz udokumentowanej aktywnosci w przerzutowym
czerniaku, ipilimumab wykazal aktywnos¢ kliniczng w kilku dodatkowych
typach nowotworéw, w tym w raku nerkowokomérkowym, raku phuc i pro-
staty [43]. Czestym powiklaniem guzéw litych, w tym czerniaka, sa przerzuty
do moézgu. Pozostaja one gléwna przyczyna powiklan neurologicznych i zgo-
néw. Czerniak ma jedna z najwigkszych sktonnosci do przerzutéw do mézgu,
a w momencie rozpoznania juz ponad jedna trzecia pacjentéw z zaawanso-
wanym czerniakiem, ma przerzuty do mézgu. W przypadku pacjentéw z za-
awansowanym czerniakiem, u ktérych wystapia przerzuty do OUN, rokowa-
nie jest szczeg6lnie zte, z mediana catkowitego przezycia wynosi od 4 do 5
miesiecy i tylko 5% przezywa >5 lat [38,47]. Wykazano, ze ipilimumab oraz
pembrolizumab wykazuja dzialanie przeciw przerzutom czerniaka do moézgu,
gdy kazdy $rodek jest stosowany indywidualnie w monoterapii. Odpowiedzi
wewnatrzczaszkowe byly obserwowane u ponad polowy leczonych pacjen-
téw, a aktywno$¢ wewnatrzczaszkowa byla poréwnywalna z aktywnoscia ze-
wnatrzczaszkowy [47]. Tremelimumab jest kolejnym ludzkim przeciwciatem
monoklonalnym (IgG2) anty-CTLA-4. W badaniu III fazy poréwnano mo-
noterapi¢ tremelimumabem z dakarbazyna lub temozolomidem, mimo obie-
cujacych wstepnych wynikéw w fazie I i II, ostatecznie nie wykazal zadnej
znaczacej przewagi, a badanie zostalo wstrzymane w fazie III [27,34]. Przy-
szte badania kliniczne prawdopodobnie zajma si¢ opracowaniem i weryfikacja
biomarkeréw predykcyjnych, umozliwiajac identyfikacje podgrupy pacjentéw,
ktéra z najwickszym prawdopodobieristwem odniesie korzysci kliniczne z le-
czenia przeciwcialami anty CTLA-4 [43].

Inhibitory PD-1i PD-L1

Receptor programowanej $mierci komérki-1 (PD-1, CD279) nalezy do
rodziny receptoréw CD28/CTLA-4, jest receptorem hamujacym, konstytu-
tywnie wyrazanym na aktywowanych limfocytach T CD8+, limfocytach T
CD4+, limfocytach B, monocytach i komérkach NK [5,32,34]. Zostat po raz
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pierwszy opisany przez japoniskich naukowcéw w 1992 r. Nazwa wywodzi si¢
od jego izolagji przez hybrydyzacj¢ subtraktywna limfocytéw T podlegajacych
zaprogramowanej $mierci komérkowej [48]. Do tej pory zidentyfikowano 2
ligandy receptora PD-1: PD-L1(B7-H1, CD274) i PD-L2 (B7-DC, CD273),
sa one szeroko wyrazane w réznych tkankach [5]. PD-L1, kt6ry zostat opisany
w 2000 r., ulega ekspresji w wielu nowotworach, w tym czerniaku, a takze
na komérkach szpikowych, nablonkowych, komérkach prezentujacych anty-
gen APC, $rédblonku, makrofagach, i fibroblastach. Interakcja migdzy PD-1
i PD-L1/PD-L2 hamuje proliferacje cytotoksycznych limfocytéw T CD8+,
indukuje anergi¢ komoérek T i sprzyja ich réznicowaniu do limfocytéw Treg,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do immunosupresji [5,34,48]. Wysoki poziom
ekspresji PD-1 stwierdza si¢ w niefunkcjonalnych limfocytach T w kontekscie
przewlektego zakazenia lub progresji nowotworu, jest charakterystycznym ob-
jawem ,wyczerpanych” limfocytéw T, ktére doswiadczyly znacznego poziomu
stymulagcji lub zmniejszonej pomocy limfocytéw T CD4+ [49]. Komérki no-
wotworowe wykorzystuja o§ immunologiczna skladajaca si¢ z PD-1 i PD-L1/
L2 na swojg korzys¢, jako negatywny regulator odpowiedzi immunologicznej.
Czerniak byl jednym z pierwszych guzéw litych, w ktérym wykryto ekspresje
PD-L1, a jego podtypy réznia si¢ poziomem ekspresji tego biatka (62% czer-
niak skéry, 44% czerniak blony $luzowej, 31% czerniak okolicy akralnej) [4].
Wysoka ekspresja PD-L1 na komérkach nowotworowych koreluje ze ztym
rokowaniem [5]. Wskazano réwniez na zalezno$¢ miedzy wysoka ekspresja
PD-L1 w komérkach nowotworowych czerniaka, a obecnoscig limfocytéw
naciekajacych guz (TIL), kedre charakteryzujq si¢ zmniejszong zdolnoscia do
proliferacji, produkgji cytokin i lizy guza. [5,37]. Liczba TIL obecnych w gu-
zie jest wskaznikiem prognostycznym w czerniaku. Jesli w guzie nie ma TIL,
oznacza to, ze skutecznie ominal odpowiedz przeciwnowotworowa, co moze
wskazywa¢ na gorsze rokowanie [6]. Gdy TIL usuniemy z mikrosrodowiska
guza (TME) i bedziemy hodowac¢ ex vivo, beda one wykazywac¢ silniejsza odpo-
wiedZ przeciwnowotworowa, co uzasadnia ttumiaca aktywnos¢ TME (Tumor
microenvironment) na CTL, indukcj¢ mechanizméw ucieczki immunologicz-
nej guza, w tym regulacje w gére PD-L1 [37]. Regulacja w dét odpowiedzi
przeciwnowotworowej przez PD-1 byla krytycznym celem terapeutycznym
dla leczenia czerniaka, doprowadzito to do wyodrebnienia innej klasy inhibi-
toréw immunologicznego punktu kontrolnego, przeciwcial monoklonalnych
anty-PD1. Zablokowanie receptoréw PD1 prowadzi do aktywacji limfocy-
tow T, uruchomienia odpowiedzi immunologicznej i zmniejszenia wzrostu

guza [34,39]. Pembrolizumab (MK3475/Lambrolizumab) jest pierwszym
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zatwierdzonym przez FDA (wrzesient 2015r.) humanizowanym przeciwciatem
IgG4 anty-PD-1 [39]. Badania wykazaly znaczna poprawe rocznego przezycia
catkowitego w poréwnaniu do ipilimumabu (74% dla dawki 10 mg/kg co
2 tygodnie i 68% dla dawki 10 mg/kg co 3 tygodnie vs 58% dla ipilimumabu).
Natomiast wskazniki przerwania leczenia z powodu zdarzen niepozadanych
byly nizsze w grupie pembrolizumabu (wyniosty odpowiednio 4% i 6,9%
vs  9,4% dla ipilimumabu) [36]. Najczgstszymi niepozadanymi reakcjami
jest zmeczenie niskiego stopnia, wysypka, biegunka, béle stawéw, béle glowy
i $wiad [22,25,26]. Niwolumab jest kolejnym przeciwciatem monoklonalnym
IgG4, blokujacym PD-1 [39]. Stat si¢ drugim przeciwcialem monoklonalnym
przeciwko receptorowi PD-1 zatwierdzonym przez FDA w grudniu
2014 r. do leczenia pacjentdéw z nieoperacyjnym lub przerzutowym czerniakiem
i progresja choroby po podaniu ipilimumabu i inhibitora BRAF (jesli muta-
¢ja BRAF V600 jest dodatnia) [5]. Zatwierdzenie niwolumabu oparto na wy-
nikach badania, w ktérym wzigto udziat facznie 418 wezesniej nieleczonych
pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem, losowo przydzielonych do dwéch
grup otrzymujacych niwolumab lub dakarbazyng. Odsetek obiektywnych od-
powiedzi (ORR) wynidst 40% dla niwolumabu w poréwnaniu do 14% dla
dakarbazyny [50]. Do dziataii niepozadanych terapii niwolumabem naleza
stabe zmeczenie, biegunka, nudnosci, kaszel, dusznosci, zaparcia, wymioty,
zapalenie skéry, goraczka i bdl glowy. Zdarzeni niepozadane pochodzenia
immunologicznego (irAE) to zapalenie pluc, bielactwo nabyte, zapalenie
okreznicy, watroby, przysadki i tarczycy [39]. Po sukcesie terapii anty-PD-1
w czerniaku, FDA zatwierdzila stosowanie niwolumabu do leczenia niedrob-
nokomérkowego raka pluc oraz okrelita terapi¢ niwolumabem jako terapie
przefomowa w leczeniu chioniaka Hodgkina. Dodatkowo wykazano skutecz-
no$¢ terapii anty-PD-1 w leczeniu raka urotelianego pgcherza moczowego i
potrdjnie ujemnego raka piersi [9]. Przeciwciata skierowane przeciwko PD-L1
byly testowane u pacjentéw z przerzutowym czerniakiem. Mimo skuteczno$é
w leczeniu, zaden z tych lekéw (atezolizumab, awelumab i durwalumab) nie
zostal zatwierdzony, a wiele badan skojarzonych nadal trwa [29]. Immunote-
rapia anty-PD1 jest zalecana jako leczenie pierwszego rzutu zaawansowanego,
nieoperacyjnego lub przerzutowego czerniaka, niezaleznie od statusu BRAF
V600 i jako leczenie drugiego rzutu u pacjentéw z mutacja BRAF V600 po
niepowodzeniu celowanego leczenia anty-BRAF i anty-MEK [49]. Terapie
oparte na inhibicji punktéw kontrolnych zrewolucjonizowaly leczenia prze-
rzutowego czerniaka w ostatnich latach. Mimo to wiedza na temat biomar-

keréw prognozujacych odpowiedz na leczenie lub wystapienie powaznej irAE
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jest wciaz ograniczona. Ekspresja PD-1/PD-L1 (ligandu zaprogramowane;j
$mierci 1) jako predykcyjnych biomarkeréw skutecznosci leczenia pozostaje
kontrowersyjna, a brak ekspresji PD-L1 w czerniaku niekoniecznie jest zwia-

zany z niepowodzeniem [51].
Terapia skojarzona

CTLA-4 i PD-1 wykazuja dzialanie na odmiennych etapach kaskady
aktywacji uktadu immunologicznego, ale skojarzenie obu terapii wykazato
obiektywng odpowiedz u 50-60% pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem,
co stanowi istotny wynik, w poréwnaniu z monoterapia [53]. Mediana czasu
przezycia bez progresji u pacjentéw przyjmujacych kombinacje lekéw wynio-
sta 11,5 miesigca (w poréwnaniu do 2,9 miesigca dla monoterapii ipilimuma-
bem i 6,9 miesiaca dla monoterapii niwolumabem) [39]. Jednak skojarzona
immunoterapia wiaze si¢ z prawie dwukrotnie czgstszym wstgpowaniem zda-
rzeni niepozadanych (50%) w poréwnaniu do terapii samym ipilimumabem
(20-30%) lub samym anty-PD-1 (10-20%) [53]. Mimo tego takie polaczenie
okazalo si¢ przelomem, osiagajac wskazniki odpowiedzi prawie dziesigciokrot-
nie wyzsze od chemioterapii, ktéra to przez ponad 25 lat byla jedyna opcja te-
rapeutyczng dopuszczona do leczenia czerniaka przerzutowego [53,54]. FDA
opierajac si¢ na wynikach tych badan, zatwierdzila skojarzenie niwolumabu
z ipilimumabem jako leczenie pierwszego rzutu w zaawansowanym czernia-
ku z ekspresja BRAF typu dzikiego [39]. Terapia systemowa z polaczeniem
niwolumabu i ipilimumabu ma klinicznie znaczaca skutecznos$¢ u pacjentéw
z bezobjawowymi, nieleczonymi przerzutami czerniaka do mézgu. Zapobiega
progresji wewnatrzczaszkowej przez ponad 6 miesiecy u 64% pacjentéw, co
jest istotne w przypadku szybkiej progresji, skutkujacej znacznymi objawami
neurologicznymi i upo$ledzeniem czynnosciowym. Obecna praktyka leczenia
przerzutéw do mdzgu polega na operacji i radioterapii stereotaktycznej. Za-
stosowanie nowych lekéw moze prowadzi¢ do zmniejszenia czgstosci lub
unikniecia powiktan radioterapii calego mézgu i radioterapii stereotaktycznej,
takich jak ostabienie funkcji poznawczych i martwica popromienna [47]. Kaz-
da decyzja o rozpoczeciu leczenia inhibitorami immunologicznych punktéw
kontrolnych musi obejmowa¢ doktadna oceng ryzyka zwiazanego z leczeniem,
w tym sercowe irAE. Sa one stosunkowo rzadkie (<1%), mimo tego, wraz
z neurologicznymi dziataniami niepozadanymi o podtozu immunologicznym,
stanowig prawie 50% zgondéw po leczeniu inhibitorami punktéw kontrolnych.

Sercowe irAEs pojawiaja si¢ na wezesnym etapie leczenia, charakteryzuja si¢
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niespecyficznym poczatkiem i szybko post¢pujacym $miertelnym przebiegiem
klinicznym. Majac na uwadze brak swoistych biomarkeréw, podejmowane sa
wysitki w celu okredlenia, ktérzy pacjenci moga by¢ najbardziej narazeni. Na
podstawie pro- i retrospektywnego rejestru pacjentéw, u ktérych rozwinat sie
irM po leczeniu, stwierdzono podwyzszone poziomy troponiny T o wysokiej
czutoéci (hsTnT) i nieprawidlowe EKG, odpowiednio u 94 i 89% pacjentéw.
Z tego wzgledu zalecano Scista kontrole hsTnT przed rozpoczeciem leczenia
oraz we wezesnych cyklach leczenia, zwlaszcza gdy planowane jest skojarzone

leczenie anty-CTLA4 i anty-PD1 [55].
4.2. Szczepionki

Wraz z rosnaca wiedza na temat roli ukfadu odpornosciowego w rozwoju
i progresji czerniaka, zaczgto interesowal si¢ szczepionkami przeciwko czer-
niakowi. Obecnie testuje si¢ rézne strategie szczepien, ktére maja na celu wy-
wolanie odpornosci czynnej, w tym szczepionki skierowane bezposrednio na
komorki czerniaka, szczepionki na bazie DC, szczepionki na bazie peptydéw
i szczepionki na bazie wektoréw. Wigkszo$¢ z nich znajduje si¢ obecnie w fazie
badari i nie uzyskano jeszcze obiecujacych wynikéw [15,56]. Maja one na celu
wywolanie odpowiedzi immunologicznej przeciwko antygenom wyrazonym
na komoérkach czerniaka, antygenom zwiazanym z guzem TAA lub neoan-
tygenom oraz stymulacji proliferacji limfocytéw T, a nastepnie specyficznej
eradykacji komérek nowotworowych [29,32]. Szczepionki zawierajg antyge-
ny nowotworowe lub peptydy antygenéw nowotworowych [36]. Antygeny
czerniaka mozna podzieli¢ na 4 kategorie: antygeny z nadekspresjq (MART-1/
Melan-A, tyrozynaza, gp-100), antygeny jader nowotworowych, zmutowa-
ne onkogeny i zmutowane neoantygeny [12]. TAA specyficzne dla czernia-
ka obejmujg antygen czerniaka Al (MAGE-A1), gp100, MART-1/Melan-A,
tyrozynazg, biatko zwiazane z tyrozynaza-1 (trp-1) i biatko zwiazane z tyrozy-
naza 2 (trp-2). [29,39]. Tyrozynaza, TRP-2, Melan-A/MART-1 i gp-100 sa
réwniez wyrazane na normalnych melanocytach i kilku innych komérkach
pigmentowych, dlatego moze dochodzi¢ do autoimmunizacji melanocytéw
lub ograniczenia odpowiedzi przez centralng tolerancje [57]. MAGE-A3 jest
antygenem specyficznym dla guza i ulega ekspresji w 76% przerzutéw czer-
niaka. Wedlug niektérych dowodéw szczepionka MAGE-A3 moze skutecznie
hamowa¢, a nawet eliminowa¢ komérki nowotworowe czerniaka [36]. Do an-
tygendéw gangliozydowych zaliczamy GM2, GD2, GD3 i 9-O-acetylo-GD3.
Wyniki randomizowanego badania wykazaly dtuzszy okres bez choroby (23%)
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i wicksze wskazniki przezycia (14%) wsréd pacjentéw z czerniakiem w IIT
stadium, ktdrzy otrzymali szczepionka GM2/BCG w poréwnaniu z pacjenta-
mi zaszczepionymi sama BCG [33]. W przypadku pojedynczych antygenéw
wyniki okazaly si¢ rozczarowujace, ze wzgledu na niska immunogennos¢. Na
podstawie wezesniejszych doniesieri wskazujacych na nasilenie odpowiedzi
przeciwnowotworowej przez cytokiny, takie jak HD IL-2, IL-4, GM-CSF, po-
stawiono na podejscie kombinatoryczne [29,36]. Jedna ze szczepionek, ktéra
zwickszyla wskazniki przezycia w polaczeniu z leczeniem IL-2, jest szczepion-
ka oparta na antygenie nowotworowym gp100 [56]. Gp-100 jest zmodyfi-
kowana glikoproteing wyrazang jedynie na komérkach czerniaka, zdrowych
melanocytach naskérka i siatkéwki, naturalnie prezentowana przez HLA-A2
i rozpoznawang przez limfocyty T CD8+. Szczepienie gp-100 zwigksza re-
aktywno$¢ CTL, ktére moga rozpoznawa¢ i zabija¢ komérki nowotworowe
(24,27,57]. Szczepionki zawierajace komorki lub czgsci komérek czerniaka sa
forma aktywnej, swoistej immunoterapii. Polegaja na zastosowaniu komoérek
pochodzacych z wycigtych guzéw od pacjenta, innego dawcy lub kilku daw-
céw [56]. Komérki dendrytyczne, bedace komérkami prezentujacymi antygen,
zostaly rowniez wykorzystane do wytwarzania szczepionek w zaawansowanym
czerniaku [39]. Szczepionki z komérek dendrytycznych DC wykorzystuja
autologiczne DC do prezentowania i stymulowania komérek odpornoscio-
wych poprzez wydzielanie cytokin prozapalanych. Izoluje si¢ DC z krwi ob-
wodowej, poddaje dzialaniu antygenu ex vivo, a nast¢pnie podaje pacjentowi
[57]. Zauwazono réwniez wlasciwosci adiuwantowe listeriolizyny O (LLO),
hemolizyny wydzielanej przez Listeria monocytogenes. Do tych whasciwosci
naleza: aktywacja DC, stymulacja cytotoksycznych limfocytéw T i wzmocnie-
nie odpowiedzi immunologicznej z dominacjg Th1, dodatkowo LLO celuje
w komérki czerniaka i powoduje regresje guza. LLO zawarte w szczepion-
ce DC  przeciwko czerniakowi zapobiega adhezji, rozsiewowi i przerzutom,
a dodatkowo indukuje wrodzona i swoista odpowiedz immunologiczna na in-
fekcje Listeria. Zmniejsza 20-krotne wskaznik mitotyczny komérek czernia-
ka [57]. Leczenie nieoperacyjnego czerniaka szczepionkami nadal wiaze si¢
z kilkoma wyzwaniami [39]. Pomimo wysokiej odpowiedzi immunologicz-
nej, wskazniki odpowiedzi klinicznej w terapii szczepionkami oscyluja ponizej
10%. Taka niska odpowiedz kliniczna wynika z dysfunkcji komérek T w mi-
krosrodowisku guza i niewystarczajacego ich pobudzania [57]. Oczekuje sig, ze
kombinacje immunoterapeutyczne beda prawdopodobnie najbardziej dyna-
miczng rozwijajacy si¢ dziedzing w nadchodzacych latach [58].
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4.3. Wiroterapia onkolityczna

Wirusy onkolityczne (OV) to natywne lub zmodyfikowane wirusy, ktére
selektywnie infekuja i indukuja liz¢ komérek nowotworowych, a takze po-
tencjalng ogdlnoustrojowa odpowiedz przeciwnowotworowa. Wspélczesna
era wirusoterapii onkolitycznej rozpoczela si¢ na poczatku lat 90. XX wicku
od przelomowego badania, w ktérym zaobserwowano, ze zmutowany wirus
opryszezki pozbawiony kinazy tymidynowej z powodzeniem powoduje lize
komérek nowotworowych glejaka. Obecnie Talimogene laherparepvec (On-
covex lub T-Vec) jest jedynym OV zatwierdzonym przez Amerykanska Agen-
cje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) w 2015 r. [59]. Talimogene laherparepvec to
genetycznie zmodyfikowany wirus opryszczki pospolitej (HSV) typu 1 [27,29].
Jest on bezposrednio wstrzykiwany do widocznych, wyczuwalnych lub moz-
liwych do zidentyfikowania przy pomocy badania USG zmian chorobowych,
gdzie ulega wybidrczej replikacji w komérkach nowotworowych [36,59]. Re-
plikacja wirusa ostatecznie prowadzi do $mierci komérek guza przez nekrozeg
lub piroptoze, uwolnienia antygenéw nowotworowych, wirusowych i cytokin
[59]. Wydzielany jest czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw
i makrofagéw GM-CSF, wzmacniajacy miejscowg i ogdlnoustrojowa odpo-
wiedz przeciwnowotworowsa [36]. Efekt wiroterapii obejmuje wybiércze za-
kazenie komérek nowotworowych, a nastgpnie bezposrednie zabijanie przez
zmniejszenie masy guza lub odpowiedZ immunologiczna gospodarza przeciw-
ko komérkom zakazonym wirusem [60]. Ze wzgledu na brak ICP 34.5 i ICP
47, wirus namnaza si¢ tylko w komoérkach nowotworowych [27]. Wylacze-
nie genu ICP34.5 nastapito w celu neurowirulencji, wirus charakteryzuje si¢
zmniejszong patogennoscia z promowang selektywna replikacja w komérkach
nowotworowych, delecja genu ICP47 daje antygenom wirusowym i nowo-
tworowym peptydom dostep do komplekséw MHC klasy I, prowadzac do
wzmocnionej odpowiedzi immunologicznej gospodarza [50,60]. Zatwierdze-
nie bylo oparte na randomizowanym badaniu III fazy z udzialem pacjentéw
z czerniakiem w IIIB/C lub IV stopniu zaawansowania, gdzie wykazano trwal-
szy i wyzszy odsetek obiektywnych odpowiedzi dla T-VAC w poréwnaniu
z GM-CSF (odpowiednio 16,3% i 26,4% vs 2,1% i 5,7%) [29,39,58]. Do
zdarzei niepozadanych tej terapii zaliczamy: zmeczenie, dreszcze, goracz-
ke, nudnosci, objawy grypopodobne, reakcje w miejscu wstrzykniecia i wy-
mioty [29]. Obawy zwiazane z bezpieczeristwem biologicznym sa istotne dla
OV i nalezy zachowa¢ specjalne srodki ostroznoséci podczas ich podawania,
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szczegblnie w przypadku zywych OV (T-VEC). Ciaza i obnizona odpornos¢
sa przeciwskazaniem dla tej terapii [59].

4.4. Terapia celowana

Terapia celowana wykorzystuje drobnoczasteczkowe inhibitory lub prze-
ciwciala i moze by¢ stosowana jako terapia pierwszego rzutu lub jako terapia
uzupelniajaca [4,24]. Mimo istnienia kilku dziedzicznych mutacji w rozwoju
czerniaka, wigkszo$¢ wynika z mutacji nabytych w ciagu zycia [6]. Mutacje
w genach kluczowych szlakéw sygnalowych czerniaka wystepuja u okoto 70%
pacjentdéw, a jednym z najcz¢sciej zmutowanych szlakéw jest szlak MAPK

(6,24].
Inhibitory BRAF

BRAF to kinaza serynowo-treoninowa wchodzaca w sklad szlaku sygnato-
wego kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem MAPK [24]. Mutacja BRAF
po raz pierwszy zostata odkryta w 2002 roku i stwierdza si¢ jg u 66% pacjentéw
z czerniakiem, a 80% z nich wykazuje podstawienie kwasu glutaminowego (E)
na waline (V) w kodonie 600 [7]. Najczgstsza mutacja jest V600 i K, rzadziej
VG600R i D [36]. Wiaze si¢ z hiperaktywacja szlaku MAPK, unikaniem apop-
tozy, zwigkszonym wzrostem i proliferacja komérek nowotworowych [7,24].
Mutacja BRAF najczgsciej pochodzi z miejsc okresowo narazonych na pro-
mieniowanie UV oraz z fenotypem powierzchownego rozprzestrzeniania sig
czerniaka (SSM) [6,7]. Sama mutacja BRAF nie jest wystarczajaca do rozwoju
dosliwego nowotworu, gdyz okoto 80% lagodnych znamion posiada juz t¢
mutacje, dopiero szereg kolejnych prowadzi do zeztosliwienia fenotypu. Pro-
mieniowanie UV réwniez bezposrednio aktywuje szlak MAPK, dlatego nalezy
on do gtéwnych szlakéw zaangazowanych w kancerogenez¢ indukowang UV.
Whasnie ta zalezno$¢ stala si¢ obszarem intensywnych badan, kedre umozliwity
opracowanie nowych, ukierunkowanych terapii czerniaka skéry [6]. Odkrycie
mutacji BRAF dalo poczatek ukierunkowanym inhibitorom bialka BRAF -
wemurafenibu i dabrafenibu [36]. W 2011 roku FDA zatwierdzito pierwsza
terapie celowana dla czerniaka (wemurafenib) [4]. Wemurafenib jest selek-
tywnym doustnym inhibitorem mutacji BRAF, wykorzystywanym do leczenia
czerniaka z mutacja BRAFV600E, hamuje on aktywnos¢ kinazy powodujacej
hiprkatywacje szlaku MAPK [4,24]. Okazat si¢ wysoce skuteczny i obiecujacy
we wezesnych badaniach klinicznych [26]. Odsetek odpowiedzi w badaniach
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wynidst 53%, a mediana calkowitego przezycia 15,9 miesiaca. Okoto 80%
pacjentéw wykazalo zmniejszenie masy guza, a u 50% zmiejszenie masy bylo
wigksze lub réwne 30%. Na podstawie tych badaii wemurafenib zostat za-
twierdzony przez Amerykariska Agencje ds.Zywnosci i Lekéw (FDA) do lecze-
nia czerniaka z mutacjg BRAF [7]. Do dziatai niepozadanych terapii inhibito-
rami BRAF, obejmujacych 90% pacjentéw, zaliczamy: bole stawdw, wysypke,
nadwrazliwo$¢ na $wiatto (wystepujace w ciagu kilku dni od rozpoczecia le-
czenia), zmeczenie, tysienie, goraczke, wykwity tradzikopodobne, rumieniowe,
hiperkeratotyczne grudki pecherzykowe, wykwity ziarniniakowe, brodawki,
prosaki, raka kolczystokomérkowego skéry oraz raka plaskonablonkowego
skéry u 25% leczonych pacjentéw, co jest zwigzane z paradoksalng aktywacja
BRAF w keratynocytach [7,3,24]. Wykazano réwniez korelacje zwigkszonej
czgstosci wystapienia raka kolczystokomérkowego z wspélistnieniem mutagji
w genie RAS i BRAF [27]. Przewagg tej terapii daje mozliwos¢ whaczenia do
leczenia pacjentéw z duzym zaawansowaniem choroby (przerzuty do mézgu)
i ztym stanie fizycznym, gdzie byliby oni wylaczeni z chemioterapii [3]. Ko-
lejnym inhibitorem BRAF jest dabrafenib, zostat zatwierdzony przez FDA w
maju 2013 roku. Jest odwracalnym, konkurencyjnym inhibitorem adenozy-
notrifosforanu (ATP). Wykazal obiecujace wyniki i zostal dopuszczony do
leczenia czerniaka z mutacja BRAF V60OE i V600K [4,7]. Zatem nasuwa si¢
pytanie, ktéry inhibitor zastosowa¢ w leczeniu czerniaka z mutacja BRAF? Nie
byly one poréwnywane bezposrednio, a ich skutecznos¢ jest podobna. Decyzje
opiera si¢ na profilu skutkéw ubocznych, gdzie wemurafenib powoduje wigk-
szg toksyczno$¢ skérna, a dabrafenib wigksza goraczke [7]. Jednak korzysci
kliniczne terapii inhibitorami BRAF sa ograniczone i krétkotrwate, ze wzgledu
na rozw6j nabytej opornosci [7,24]. Biorg w tym udziat takie mechanizmy jak:
podwyzszona ekspresja kinaz CRAF, COT1, aktywowanie mutacji N-RAS
(NRASQG61), MEK1 (MEK1Q56P i MEK1E203K) lub AKT1, nieprawidlo-
wy splicing BRAF, aktywacja kinazy fosfatydyloinozytolo-3-OH (PI3K) oraz
trwala aktywacja receptorowych kinaz tyrozynowych [24,27]. Obecnie sg ba-
dane strategie, ktére maja na celu przezwycigzy¢ opornos¢ [3]. I takie dazenie
doprowadzito do wprowadzenia inhibitoréw MEK [7].

Inhibitory MEK

Trametynib to doustny, matoczasteczkowy inhibitor MEK1 i MEK2,
ktéry zostal zatwierdzony przez FDA w 2013 roku jako monoterapia do lecze-
nia przerzutowego czerniaka z mutacja BRAF V60OE lub V600K. Do dziatai
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niepozadanych inhibitoréw MEK zaliczamy: biegunke, obrzeki obwodowe,
zmeczenie, nudnosci i wymioty, wysypke tradzikopodobng [7,24]. W bada-
niu III fazy trametynib wykazat odsetek odpowiedzi - 81% oraz mediang czasu
przezycia wolnego od progresji - 4,8 miesiaca (w poréwnaniu do chemiotera-
pii dakarbazyna - 67% i 1,5 miesiaca) u pacjentéw z czerniakiem w stadium
IV [7]. Kombinacja trametynibu i dabrafenibu wykazala istotne odpowiedzi
(76% vs 54% monoterapia dabrafenibem), zostala zatwierdzona w styczniu
2014 roku [5,21]. Do dziatai niepozadanych zaliczamy tutaj goraczke, dresz-
cze, zmeczenie, nudnosci, wymioty i biegunke [3]. Taka terapia skojarzona
stala si¢ $wiatowym standardem leczenia przerzutowego lub nieoperacyjnego
czerniaka z mutacja BRAF [30].

5. PODSUMOWANIE

Czerniak jest uwazany za chorobe wieloczynnikowa wynikajaca z inte-
rakcji miedzy podatnoscia genetyczng, a narazeniem $rodowiskowym [12].
Tempo wzrostu zachorowalnosci na calym $wiecie jest znacznie wigksze niz
jakiegokolwiek innego nowotworu i poréwnywalne do epidemii [3]. Czgstos¢
wystgpowania ciggle wzrasta, a badania kohortowe sugeruja, ze tendencja
wzrostowa zachorowalnosci utrzyma si¢ przez co najmniej nastgpne 2 dekady
[61]. W diagnostyce czerniaka kluczowe znaczenie ma szybkie rozpoznanie,
wykrycie i leczenie [12]. Pacjent, u ktérego 10 lat temu zdiagnozowano czer-
niaka z przerzutami, generalnie mégt oczekiwaé leczenia jedynym tradycyjnym
chemioterapeutykiem (dakarbazyna - zatwierdzona przez FDA w 1975 r.) [53].
Leczenie i rokowanie w czerniaku, szczegdlnie w przypadku przerzutéw, ulegto
znacznym zmianom w ciagu ostatniej dekady. [62]. Celowanie w szlaki immu-
nologiczne (nadrodziny CTLA4, PD1, TNF i TNFR, nadrodzina immuno-
globulin, B7, CD28, TLR-9, TLR-3, komérki NK i inne mediatory, takie jak
IDO, TGEB, CXCR4, szlak adenozynowy, VEGF), mutacje kierujace (BRAF,
NRAS, ckit i odpowiadajace im szlaki sygnalowe) oraz genetycznie modyfiko-
wane wirusy i szczepionki, okazaly si¢ by¢ obiecujacymi opcjami terapeutycz-
nymi [63]. Na przykfad przed 2011 rokiem mediana przezycia w przypadku
czerniaka z przerzutami wynosita 9 miesigcy, w poréwnaniu do ponad 2 lat
obecnie. Ta poprawa wynikéw wynika w duzej mierze z zatwierdzenia i klinicz-
nego zastosowania drobnoczasteczkowych inhibitoréw BRAF i MEK, a takze
inhibitoréw immunologicznego punktu kontrolnego. Chociaz $rodki immu-
nomodulujace maja dtuga histori¢ w leczeniu czerniaka, pojawienie si¢ inhibi-

toréw immunologicznego punktu kontrolnego, szczegélnie tych skierowanych
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przeciwko CTLA-4 i PD-1/PD-L1, radykalnie zmienifo leczenie i rokowanie
w przerzutowym czerniaku [62]. Wplyw inhibitoréw pierwszego immunolo-
gicznego punktu kontrolnego, anty-CTLA-4 i anty-PD-1/ anty-PD-L1, jest
bezprecedensowy. W ciagu 10 lat przekszealcit czerniaka w zaawansowanym
stadium, w chorobe uleczalng u ponad 50% pacjentéw [58]. Dlatego dzis je-
ste$my $wiadkami rewolucji w leczeniu raka za pomoca immunoterapii [64].
Pomimo ekscytujacych postepéw w leczeniu zaawansowanego czerniaka, zapo-
bieganie i wezesne wykrywanie pozostaja gléwnymi celami wojny z tym nowo-
tworem. Dzigki lepszej edukacji zawodowej, $wiadomosci spolecznej, edukagji
pacjentdw i postgpom w badaniach mozemy znacznie zmniejszy¢ zapadalnosé

i $miertelno$¢ na ten nowotwor [33].
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Abstrakt:

Rdzeniowy zanik migsni (SMA) jest chorobg genetyczna, w ktérej przebiegu neurony jader
przednich rdzenia kregowego ulegaja degeneracji, co skutkuje postepujacym zanikiem miegsni
szkieletowych. Schorzenie to wystgpuje w pigciu odmianach rézniacych si¢ od siebie nasileniem
objawéw, oraz czasem ich wystapienia. Przyczyng SMA jest mutacja genu SMN1, kodujacego
bialko SMN (ang. survival motor neuron). Schorzenie to jest obecnie najczestszg dziedziczna
przyczyna $mierci u dzieci, jednak dzieki mozliwosciom leczenia przyczynowego, ktére pojawily
si¢ w ciagu ostatnich kilku lat, by¢ moze wkrétce ulegnie to zmianie. Leczenie przyczynowe
SMA oparte jest na podnoszeniu w motoneuronach poziomu biatka SMN, ktérego to niedobdr
powoduje rozwdj tej choroby. Lek onasemnogene abeparvovec znany pod nazwa handlowa
jako Zolgensma to terapia genowa, ktéra z wykorzystaniem kapsydu wirusa infekujacego mo-
toneurony dostarcza do ich wnetrza odpowiedni gen i umozliwia synteze niezbednego do ich
przezycia biatka SMN. Badania kliniczne wykazaly znaczna poprawe rozwoju motorycznego
u dzieci chorujacych na SMA typu I, ktérym podano onasemnogene abeparvovec.

Stowa kluczowe: onasemnogene abeparvovec, SMA, spinal muscular atrophy

Abstract:

Spinal muscular atrophy (SMA) is a neurodgenerative genetic disorder of the anterior horn
motor neuros in the spinal cord, manifested through progressive atrophy of the skeletal muscles.
There are five types of the disease, varying in symptoms intensity and age of onset. SMA is
caused by the mutation in SMNI1 gene, which encodes the survival motor neuron (SMN) pro-
tein. The disease is the most frequent genetic cause of infants death, however, due to the recent
introduction of new methods of treatment, this might change in the near future. Lack of SMN
protein results in spinal muscular atrophy, therefore rational treatment of the SMA is based on
increasing level of SMN protein in motor neurons. Recently introduced drug, Onasemnogene
abeparvovec (Zolgensma) is a gene replacement therapy, which uses viral vectors that infects
motor neurons, deriving a copy of a proper gene and enabling biosynthesis of protein SMN,
which is required to survive. Clinical trials showed significant improvement of motor develop-
ment in children with SMA type I, that received onasemnnogene abeparvovec.

Keywords: onasemnogene abeparvovec, SMA, spinal muscular atrophy
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1. WSTEP

Rdzeniowy zanik mig$ni (SMA) jest uwarunkowanym genetycznie scho-
rzeniem, dziedziczonym w sposéb autosomalny recesywny. Przyczyng jest
mutacja genu SMNI1, kodujacego biatko SMN (ang. survival motor neuron),
ktére jest niezbedne do przezycia i prawidlowego funkcjonowania motoneu-
ronéw [1]. W przebiegu SMA neurony jader przednich rdzenia krggowego
ulegaja degeneracji, co skutkuje postepujacym zanikiem migéni szkieletowych
[2]. Jest to rzadka choroba, wystepujaca z czestoscia ok. 1 na 10000 zywych
urodzeni, ktéra stanowi jednak najczestsza dziedziczng przyczyng $mierci
u dzieci [3].

Wraz z postgpem genetyki i inzynierii genetycznej, pojawila si¢ szansa na
rozwoj terapii genowej, czyli leczenia polegajacego na wprowadzeniu obcego
kwasu nukleinowego do komérek organizmu. Chociaz pierwsza propozycja ta-
kiego sposobu leczenia zostala opisana w czasopismie Science juz w 1972 roku
[4], to dopiero ponad 30 lat pézniej, w roku 2003, dopuszczono do uzytku
w Chinach pierwszy tego typu lek [5, 6]. Okoto 10 lat pézniej, w roku 2013,
takie leki zostaly zarejestrowane w Unii Europejskiej. Ostatnie lata byly okre-
sem bardzo intensywnego rozwoju terapii genowej, co zaowocowalo pojawie-
niem si¢ mozliwosci leczenia przyczynowego niektérych choréb genetycznych
[6].

Jednym z najnowszych lekéw tego typu jest onasemnogene abeparvovec,
znany pod nazwa handlowa jako Zolgensma, ktéry jest drugim lekiem zareje-
strowanym w leczeniu rdzeniowego zaniku migsni typu I i pierwsza terapia ge-
nowa stosowana w tym wskazaniu [7, 8]. Pierwsze mozliwosci przyczynowego
leczenia SMA pojawily si¢ w grudniu 2016 roku wraz z zatwierdzeniem przez
FDA preparatu nusinersen, znanego pod nazwa handlowa Spinraza. Obydwa
dostepne dotychezas leki prowadza do podniesienia w motoneuronach pozio-
mu biatka SMN, ktérego to niedobér powoduje rozwdj tej choroby [9]. Przed
pojawieniem si¢ tych preparatéw, mozliwe bylo jedynie objawowe leczenie

pacjentéw chorujacych na rdzeniowy zanik migéni.
2. RDZENIOWY ZANIK MIESNI
2.1. Patogeneza

Przyczyna rozwoju SMA jest w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw mu-
tacja genu SMN1. Najczesciej, bo az w 90% jest to delecja, rzadziej rearanzacja
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(5%) lub inne mutacje [10]. U okoto 5% pacjentéw choroba ta nie jest powia-
zana z uszkodzeniem lub brakiem genu SMN1 [11]. Gen ten koduje biatko
SMN, ktére, uczestniczy w tworzeniu malych, jadrowych rybonukleoprotein
(ang. small nuclear ribonucleoproteins, snRNPs) [1]. snRNPs w polaczeniu
z innymi biatkami tworza spliceosomy i pelnig zasadnicza role w wycinaniu
intronéw z pre-mRNA w procesie splicingu [12]. Biatko SMN ulega ekspresji
w niewielkim stopniu we wszystkich komérkach organizmu, jednak wigkszos¢
z nich potrafi poradzi¢ sobie w przypadku jego braku. Inaczej na brak tej pro-
teiny reaguja motoneurony, w ktérych biatko SMN osiaga wysoki poziom
ekspresji i jest niezbedne do ich przezycia [2].

Gen SMNI1 wystepuje na ramieniu dlugim chromosomu 5 (pozycja
5q13) i jest czgscia odwrdconej duplikacji zawierajacej co najmniej cztery geny
[13, 14]. W tej samej pozycji znajduje si¢ jego centromerowa kopia (SMIN2)
[15]. Mutacje kopii telomerowej (SMN1) prowadza do wystapienia rdzenio-
wego zaniku mig$ni, natomiast mutacje w obszarze kopii centromerowej nie
powoduja pojawienia si¢ tej choroby [14, 15]. Mimo tego gen SMN2 nie
pozostaje bez znaczenia w przebiegu SMA.

Obydwa geny sa pod wzgledem sekwencji prawie identyczne, ich ekso-
ny réznia si¢ od siebie zaledwie dwoma nukleotydami. Chociaz zadna z tych
dwoch réznic nie skutkuje zmiang sekwencji aminokwasowej, to jednak gen
SMN2 ulega ekspresji do prawidtowego biatka jedynie w niewielkiej czgéci
[16]. Jako przyczyng podaje si¢ mutacjg substytucyjng C->T w szdstej pozycji
eksonu 7, ktéra zmienia wzér splicingu, jakiemu ulega pierwotny transkrypt
(pre-mRNA). Prawdopodobnie zmiana powoduje, ze sekwencja przestaje by¢
rozpoznawana jako wzmacniacz splicingu [6, 16] lub, wedlug innych autoréw,
zaczyna by¢ rozpoznawana jako jego wyciszacz [17]. Ta réznica w sekwen-
¢ji nukleotydowej sprawia, ze wigkszo$¢ produkowanego na matrycy SMN2
biatka jest pozbawiona fragmentu kodowanego przez ekson 7 [6].

Okoto 10-20% transkryptéw genu SMN2 pozwala na syntezowanie pra-
widlowego biatka, dlatego gen ten jest czynnikiem modyfikujacym przebieg
SMA [18]. Im wigcej jego kopii wystepuje u 0s6b z uszkodzonym lub nieobec-
nym genem SMN1, tym lzejszy jest przebieg choroby i tym pézniej pojawiaja
si¢ jej objawy [19].

2.2. Warianty SMA i ich manifestacja kliniczna

W zaleznosci od liczby kopii genu SMN2 mozna wyréznié pig¢ warian-
téw SMA oznaczonych cyframi od 0 do 4. Réznig si¢ one od siebie stopniem

185



1. JABLONSKA , J. BACZYK, J. SLOTA, M. GOtAWSKI, G. O. MACHELSKI

nasilenia objawéw oraz wiekiem ich manifestacji [19, 20]. Zaleznie od typu,
pierwsze objawy moga pojawi¢ si¢ jeszcze przed narodzinami lub dopiero
w czwartej dekadzie Zycia, a zaburzenia motoryczne moga waha¢ si¢ od znacz-
nej hipotonii u nowo narodzonego dziecka do lekkiego ostabienia migéni
w dorostosci [19].

SMA typu 0 charakteryzuje si¢ bardzo cigzkim przebiegiem, z uwagi
na obecno$¢ tylko 1 kopii genu SMN2 [19]. Objawy pojawiaja si¢ jeszcze
przed porodem, w postaci zmniejszonych ruchéw plodu w macicy. Dzieci
z tym schorzeniem rodza si¢ z asfiksja oraz powaznym oslabieniem migéni
(takze twarzowych). Najczesciej juz od momentu narodzin nie sa zdolne do
samodzielnego oddychania [21].

SMA typu I, zwany inaczej choroba Werdninga-Hoffmana, stanowi naj-
czgéciej wystepujaca odmiang tego schorzenia (okoto 57,5% wszystkich roz-
poznan SMA) [18, 22]. U wigkszoéci pacjentéw obecne sa dwie kopie genu
SMN2, jednak mozliwa jest réwniez obecno$¢ jednej lub trzech kopii, co
wplywa na cigzko$¢ przebiegu choroby i jest podstawa dla wyrdznienia pod-
typéw Ia, Ib i Ic [19]. Objawy zaczynaja pojawiac si¢ okolo szdstego miesiaca
zycia i przejawiaja si¢ w poczatkowej fazie uposledzonym rozwojem rucho-
wym. Niemowleta nigdy nie nabywaja zdolnosci do samodzielnego siedzenia,
a oslabienie migéni szybko postepuje, co skutkuje koniecznoscia wspomagania
oddechu oraz prowadzi do $mierci dziecka w pierwszych latach zycia. Wedlug
badan opisujacych histori¢ naturalng choroby $mier¢ nastgpuje zwykle przed
drugimi urodzinami, chociaz mediana przezycia wydluzyta si¢ na przestrzeni
ostatnich kilkudziesieciu lat [23, 24].

W przypadku SMA typu II pierwsze objawy zaczynaja pojawiac si¢ nieco
péiniej, bo w przedziale miedzy si6dmym a osiemnastym miesigcem zycia.
Uposledzenie rozwoju ruchowego jest nieco mniejsze niz w przypadku SMA
typu I, w zwiagzku z czym dzieci sa w stanie siedzie¢ samodzielnie. Niektére
z nich uczg si¢ takze samodzielnie wstawa¢, jednak nie zdobywaja umiejetnosci
chodzenia [25,26]. Dzieci z tym typem rdzeniowego zaniku miesni zwykle
posiadaja 3 kopie genu SMN2 [19]. Wedtug niekt6rych autoréw rokowanie
koreluje z osiagnigtymi przez dziecko kamieniami milowymi [19]. Oczekiwa-
na dtugos¢ zycia jest krétsza niz u ludzi zdrowych, jednak wickszo$¢ pacjentéw
dozywa dorostosci [23].

Kolejnym, jeszcze lzejszym w przebiegu wariantem SMA jest typ III.
W tym przypadku dzieci osiagaja zwykle wszystkie najistotniejsze dla rozwoju
ruchowego kamienie milowe, przede wszystkim zdolno$¢ do samodzielnego
chodzenia. Moga pojawia¢ si¢ jednak problemy z wykonywaniem bardziej
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zozonych czynnosci ruchowych, takich jak skakanie, bieganie, czy wchodze-
nie po schodach [2, 11]. Objawy ostabienia migsni pojawiaja si¢ po 18 miesia-
cu zycia [27, 28], co moze prowadzi¢ do utraty nabytych umiejetnosci rucho-
wych i koniecznosci poruszania si¢ na wézku inwalidzkim [27]. Rokowanie
w tym wypadku koreluje z maksymalng sprawnoscia ruchowa, jaka dziecko
osiagnelo [11]. Oczekiwana dtugo$¢ zycia pacjentow jest bliska normalnej
[26]. Wystgpowanie rdzeniowego zaniku migéni typu III wiaze si¢ z obecno-
$cig czterech lub rzadziej trzech kopii genu SMN2 [20].

Najlzejsza odmiang SMA jest typ IV, ktérego objawy ujawniajg si¢ naj-
czgdciej w trzeciej dekadzie zycia, a u pacjentdw wystepuja zwykle cztery lub
wigcej kopii genu SMN2 [28].

Postepujace ostabienie migsni szkieletowych w przebiegu SMA prowadzi
nie tylko do ograniczenia rozwoju ruchowego, ale réwniez pociaga za sobg inne
powazne konsekwencje. W przypadku typu I u chorujacych dzieci pojawia-
ja si¢ zaburzenia odzywiania, objawiajace si¢ zmniejszonym przyjmowaniem
pokarmu lub nawet odmowg przyjecia positku. Oslabienie migsni oddecho-
wych prowadzi do przewleklej niewydolnosci oddechowej, bedacej najczest-
sza przyczyna $mierci tych pacjentdéw [9]. Ponadto u chorych z SMA typu II
i III zmniejszanie si¢ sity skurczu odpowiednich mig$ni wywoluje postepujaca
skoliozg, czgsto wymagajaca leczenia operacyjnego [29].

3. DOTYCHCZASOWE TERAPIE SMA
3.1. Leczenie objawowe

Jeszcze do niedawna mozliwe bylo jedynie leczenie objawowe pacjentéw
chorujacych na rdzeniowy zanik mig$ni. Wciaz pelni ono zasadnicza role w te-
rapii SMA, z uwagi na bardzo wysokie ceny lekéw przyczynowych, co sprawia,
ze dla wielu chorych te preparaty pozostaja niedostepne.

Opiceka paliatywna nad dzie¢mi z SMA na przestrzeni lat znacznie si¢ po-
prawila i ulatwione zostalo prowadzenie jej w warunkach domowych [9, 30].
Hully et al. przeprowadzita w latach 2012-2016 we Francji wieloosrodkowe,
prospektywne badanie dotyczace opieki paliatywnej nad pacjentami cierpiacy-
mi na SMA typu 1. Zdecydowana wigkszo$¢ dzieci uczestniczacych w badaniu
byla poddawana regularnej fizjoterapii oddechowej (91%) oraz tlenoterapii
(81%). W przypadku niektérych chorych prowadzono ponadto wentylacje
nieinwazyjna (NIV) [9], ktéra nie wymaga stosowania rurki intubacyjnej, czy
tracheotomijnej. SMA typu 1 poza postepujacym uposledzeniem oddychania,
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cechuje si¢ tez licznymi zaburzeniami zwiazanymi z odzywianiem oraz funk-
cjonowaniem przewodu pokarmowego. W zwiazku z tym u 92% pacjentéw
konieczne stalo si¢ zastosowanie zywienia przez zglebnik nosowo-zotadkowy.
W ramach opieki paliatywnej prowadzono réwniez farmakologiczne leczenie
bélu [9]. W przypadku tagodniejszych odmian SMA (typ II i III) leczenie
objawowe obejmuje réwniez operacj¢ czgsto pojawiajacej si¢ u pacjentéw po-
stepujacej skoliozy [29].

3.2. Leczenie przyczynowe

W grudniu 2016 roku w Stanach Zjednoczonych zatwierdzono do lecze-
nia SMA nusinersen (nazwa handlowa- Spinraza) [5, 31]. Jest to pierwszy do-
puszczony do stosowania w rdzeniowym zaniku miesni lek przyczynowy. Pre-
parat ten jest oligonukleotydem antysensownym stworzonym z zamierzeniem
przywrécenia ekspresji prawidtowego biatka SMN poprzez korekgje splicingu.
Dzi¢ki temu prowadzi on do zwigkszenia poziomu tej proteiny w motoneu-
ronach [9, 31, 32]. Spinraza wiaze si¢ ze specyficzna sekwencja w intronie
znajdujacym si¢ za eksonem 7 (ang. downstream) w pre-mRNA genu SMN2.
To wywotuje modyfikacje splicingu, dzigki ktdrej ostateczny transkrypt mRNA
zawiera ekson 7 i moze doj$¢ do biosyntezy prawidtowo zbudowanego biatka
(32].

Pod koniec 2016 roku opublikowane zostato badanie open-label, wyka-
zujace poprawe rozwoju ruchowego, jak réwniez wydtuzenie czasu przezycia
u dzieci z SMA typu I, ktérym podawano nusinersen. W badaniu wziclo
udziat 20 uczestnikéw w wieku ponizej 7 miesigcy. Podawanie leku zaowoco-
walo istotng poprawa funkcji motorycznych, co mierzono testem CHOP-IN-
TEND (ang. Children’s Hospital of Philadelphia Infant Test of Neuromuscu-
lar Disorders) oraz w zakresie zdobywania kamieni milowych testem HINE-2
(ang. Hammersmith Infant Neurological Exam- Part 2) [33]. Po badaniu
open-label przeprowadzone zostalo réwniez podwdjnie zaslepione badanie
randomizowane. Wzigto w nim udzial 122 pacjentéw cierpiacych na SMA
typu L. Rozwdj funkeji motorycznych mierzono w taki sam sposéb jak we
wezesniej opisanym badaniu. Zaobserwowano znaczaco lepsze wyniki przepro-
wadzanych testéw u pacjentéw pobierajacych nusinersen niz w grupie kontrol-
nej [34]. W 2017 roku ukazalo si¢ kolejne wazne badanie, w ktérym lek poda-
wano dzieciom przed wystapieniem pierwszych objawéw choroby. Wiaczono
do niego chorych ponizej 6 tygodnia zycia, u ktdrych nie wystgpowaly objawy
SMA, ale potwierdzono badaniami genetycznymi mutacje lub delecje genu
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SMN1, jak réwniez obecnos¢ dwoch, badz trzech kopii genu SMN2. Rozwdj
funkeji motorycznych dzieci oceniano z wykorzystaniem metod identycznych
jak w poprzednich badaniach. Pacjenci, ktérym podawano nusinersen przed
wystapieniem pierwszych objawéw schorzenia przejawiali lepszy rozwdj rucho-
wy niz pacjenci nieleczeni przyczynowo oraz ci, ktérzy zaczeli otrzymywad lek
dopiero po wystapieniu objawéw [35].

Przeprowadzono réwniez badania z udzialem pacjentéw cierpiacych na
pozniej ujawniajace si¢ postaci SMA. W 2017 roku ukazalo si¢ miedzynarodowe,
wieloosrodkowe, podwdjnie zaslepione badanie, w ktérym udzial wzigto 126
pacjentéw chorujacych na SMA typu II. W celu oceny funkcji motorycznych
zastosowano m. in. skale HFMSE (ang. Hammersmith Functional Motor
Scale—Expanded). Wykazano, ze pacjenci przyjmujacy nusinersen osiagali lep-
sze oceny funkeji motorycznych niz pacjenci z préby kontrolnej [36].

4. TERAPIA GENOWA W LECZENIU SMA
4.1. Onasemnogene abeparvovec

Onasemnogene abeparvovec znany pod nazwa handlowg jako Zolgensma
to lek, ktéry zostal dopuszczony do stosowania w USA w maju 2019 roku,
a w Unii Europejskiej w maju roku 2020 [7,37]. Zolgensma jest pierwsza te-
rapig genowa dostgpna w leczeniu rdzeniowego zaniku mig$ni. Zatwierdzono
ja do leczenia chorujacych na SMA dzieci ponizej 2 roku zycia, posiadajacych
mutacje w obu allelach genu SMN1 [8]. Preparat jest produkowany przez
amerykanska firme¢ AveXis, nalezaca do koncernu farmaceutycznego Novartis
[8]. Za pojedyncza dawke (kompletna terapia) zostata wyznaczona cena ponad
2 milionéw dolaréw, co czyni Zolgensme najdrozszym preparatem leczniczym
na $wiecie [20].

Onasemnogene abeparvovec to preparat skiadajacy si¢ z kapsydéw wirusa
AAV9 zawierajacych kopie genu kodujacego biatko SMN o pelnej dlugosci
(zawierajace ekson 7) [8]. Rekomendowana dawka leku to 1 x 10' wektoréw
wirusowych na kg masy ciala (vg/kg), podana w postaci infuzji dozylnej trwa-
jacej 60 minut [8]. Cze¢$¢ dzieci posiada wysoki poziom przeciwcial przeciwko
wirusowi AAV9 i z tego powodu lek moze u nich nie zadziataé. Dlatego tez
przed podaniem preparatu konieczne jest zbadanie poziomu tych przeciwciat

[8].
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4.2. Badania kliniczne

Przed zatwierdzeniem leku przez FDA przeprowadzono kilka badan kli-
nicznych oceniajacych jego skutecznos¢. W 2017 roku ukazalo si¢ badanie,
w ktérym onasemnogene abeparvovec podano 15 pacjentom chorujacym na
SMA typu 1. Dla pierwszych 9 pacjentéw kryterium wlaczenia stanowit wiek
ponizej 9 miesigcy przy podaniu preparatu. W przypadku kolejnych chorych
wiek ten nie mégl przekracza¢ 6 miesiecy. Wszyscy uczestnicy badania mieli
po dwie kopie genu SMN2. Trzech pacjentéw otrzymato mniejsza dawke leku
(6.7x10% vg/kg), a dwunastu wicksza (2.0x10' vg/kg). Sredni wiek pacjentéw
grupy pierwszej w czasie podania preparatu wynidst 6,3 miesiagca, natomiast
w grupie drugiej 3,4 miesigca. W sierpniu 2017 wszyscy pacjenci osiagneli
wiek 20 miesiecy i zaden z nich nie wymagal stalej wentylacji mechaniczne;j,
co bylo ogromna poprawa wzgledem historycznej kohorty, w ktérej takie wy-
niki uzyskalo jedynie 8% pacjentéw. W zakresie oceny funkcji motorycznych
wykorzystano test CHOP-INTEND i odnotowano, ze w obydwu grupach pa-
¢jentéw uzyskiwane wyniki ulegly poprawie. Ponadto w grupie drugiej ocenio-
no osiaganie kamieni milowych i stwierdzono, ze 11 na 12 pacjentéw (92%)
nabylo umiejetnos$¢ unoszenia glowy oraz samodzielnego siedzenia przez co
najmniej 5 sekund. 2 uczestnikéw badania dzigki podaniu leku zaczglo wsta-
wacé i chodzi¢. W tej grupie oceniono réwniez wydolnos¢ oddechowa i sposéb
odzywiania, stwierdzajac, ze 7 z 12 pacjentéw (58%) nie wymagalo wspoma-
gania oddychania na ostatniej wizycie. Ponadto 11 chorych nabylo lub utrzy-
malo zdolnos¢ samodzielnego polykania, a 4 z nich (33%) mozna bylo karmi¢
droga doustna [38].

W kwietniu 2021 roku w czasopi$mie Lancet ukazaly si¢ wyniki badania
STRIVE, ktére bylo wieloosrodkowym badaniem open-label przeprowadzo-
nym w USA. Wzi¢to w nim udzial 22 pacjentéw chorujacych na SMA typu 1.
Do kryteriéw wlaczenia nalezal wiek ponizej 6 miesi¢cy oraz obecno$¢ jednej
lub dwéch kopii genu SMN2. Pacjenci otrzymali onasemnogene abeparvovec
w dawce 1x10' vg/kg. Oceniano zdolno$¢ do samodzielnego siedzenia przez co
najmniej 30 sekund oraz konieczno$¢ stalej wentylacji mechanicznej i przezy-
cie pacjentéw w wieku 14 miesi¢cy. Uzyskane wyniki poréwnano z wynikami
grupy 23 nieleczonych dzieci pozyskanymi z bazy danych Pediatric Neuro-
muscular Clinical Research (PNCR). 13 z 22 pacjentéw (59%) osiagneto
zdolnos¢ do samodzielnego siedzenia przez co najmniej 30 sekund (w grupie
PNCR zadne z 23 dzieci nie nabylo tej umiejetnosci). 20 uczestnikéw (91%)
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osiagajac wiek 14 miesi¢cy, nie wymagalo ciaglej wentylacji mechanicznej
(w poréwnaniu do 26% w grupie PNCR) [39].

Podobnie jak w przypadku nusinersenu prowadzone jest obecnie badanie,
w ktérym onasemnogene abeparvovec jest podawany dzieciom jeszcze przed
wystapieniem pierwszych objawéw choroby. Wedtug doniesient z konferencji
lek podano 18 pacjentom w wieku do 6 tygodni, u ktérych wystgpowaly dwie
lub trzy kopie genu SMN2. W czasie obserwacji, ktérego mediana wyniosta
5,4 miesigca wszystkie dzieci posiadajace 2 kopie genu SMN2 (n=8) osiagnely

odpowiednie dla wieku kamienie milowe w zakresie rozwoju ruchowego [40].
4.3. Dziatania niepozadane

Stosowanie onasemnogene abeparvovec moze by¢ przyczyna podniesie-
nia si¢ poziomu aminotransferaz we krwi, a nawet powaznego, ostrego uszko-
dzenia watroby. Z tego powodu przed infuzja nalezy oceni¢ funkcje watroby
w badaniu fizykalnym oraz poprzez badania laboratoryjne. Ponadto nalezy
rozpoczaé podawanie glikokortykosteroidéw dzien przed podaniem Zolgens-
my i kontynuowa¢ terapi¢ przez co najmniej 30 dni, by zmniejszy¢ ryzyko

zwigzane z podniesieniem si¢ poziomu wspomnianych enzyméw [41].
5. PODSUMOWANIE

Jeszcze do niedawna mozliwe bylo jedynie paliatywne leczenie dzieci
cierpiacych na rdzeniowy zanik migéni typu I. Pacjenci najczesciej umierali
przed ukofczeniem drugiego roku zycia z powodu niewydolnosci oddecho-
wej. W 2016 roku FDA dopuscito pierwszy lek przyczynowy- nusinersen
w leczeniu rdzeniowego zaniku migéni [31], a w 2019- preparat onasemnoge-
ne abeparvovec [7]. Obydwa leki sg jednak bardzo drogie, przez co dla wielu
pacjentéw pozostaja niedostgpne. Ponadto przeprowadzane dotychczas bada-
nia nie pozwolily oceni¢ dzialania preparatu w przypadku podania go pacjen-
tom z zaawansowang choroba [41]. Na podstawie obecnie posiadanej wiedzy
mozna przypuszczaé, ze efekt terapeutyczny jest tym lepszy, im wezesniej lek
zostanie podany.

Onasemnogene abeparvovec to bez watpienia innowacyjny preparat lecz-
niczy, ktory dzigki ingerowaniu w genom chorego jest w stanie ztagodzi¢ obja-
wy rdzeniowego zaniku migéni. Jest to wazny krok nie tylko w leczeniu SMA,
ale réwniez w rozwoju terapii genowej. Ten kierunek rozwoju nauki niesie na-

dzieje na wyleczenie wielu dotychczas nieuleczalnych choréb. Obecnie brakuje
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badari, by oceni¢, jaki dlugofalowy efekt bedzie miato podanie preparatu ona-
semnogene abeparvovec. Czy kiedykolwieck mozliwe bedzie wyleczenie rdze-
niowego zaniku miesni typu I, czy moze leki przyczynowe sa w stanie jedynie
op6zni¢ wystapienie niewydolnosci oddechowej i zwigzanej z nig $mierci? By¢
moze kolejne badania kliniczne dostarcza odpowiedzi na rodzace si¢ obecnie

pytania.
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Abstrakt

Drastycznie zmieniajaca si¢ sytuacja na $wiecie zwigzana z wybuchem epidemii COVID-19 wy-
wolanej przez wirus Sars-Cov2 sprawila, iz w naturalny sposéb stuzba zdrowia zostata ustawiona
na pierwszej linii frontu w walce z choroba. Diagnostyka obrazowa jest jednym z niezbednych
narzedzi w walce z wirusem. Whasciwe zastosowanie i wykorzystanie diagnostyki obrazowej
pozwala na bardziej gruntowne, wnikliwe zbadanie przyczyn choroby i jej skutkéw, a w kon-
sekwencji ma takze wplyw na opracowanie leczenia, objawowego, jak i posrednio oddziatuje
dostosowanie odpowiedniej rehabilitacji i leczenia juz po przejsciu zakazenia. Weryfikacja we-
wngtrznych objawdéw i skutkéw zarazenia wirusem Sars-Cov 2, takze z zastosowaniem diagno-
styki obrazowej powinna zatem by¢ ciagle doskonalona celem zwickszenia mozliwosci profilak-
tyki i leczenia. Diagnostyka obrazowa przyczynia si¢ do lepszego poznania schematu dzialania
choroby oraz pozwala na dokladniejsza weryfikacje uszkodzen organizmu, wynikajacych z samej
choroby jak i skutkéw leczenia mechanicznego- przez wentylacje mechaniczna. Aby méc zaob-
serwowac chorobe i stwierdzi¢ jak na pacjenta wplywa SARS-CoV-2, wykorzystuje si¢ metody
diagnostyki obrazowej, takiej jak na przyklad tomografia komputerowa, rentgenografia, ultraso-
nografia. lekarz moze na podstawie badari obrazowych uzyska¢ odpowiedz jakie zmiany zaszly
w organizmie pacjenta i jakie kroki w leczeniu nalezy podja¢, uwzgledniajac uszkodzenia po-
szczegblnych narzadéw lub ukladéw. Wskazaniami do badari obrazowych rentgenografii (RTG)
sa utrzymujacy si¢ kaszel lub objawy wskazujace na zajecie pluc. Jest to szczegélnie wazne w
przypadku pacjentéw, ktérych oddychanie jest wspomagane przez wentylacje mechaniczna.
Przy tym badaniu nalezy pamictaé, by wykonywa¢ je mozliwie najrzadziej ze wzgledu na szko-
dliwy wplyw promieniowania. Tomografia komputerowa (TK) zalecana jest przede wszystkim
w momencie, gdy moze ona mie¢ wplyw na zmiane rodzaju postgpowania klinicznego. Takie
zalecenia wynikaja z faktu, ze swoisto$¢ wygladu zmian po COVID-19 jest niska i zmiany moga
by¢ podobne do tych wystepujacych w przypadku zapalenia ptuc wywolanego przez inne wirusy,
pneumocystozy, ostrego uszkodzenia ptuc spowodowanego toksycznym dzialaniem lekéw, nad-
wrazliwoscia lub chorobami autoimmunologicznymi. Do badania zmian wykorzystywane jest
takze badanie ultrasonografem (USG). Badanie ultrasonograficzne jest stosowane u pacjentéw
z wysickiem w jamach oplucnej, poniewaz jest to jeden z poczatkowych objawéw COVID-19,
ktéry mozna zaobserwowaé w diagnostyce obrazowej.

Stowa kluczowe: COVID-19, tomografia komputerowa, ultrasonografia, rentgenografia
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Abstract

The world situation changed drastically due to global COVID- 19 pandemic outbreak, putting
healthcare workers in first line. Medical imaging is crucial in overcoming coronavirus disease.
Right diagnosis of cause of illness and its consequences have an impact on the curing process of
symptomatic treatment and also on possible methods of rehabilitation and treatment after the
contamination. Verification of internal symptoms and effects of illness caused by SARS-CoV-2
need to be constantly improved for better prevention and treatment, basing on the knowledge
of how the coronavirus effects the organism. Medical imaging shows the damage that is caused
by the virus and also by methods of therapy like mechanical ventilation. In diagnostic imaging
there are plenty methods to use, for example: computed tomography, X-ray or ultrasonography.
Thanks to those methods, specialists are able to suit the treatment, basing on the knowledge of
abnormalities in structure of different organs or whole systems. Indications for X-ray diagnosis
are constant cough or symptoms common to lung involvement. It is especially important in
cases of patients, whose breathing was stimulated by mechanical ventilation. In this method it
is very important to remember, that X-ray should be chosen as rarely as possible because of the
potentially harmful radiation. Computed tomography is indicated only when it can change the
type of clinical management- it is because of its low specificity and changes shown in CT can
be similar to other damage caused by other viruses, pneumocystosis, severe damage of lungs
caused by toxic medications, oversensitivity or autoimmune diseases. Ultrasonography is also
used in medical imaging of COVID-19, especially in early stage of the disease, when a pleural
diffusion is often shown.

Keywords: COVID-19, computed tomography, ultrasound, X-ray

1. WSTEP

Rok 1895 byl dla medycyny poczatkiem zupelnie nowej epoki i nowego
poziomu diagnostyki. Wéwczas odkryte zostalo promieniowanie X, odkrycia
za$ dokonal Wilhelm Konrad Roentgen. Od tamtego momentu do uzytku,
catkiem zresztg obecnie powszechnego, weszly wszelakie formy diagnostyki
obrazowej z wykorzystaniem tzw. promieni Roentgena, ktére nieustannie sa
i beda ulepszane wraz z rozwojem medycyny. Fenomenem tego odkrycia byla
uzyskana odpowiedz na pytanie: jak zbada¢ wnetrze organizmu pomijajac
bezposrednia ingerencje w cialo pacjenta. Roentgen dat podwaliny pod jedna
z obecnie kluczowych metod diagnostyki.

11 lutego 2020 roku WHO oglosito odkrycie nowej choroby zakaznej-
COVID-19, wywolanej wirusem SARS-CoV-2. Pierwszy przypadek tej cho-
roby zostat wykryty w Chinach, w miescie Wuhan, 17 listopada 2019 roku.
4 marca 2020 roku zarejestrowano, pierwszego w Polsce, zakazonego wiru-
sem SARS-CoV-2. Od tego momentu, réwniez na terenie Polski, rozpocze-
fa si¢ walka z pandemia. Choroba rozprzestrzenila si¢ po calym $wiecie, co
przyczynito si¢ do wdrozenia stosownych obostrzen, takich jak noszenie ma-

seczek w przestrzeni publicznej, szczegdlna dbatos¢ o higieng i dezynfekeje rak,
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restrykcje dotyczace podrézy zaréwno miedzy miastami jak i migdzy krajami
oraz globalny lockdown, by unikna¢ zbednych przemieszczania sig i zbioro-
wisk, mogacych narazi¢ wicksza ilos¢ ludzi na zakazenie wirusem. Obostrzenia
te wynikaja to z faktu, ze COVID-19 jest chorobg zakazna, a do zarazenia
dochodzi droga kropelkowa [1]. Diagnostyka obrazowa jest jednym ze sposo-
béw weryfikacji choroby i oceny jej wplywu na organizm [2]. Wykorzystuje
si¢ rozne metody oraz urzadzenia, co pozwala na zwickszenie doktadnosci ba-
dania. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze poki co, najbardziej wiarygodna metoda
weryfikowania zakazeniem koronawirusem jest test RT-PCR-rodzaj moleku-
larnego testu oparty o pobranie wymazu z nosogardzieli i analiz¢ laboratoryjna
metoda PCR (ang. polymerase chain reaction) w czasie rzeczywistym. Test
ten wykazuje si¢ wigksza wrazliwoscia- waha si¢ ona w granicach 95%. Zasto-
sowanie diagnostyki obrazowej jest w poréwnaniu z testem laboratoryjnym
obarczone duzym marginesem bledu, gléwnie ze wzgledu na subiektywnosé
odezytu obrazu, mniejsza doktadnos¢ i swoistos¢ badania [3] [4]. Niemniej
jednak okazuje sig, ze jesli test rRT-PCR daje wynik falszywie negatywny, co
oznacza, ze wedlug testu do zakazenia nie doszlo, a na podstawie objawéw
wnioskuje si¢, ze pacjent moze by¢ zarazony wirusem SARS-CoV-2, mozliwe
jest zweryfikowanie wyniku testu przez wykorzystanie tomografii kompute-
rowej. Ma ona 98% dokladnosci przy poréwnaniu z wspomniang powyzej
metoda diagnostyki laboratoryjnej [5] [6] [7]. Mimo trzyprocentowej rdznicy
w dokladnosci, obrazowanie medyczne jest niezb¢dne ze wzgledu na wykry-
cie, jaki wplyw na organizm ma wirus SARS-Cov-2 [8]. Diagnostyka obra-
zowa pozwala zobaczy¢ nie tylko obszar szczegdlnie narazony na uszczerbek,
jakim jest uktad oddechowy. Umozliwia takze calosciowe badanie organizmu
i umozliwia uzyskanie szczegélowej obserwacji pozostalych organéw, takich
jak na przyklad serce, gdzie wirus takze moze wywiera¢ wplyw na jego budo-
wie. [9]

Metody diagnostyki obrazowej réznig si¢ migdzy sobg nie tylko sprzgtem
koniecznym przy danym badaniu do jego wykonania, obszarem, ktéry podlega
diagnozie, ale takze samym obrazem, kt6ry dzi¢ki nim jest pozyskiwany. R6z-

nice wynikaja ze sposobu badania i budowy anatomicznej badanego obszaru.
2. ULTRASONOGRAFIA

Jednym z badafd stosowanych w przypadku diagnostyki obrazowej
COVID-19 jest badanie ultrasonografem. Zgodnie z zaleceniami Polskie-

go Lekarskiego Towarzystwa Radiologicznego, wskazaniami do badania
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ultrasonografem sa uwidocznienie wysicku w jamach oplucnych i wstepne
rozpoznanie zapalenia pluc. Badanie to pozwala na oceng ksztaltu, przekroju
i polozenia narzadu, a takze stanu wnetrza i powierzchni organu. Ultrasono-
grafia polega na wykorzystaniu zjawiska odbijania si¢, rozpraszania i rozcho-
dzenia fali ultradZwickowej na granicy struktur. Plusem tej metody jest mozli-
wo$¢ przeprowadzenia badania przy 16zku pacjenta [10].

2.1. Ultrasonografia ptuc

Ultrasonograficzne Badanie Pluc (ang. Lung Ultrasound, LUS) moze
stanowi¢ narzedzie diagnozujace COVID-19 [11] [12] [13]. Musi by¢ ono
jednak prawidlowo przeprowadzone. Sugerowane jest uzycie glowicy linio-
wej, z jednym punktem ogniskowym i ustawienie jej na linii optucnej. Takie
polozenie sondy gwarantuje dobry wglad w obszar oplucnej i podoptucnowej
powierzchni [14]. Zalecane jest wykonywanie skanu w obszarach miedzy ze-
brami. Dzigki temu koéci zastaniaja mozliwie najmniejsza cz¢$¢ obrazu. Bada-
nie nalezy wykona¢ w obu stronach klatki piersiowej, przez co mozliwa bedzie
weryfikacja czy do zmian doszto w obu ptucach.

Jednym z charakterystycznych objawéw COVID-19 widocznych w ob-
razach uzyskanych w badaniu ultrasonografem jest obustronna §rédmiazszowa
choroba pluc [15]. W USG jest ona widoczna jako liczne, zlewajace si¢ linie B,
pogrubiona i/lub nieregularna linia optucnej, wysick oplucnowy i konsolida-

c¢je podoptucnowe [16] [17][18] [19] [20] [21].

Ryc. 1 Poréwnanie obrazu USG phuca u zdrowego i chorego na COVID-19 pagjenta.
A) zaznaczona zielong strzatka optucna w zdrowym plucu- widoczne poziome echo,

liczne linie A b) §rédmiazszowa choroba ptuc z wyraznie nieregularng linia oplucnej
oraz duzym zaggszczeniem pionowych linii, wskazujacych na linie B [17]
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Podobny obraz uzyskuje si¢ przy chorobach wywotanych wirusami HIN1
i A H7N9. Zakazenie tymi wirusami, podobnie jak zakazenie SARS-CoV-2
prowadzi do choroby $§rédmiazszowej ptuc [22]. Wystepowanie tego sympto-
mu nie ogranicza si¢ jednak do choréb na tle wirusowym, bowiem podobne
obrazy sg takze wynikiem chlamydii-wywolanej infekcja bakteryjna, i pneumo-
cytozy, do ktdrej prowadzi grzyb Pneumocystis.

Charakterystyka obrazu COVID-19 w USG zmienia si¢ wraz z rozwo-
jem choroby. W poczatkowych stadiach widoczne s linie B, ktére w péz-
niejszych etapach choroby zlewaja si¢ ze soba i tworza wiele ognisk [23]. Trzy
lub wiecej linii B mi¢dzy dwoma zebrami tworza tak zwane ,rakiety plucne”.
w zaleznosci od kontekstu klinicznego, ogniskowe linii B, utozone obwodowo
do obszaru konsolidacji moga sugerowa¢ zapalenie pluc, podczas gdy rozlane
linie B w trzech lub wigcej strefach po obu stronach klatki piersiowej sugeruja
rozlany zespot §rédmiazszowy pecherzykéw plucnych, taki jak obrzek pluc lub
ostry zesp6t niewydolnosci oddechowej. U pacjentéw cierpigcych na duszno-
éci, konsolidacje podoptucnowe wystepuja znacznie czedciej niz u tych, ktérzy

oddychaja bez probleméw.

Ryc. 2 zdjecia a) i b) wyraznie wskazujg linie B. ¢) podoplucnowa konsolidacja, na
kt6ra wskazujq linie B [24]
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Ryc. 3 Bialymi strzalkami oznaczono linie B [25]

Obserwuje si¢ zalezno$¢ dotyczaca swoistoéci badari USG a diagnostyka
COVID-19. W péiniejszym stadium choroby, otrzymywane obrazy sa bar-
dziej swoiste- co oznacza, ze wskazuja wyraznie na COVID-19 jako przyczyne
zmian wystepujacych w obszarze pluc.

Zmiany te, wykrywane przez USG dotyczg jednie powierzchni pluc,
optucnej i na ich obwodzie. Wynika to z faktu, ze zgromadzone wewnatrz pluc
powietrze blokuje przechodzenie fal ultradzwickowych. Czyni to zatem nie-
mozliwym zaobserwowanie gleboko umiejscowionych zmian w plucu. Ogra-
niczenie to, moze wplywa¢ negatywnie na wiarygodno$¢ wynikéw badania.
Aby zmiana byla dostrzegalna w obrazie USG, musi si¢ ona znajdowa¢ na po-
wierzchni ptuca. Jest to o tyle problematyczne, ze w przypadku rozpoznawania
naciekéw, dzigki sile grawitacji moga si¢ one przemiesci¢ do dolnych platéw
pluc. Wowczas, badanie USG moze okazal si¢ niemozliwe ze wzgledu na wy-

Zej wspomniane ograniczenie.
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Ryc. 4 Na gérze oba obrazy prezentuja pluca pacjenta, u ktérego zostat potwierdzony
COVID-19. Typowe pionowe, pneumogenne duze artefakty pochodza z linii optu-
cnej lub z malych, rozmytych konsolidacji podoptucnowych (czerwona strzatka). Ich
pochodzenie nie jest punktowe. Na dole, Linia oplucnowa jest przerywana przez bar-
dziej widoczne, ale niewielkie konsolidacje (linie pomarariczowe). Widoczne sa duze
pionowe artefakty powstajace w wyniku konsolidacji, ktére nakladaja si¢ na obszary
bialego ptuca (glowica wypukta, skany mi¢dzyzebrowe) [26]

Ryc. 5 a) schemat podziatu klatki piersiowej na strefy podczas wykonywanego badania

b) i ¢) obrazowanie USG z wykorzystaniem liniowej glowicy. (c,1)- zebra (c2)- prze-
strzeri miedzy zebrami i artefaktami stozka cienia (c3)- obszar artefaktéw podophucno-
wych, (c4)- plaszczyzna skérna, (c5) podskdérna i (c6) miesniowa PLEURAL LINE-
oznacza tutaj hiperechogeniczne odbicie optucnej [27]
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Przez pojecie artefaktu rozumie si¢ strukture, ktéra nie odpowiada zadnej
strukturze anatomicznej, pojawiajacy si¢ na obrazie [28]. Hiperechogeniczna
zmiana odpowiada tkance, w tym przypadku jest to optucna, ktéra cechuje si¢
podwyzszong zdolnoscig do odbijania fal ultradzwickowych o wysokiej czgsto-
tliwosci. Taka zmiana §wiadczy o tym, ze tkanka jest zbita i twarda. W skiad
hiperechogenicznej linii, widocznej na rycinie nr 5 wchodza: oplucna $cienna,
przestrzent optucnowa i oplucna trzewna. Linia ta, w zdrowym plucu wykazuje
widoczna w badaniu ruchliwo$¢, ktéra pokrywa si¢ z aktywnoscig oddechows.
W przypadku stabo napowietrzonego pluca, ruchy te wystepuja w wigkszosci
na skutek drgand przeniesionych na ptuca z bijacego serca, jest to zjawisko tzw.
Tetna plucnego. Wystgpowanie t¢tna plucnego oznacza catkowita niedodme
lub konsolidacje podoplucnows [29].

Przy odpowiednich warunkach, USG umozliwia zbadanie okoto 70% po-
wierzchni pluc, co nie jest wystarczajacym obszarem, by méc oceni¢ kondycje
calych ptuc. W duzej mierze powierzchnia badania jest ograniczona ze wzgle-
du na anatomiczna budowg klatki piersiowej oraz funkcje samego organu- za-
wieraja one powietrze. Sama czulo$¢ USG na zmiany w obszarze oplucne;j jest
wysoka, jednak swoisto$¢ wzgledem COVID-19 moze nie by¢ zadowalajaca.

Ultrasonografia jest takze mozliwo$cia obserwacji pacjenta w okresie re-
konwalescencji. Mozliwe jest monitorowanie stanu pluc po rozpoczeciu te-
rapii, a co za tym idzie ocena postgpu w kierunku polepszenia stanu zdrowia.
Ma to szczeg6lne znaczenie przy rozstrzygnigciu jakie kroki powinny zostaé

podjete podczas postgpowania klinicznego.
2.2. Echokardiografia

Zasada dzialania tej metody jest identyczna jak przy klasycznym USG.
Do obrazowania serca uzywa si¢ czgstotliwosci od 1 do 10 MHz. W przypadku
echokardiografii mozliwe jest stosowanie kontrastu, zwigkszajacy echogenicz-
no$¢ krwi. Echokardiografia jest zréznicowana metoda badania. Dzieli si¢ na
echokardiografi¢ przezklatkows, przezprzelykowa, obciazeniowsg oraz kontra-
stowa. W przypadku diagnostyki COVID-19 pomijana jest metoda obciaze-
niowa ze wzgledu na zwickszenie czestotliwosci oddechéw, skutkujace kaszlem

[30].
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2.3. Echokardiografia a COVID-19

Badania przeprowadzone przez Zhi-Yao, Wei Yong-Jian, Geng Ji Huang
i Hai-Yan Qian udowadniajg, ze w wyniku zakazenia COVID-19 w morfo-
logii i na powierzchni serca nast¢puja patologiczne zmiany [31]. Wielokrot-
nie powtarzajacymi si¢ uszkodzeniami posréd pacjentéw sa, wskazane przez
echokardiografig, nieprawidlowe ruchy scian, zmniejszenie frakeji wyrzutowej
z lewej komory oraz niewielkie ilosci wysicku osierdziowego [32]. Stwierdza
si¢ takze wystgpowanie obrz¢ku migsnia sercowego, hipokinezy komorowe;j
oraz zgrubienie $cian [33] [34]. Moze wystapi¢ takze cigzka niedomykalnog¢
zastawki tréjdzielnej. Réwnoczesnie nalezy zaznaczy¢, ze w grupie badanej
znajdowali si¢ pacjenci, ktdrzy jeszcze przed zakazeniem, cierpieli na choro-
by uktadu krazenia. U pacjentéw, ktdrzy nie mieli zadnych choréb serca lub
naczyni, wspomniane powyzej objawy pojawiajg si¢ bardzo rzadko. Wsréd
pacjentéw bez schorzeri kardiologicznych, dochodzi cz¢sciej do zmniejszonej
wydajnosci pracy serca, niz do np. zmniejszonej frakcji wyrzutowej z komory
lewej oraz powigkszenie prawego przedsionka [35]. Najnowsze dane wskazuja
na to, ze uszkodzenie migsénia sercowego wynika z komplikacji zwiazanych
z COVID-19 [36]. Obecno$¢ wirusa SARS-CoV-2 w organizmie wywoluje
zapalenie $rodblonka w narzadach, czego skutkiem moga by¢ kolejne infekeje
wirusowe, bedace bezposrednia przyczyna zmian w morfologii danego orga-
nu. Nieprawidtowosci w obrebie migénia sercowego, ktérych przyczyna moze
by¢ koronawirus, to obrzgk serca i jego zwl6knienie, a takze niedokrwienno$é.
W wyniku zaburzen funkgji uktadu oddechowego moze takze dojs$¢ do niedo-
tlenienia, prowadzacego pézniej do obumarcia migénia sercowego [37]. Pato-
logiczne zmiany moga by¢ takze wynikiem zazywania lekéw [38].

Zaleta echokardiografii, podobnie jak przy standardowym USG, jest
mozliwo$¢ uzywania aparatury do badania bezposrednio przy ézku chorego
[39]. Nie jest konieczne przemieszczanie pacjenta, co dla 0séb, ktére korzystajg
z wentylacji mechanicznej, jest niezbedne. Metoda ta jest szczegdlnie ceniona
w szpitalach i innych punktach opieki, ze wzgledu na krétki czas trwania bada-
nia, odpowiednia dokfadnos¢ i mozliwos¢ wykrycia zmian na calym obszarze
serca [40] [41]. Ten rodzaj szybkiego badania przy tézku chorego nazywa-
ny jest POCUS, co w thumaczeniu z jezyka angielskiego, z ktérego pochodzi
skrét, oznacza USG w punkcie opiceki (ang. Point Of Care Ulstrasound) [42].
Z kolei w przypadku COVID-19, dopiero pézniejszym badaniem jest echokar-
diografia przezklatkowa. Oznacza to, ze POCUS moze kierunkowa¢ dalsze po-

stgpowanie kliniczne, wzgledem pacjentéw ze schorzeniami kardiologicznymi
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[43] [44]. Dodatkowo wykorzystywana jest takze echokardiografia przezklat-
kowa i przezprzelykowa [45] [46]. Przy przezprzelykowej metodzie, nalezy
szczegblnie uwazaé przy badaniu osoby chorej na COVID-19. Poniewaz jest
to choroba przenoszona droga kropelkowa, nalezy zachowa¢ odpowiednie
procedury, by nie narazi¢ osoby badajacej na zakazenie przez kontake ze §ling
chorego w momencie wysuwania rurki laparoskopowej z jego przelyku [47].
W tym celu, rurke t¢ umieszcza si¢ w specjalnym rekawie, pozwalajacym na

zachowanie niezbednego bezpieczeristwa [48].

aparoscopic camera sleeve taped
to TEE bite h]uck!mnuih_:pjm

Ryc. 6- na zdjeciu widoczna jest laparoskopowa kamera do echokardiografii przezprze-
tykowej z zalozonym rekawem. Rekaw jest zalozony az do ustnika.[6]

Przy echokardiografii wykonanej u pacjentéw chorych na COVID-19
wykazuje si¢ najczeéciej powigkszenie komory prawej i jej dysfunkgcje. Patolo-
gie te s3 czgsciej obserwowane w przypadku prawej komory, niz ma to miejsce
przy lewej. Jest to zauwazalne szczegdlnie w pézniejszych i grozniejszych dla
zdrowia fazach choroby.

Nalezy jednak pamietaé, ze samo wykrycie na echokardiografii zmian
w obrebie serca, nie moze jednoznacznie potwierdzi¢ lub wykluczy¢ zakazenia

SARS-CoV-2.
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3. TOMOGRAFIA KOMPUTEROWA

Wykorzystywane sa tutaj promienie X, czyli fale elektromagnetyczne.
Zaleta tomografii s jej rezultaty- obrazy sa o wiele bardziej precyzyjne i wyraz-
ne, umozliwiaja pozyskanie dokladnego obrazu wybranej struktury [49]. Sam
obraz jest tworzony przez liczne przekroje, co jest przewaga TK nad USG-
mozna sprawdzi¢ caly organ, np. pluco, nie ograniczajac si¢ jedynie do jego

powierzchni.
3.1. Tomografia komputerowa a COVID-19

Tomografie komputerowa, w przypadku diagnostyki COVID-19, wyko-
rzystuje si¢ jedynie w przypadkach, gdy jej wynik moze zmieni¢ sposéb poste-
powania i leczenia chorych. Rutynowo wykonuje si¢ je bez podania kontrastu
pacjentowi, za pomoca techniki wysokiej rozdzielczosci. Srodek kontrastujacy
wykorzystuje si¢ tylko, gdy wystepuje podejrzenie choréb wspdélistniejacych
np. Zatorowosci pluca. “Jednak w niedawnym o$wiadczeniu Fleischner Socie-
ty zidentyfikowalo trzy gtéwne scenariusze, w ktérych obrazowanie moze by¢
stosowane jako podstawowe narzedzie diagnostyczne: (1) pacjenci z fagodny-
mi cechami oddechowymi zgodnymi z COVID-19, ale z czynnikami ryzyka
progresji choroby, (2) pacjenci z umiarkowanymi lub ci¢zkimi cechami CO-
VID-19, niezaleznie od wynikéw testu RT-PCR oraz (3) pacjenci z objawami
od umiarkowanych do cigzkich w §rodowisku o duzej czestosci wystepowania
choroby i przy ograniczonych zasobach badawczych”-Journal of Cardiovascu-
lar Computed Tomography Volume 15, Issue 1, January—February 2021,
Pages 27-36.

Charakterystycznymi zmianami w plucach u oséb chorych na CO-
VID-19 s3 zmiany typu matowego szkla (ang. Ground-Glass Opacity, GGO)
[50] [51] [52]. Jest to patologia szczegdlne widoczna w badaniach TK [53]
[54]. Wystepuje zaréwno u dorostych, jak i u dzieci chorych na koronawirusa
[55]. W przypadku koronawirusa odznacza si¢ ono zaokraglona morfologia,
z charakterystycznym obustronnym rozmieszczeniem obwodowym, ktére
moze by¢ zwiazane z zaggszczeniem tkanki plucnej wskutek nacieku i zgru-
bieniem przegrody zrazikowej ze zmiennym wypelnieniem pecherzykéw phu-
cnych [56] [57] [58] [59]. Poszerzenie naczyn i rozstrzenie oskrzeli sa rowniez
typowymi objawami stwierdzanymi u pacjentéw z COVID-19 [60]. Badania
potwierdzaja, ze przy zakazeniu SASR-CoV-2, znacznie czgéciej niz w przy-
padku innych choréb wystepuja prazki podoplucnowe, zgrubienie naczyn
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krwiono$nych oraz zmiany w dolnych platach ptuc [61] [62]. Przy uzyciu
tomografii wysokiej rozdzielczosci, mozna takze wykry¢ torbiele ptucne [63].
Tomografia komputerowa klatki piersiowej moze w wigkszosci przypadkéw
pokaza¢ réznice migdzy zmetnieniem typu matowego szkla u pacjentéw
z COVID-19, a osobami niedotkni¢tymi zakazeniem dzi¢ki swojej doktadno-
$ci pozyskiwanego obrazu [64].

Tomografia komputerowa moze zosta¢ wykorzystana do diagnostyki
zmian wywolanych COVID-19 [65] [66]. Odgrywa ona istotna rolg przy pro-
gnozowaniu dalszego rozwoju choroby i dobieraniu wlasciwych metod lecze-
nia [67]. Jednym z charakterystycznych patologii powodowanych przez koro-
nawirus jest zmgtnienie typu matowego szkla [68]. Zmetnienie to pojawia si¢
takze w przypadku innych choréb, co powoduje niska specyficzno$é obrazu
pozyskanego metoda tomografii komputerowej pod katem zmian bedacych
rezultatem zakazenia COVID-19. Obrazy, na ktdrych wida¢ wyzej wspomnia-
ne zmetnienie, mogg tyczy¢ réznych choréb, co ma wplyw na wiarygodnos¢
wynikéw diagnostyki obrazowej z tomografu komputerowego. Ponownie na-
lezy zaznaczy¢, ze péki co, diagnostyka oparta na testach laboratoryjnych daje
wicksze prawdopodobieristwo trafnej diagnozy anizeli wykorzystanie metod
obrazowania. Nie zmienia to jednak faktu, ze moze si¢ ono okaza¢ bardzo
pomocne.

Wezesnym objawem obserwowanym w przypadku COVID-19 w tomo-
grafii komputerowej jest naciek zapalny w obszarach podoptucnowych, czego
skutkiem w pézniejszym stadium jest GGO. Kolejne stadium choroby, czyli
moment jej najbardziej dynamicznego rozwoju obejmuje konsolidacje wokot
zmian typu matowego szkla oraz wysick optucnowy w niewielkich ilosciach
[69] [70] [71] [72]. W szczytowym etapie choroby dochodzi do rozlanego
uszkodzenia pecherzykéw ptucnych [73].

COVID-19 ma takze inny specyficzny obraz w TK- s to zmiany typu
szalonego wzoru kostki (ang. Crazy Paving Patterns) [74]. Towarzyszy im tak-
ze zgrubienie przegrody migdzyzrazikowej. Jest to zmiana powstajaca z GGO
z nalozeniem zgrubienia przegrody mig¢dzyzrazikowej oraz wewnatrzzraziko-
wym zgrubieniem przegrody [75] [76]. Jest to widoczne jako linowa zmiana
na matowo szarym tle. Obraz, na ktérym widoczne sa zmiany typu szalonego
wzoru kostki, pozyskiwany jest gléwnie w tomografii wysokiej rozdzielczosci
i jest charakterystyczny dla ostrych choréb przewleklych. Takie zobrazowanie

moze $wiadczy¢ o proteinozie pecherzykowej.

208



DIAGNOSTYKA OBRAZOWA COVID-19

e ot

Ryc. 7 Czerwona strzatka wskazuje GGO w dolnym placie prawego pluca [78]

Ryc. 8. Czerwong strzatka zaznaczono zmiany typu crazy paving patterns oraz zgrubie-
nie przegrody miedzyzrazikowej [79]
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Wystgpowanie obu zmian plucnych, zaréwno zmetnienie jak i zmiany
typu szalonego wzoru kostki sa charakterystyczne dla COVID-19 [77]. Zmia-
ny dotycza gléwnie dolnego obszaru pluc i moga, w zaleznosci od stopnia
zaawansowania choroby, wystgpowa¢ na jednym lub dwéch plucach jednocze-
$nie [78]. Dodatkowo odnotowuje si¢ czgsto liniowe oraz siatkowate zmetnie-
nia. Oprécz tych zmian. Wystepuje widoczne na TK §rédmiazszowe zapalenie
pluc, swiadczace czesto o zakazeniu SARS-CoV-2. Czesto obserwowane sa

takze zmiany torbielowate [79].

[ 2]
(P P]

Tag4 Tag7
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ag 1

Ryc. 9 Zmiany w plucach nasda)q si¢ wraz z rozwojem choroby— w dniu 4 nie s3 one

tak wyrazne jak w dniu siédmym, gdzie zaznaczaja si¢ postgpujace az do dnia 12 zmet-

nienia o kolistej morfologii. Nast¢puje tu tez znaczny wzrost wysicku w optucnej [80]

Wskazaniem do przeprowadzenia obrazowania za pomocg tomografu
komputerowego w przestrzeni klatki piersiowej ze szczegdlng uwaga na pluca
jest wystgpowanie objawéw typowych dla COVID-19 gdy test RT-PCR daje
wynik falszywie negatywny. Jesli wystepuja wymienione wezesniej w podroz-
dziale zmiany, sa one widoczne w obu plucach, gléwnie w dolnych platach i
na tylnej czgsci ciata, mozna z w oparciu o obraz TK zdiagnozowa¢ zarazenie

SARS-CoV-2.
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Ryc. 10 Liniowe i siatkowate zmetnienia wystepujace u pacjenta rozproszone po calej
objetosci pluc. Dodatkowo widoczne sa GGO i zmiany typu szalonego uktadu kostki,
szczegblnie w obrebie prawego puca. [94]

Figl

Ryc. 11 obraz przedstawia zaznaczone strzatka centralne zmetnienie liniowe, zwane
takze znakiem mniszka lekarskiego [85]

211



E. SEABONSKA, A. SZCZURASZYK, D. MAJER, R. KASZA, P. LIMANOWKA

Zmegtnienie liniowe tworzace ksztalt mniszka lekarskiego jest charaktery-
styczne we wezesniejszych etapach choroby [80]. Dodatkowo, moga wystepo-
waé zmetnienia otoczone konsolidacja w ksztalcie pierscienia [81]. Wykazuja

one obraz tak zwanego odwréconego znaku halo (ang. Reversed Halo Sign)

Ryc. 12 Czarna strzatka zaznaczono znak odwrdéconego halo widoczny na obrazie TK
pacjenta chorego na COVID-19 [85]

3.2. Tomografia komputerowa uktadu zoladkowo-jelitowego

Poza obszarem pluc, zmiany moga dotyczy¢ takze innych narzadéw lub
calych ich ukladéw w organizmie. Wirus wywoluje zmiany w ukladzie zo-
fadkowo-jelitowym. Niektére objawy, takie jak biegunka, wzdecia oraz he-
matochezia wystgpujace u 0séb zakazonych, dotycza whasnie ukladu zoladko-
wo-jelitowego. Badania z uzyciem wielorzedowej tomografii komputerowe;j
wykazaly niedokrwienne zmiany jelit, zmiany zapalne w jelicie cienkim, esicy
i odbytnicy, takie jak obrz¢k podsluzéwkowy. Ponadto wykazywano obecnos¢
plynu w jelitach.[82]

Obrazowanie metoda tomografii komputerowej stuzy do weryfikowania
choréb i patologicznych stanéw wywotanych COVID-19. Badania przepro-
wadzone przez: Einat Blumfield, Terry L. Levin, Jessice Kurian, Edwarda
Y. Lee i Marka C. Liszewskiego, skupiajg si¢ na wykryciu z metoda obrazowania
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zmian wywolanych wielouktadowym zespotem zapalnym- MISC (ang. Multi-
system Inflammatory Syndrome in Children) [83]. Zespét ten jest wywolany
obecnoscia wirusa Sars-COV-2, szczegdlnie posréd dzieci [84]. Mimo tego,
przebieg choroby powodowanej tym wirusem jest tagodniejszy u dzieci niz
u dorostych i ludzi w podesztym wieku [85]. Do badan zgloszono pacjentéw
z objawami zakazenia i pozytywnym wynikiem testu rRT-PCR pod katem
obecnosci wirusa SARS-CoV-2. Symptomami byly: goraczka, biegunka, wy-
mioty, béle brzucha, zapalenie spojéwek, wysypka, bdle glowy i gardta. “Do-
datkowo, kazdy z pacjentéw cierpiat na dusznosci i kaszel.”- AJR Am ] Ro-
entgenol 2021 Feb;216(2):507-517 doi:10.2214/AJR.20.24032. Epub 2020
Jul 29. Angiografia wykazala zatorowo$¢ ptucng [86]. Tomografia kompute-
rowa ukazata wodobrzusze malej objetosci, powigkszenie watroby, nerki ech-
ogeniczne, zgrubienie $ciany jelita, pogrubienie $ciany pecherzyka zélciowego,
powickszenie weztéw chlonnych krezki, powigkszenie §ledziony i pogrubienie
$ciany pecherza. Badanie klatki piersiowej wskazywalo takze na kardiomegalie,
zastoinowg niewydolnos¢ serca lub kardiogenny obrzek pluc, niedodme, wy-
sick optucnowy, zespé6t ostrej niewydolnosci oddechowe;j i zapalenie ptuc [87].
Rozpoznanie MIS-C jest kluczowe by zapobiec gwaltownemu pogorszeniu sig

zdrowia pacjentéw i rozpoczecie odpowiednio dostosowanego leczenia.

3.3 Tomografia komputerowa w badaniu powiktas

ukladu sercowo-naczyniowego

COVID-19 wplywa negatywnie nie tylko na narzady ukladéw odde-
chowego i pokarmowego, ale takze na uklad sercowo-naczyniowy. Choroba
powoduje cigzkie powiklania sercowo-naczyniowe [88]. Tomografia kompu-
terowa wykazuje czgsto obecno$¢ tkanki thuszczowej w nasierdziu, co moze
wskaza¢ na uszkodzenia migsnia sercowego i stan zapalny w jego obrgbie.

Jedng z metod wykorzystania tomografii komputerowej w badaniu ser-
ca jest koronarografia komputerowa [89]. Badanie to jest skupione wokét
naczyn wiedicowych serca i pozwala na uzyskanie wieloplaszczyznowej rekon-
strukgji tetnic wiencowych [90]. Jest to metoda odznaczajaca si¢ najwyzsza
wartoécig diagnostyczng sposréd badari nieinwazyjnych przy badaniu naczyn
wiericowych. Mozliwa jest wowczas obserwacja nieprawidlowosci w budowie
tetnic wiericowych oraz mostkéw wiericowych i przetok.

W przypadku COVID-19 koronarografia komputerowa daje mozli-
woé¢ diagnozy ostrego zespotu wiericowego, ktdry objawia si¢ u pacjentéw

wykazujacych juz wezesniej choroby naczyni wiericowych- wezesniej tj, przed
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zakazeniem, jak i jako powiklanie po COVID-19, bedace zagrozeniem zdro-

wia i Zycia pacjenta.
4. RENTGENOGRAFIA

W badaniu tego rodzaju wykorzystuje si¢ fale elektromagnetyczne w po-
staci fotonéw. Ograniczeniem tej metody jest fake, ze tkanki migkkie nie sa tak
dobrze widoczne jak na USG czy w TK.

4.1. Rentgenografia klatki piersiowej

Obrazowanie metoda RT'G wykazuje si¢ mniejszg czulo$cia i swoistoscia
niz badanie tomografem komputerowym, ale jest ono wykorzystywane przy
diagnostyce obrazowej COVID-19 [91] [92]. Wykazuje podobne zmiany
w obszarze pluc jak TK, sa to: zmetnienie typu matowego szkla (Ground Glass
Opacities- GGO) oraz zageszczenie tkanki ptucnej wskutek nacieku. W przy-
padku GGO wyrdznia si¢ kilka rodzajéw jego opisu, moze by¢ ono nieregular-
ne, niejednolite, zamglone, siatkowate i rozlegle.

W przypadku GGO bardzo trudnym jest doktadne dostrzezenie go na
obrazie RTG. Znacznie tatwiej je zlokalizowaé w oparciu o obraz z TK, nie
tyczy si¢ to jednak wszystkich typéw GGO. Przykladowo, zmetnienie siatko-
wate jest widoczne lepiej na obrazie RTG klatki piersiowej [93].

Charakterystyczng dla COVID-19 i innych choréb wirusowych zmianag
jest przewaznie obustronne zmetnienie ptuc, wystgpujace w wigcej niz jednym
placie. Jest to jeden z czynnikéw, pozwalajacych na weryfikacje czy doszto do
zakazenia wirusem SARS-CoV-2 dzigki diagnostyce obrazowej.

Zapalenie pluc bedace jednym ze skutkéw zakazenia koronawirusem,
daje obraz peryferyjnego zmetnienia pluc- oznacza to, ze zmiany sa widoczne
na obwodzie ptuc. Peryferyjne zmetnienia moga mie¢ rézne formy, zaréwno
wieloogniskowe, jak i niejednolite badz tez zlewne.

Poniewaz swoisto$¢ RTG wzgledem zmian wywolanych SARS-CoV-2
w organizmie jest do§¢ niska, diagnostyka opiera si¢ tutaj gléwnie na badaniu
patologii nast¢pujacych po chorobie lub moze by¢ dodatkowa forma potwier-
dzenia zakazenia, oprécz podstawowego testu rRT-PCR.

Rentgenografia pozwala odrdzni¢ choroby bedace nastgpstwem zakazenia
wirusowego od tych, wynikajacych z infekeji bakteryjnej. Wyzej wspomniang
cecha, ktéra jest charakterystyczna dla zmian wywolanych wirusem, sa zmiany

w wigcej niz jednym placie pluc oraz na obszarze obu pluc. Obraz jest wéwczas
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podobny do innych wirusowych choréb lub powiklan, np. Zespolu ostrej nie-
wydolnosci pluc.

Ryc. 13 Obrazy RTG pozyskane od 6 pacjentéw chorych na COVID-19, u ktérych
wystapifo zapalenie ptuc powodowane COVID-19. Strzatkami zaznaczono dolne ob-
szary pluc zajete przez zapalenie w obu ptucach. [86]

Pozyskane w RTG obrazy maja mniejsza rozdzielczo$¢ niz w przypadku
TK, jednak istotng zaleta rentgenografii jest fakt, ze aparatura jest znacznie
tarisza, niz w przypadku tomografu. Oznacza to, ze RTG jest lepiej dostgpne.
Ponadto, co jest szczeg6lnie wazne w czasach pandemii, sprzgt niezbedny do
badania jest fatwiejszy w dezynfekeji, co pozwala na szybszy proces badania

i diagnoze wickszej ilosci 0s6b w krétszym czasie. Jednak w przeciwieristwie
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do TK i USG, tutaj powtarzalno$¢ badania jest ograniczona ze wzgledu na
mozliwe negatywne skutki wynikajace z czestej ekspozycji na promieniowanie

oraz grono pacjentéw, ktére mozna podda¢ badaniu jest znacznie mniejsze.
S. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Pierwsza metoda diagnostyki obrazowej oméwiona w powyzszym roz-
dziale, byt ultrasonograf. Jest to metoda ogélnodostgpna, znajdujaca szerokie
zastosowanie w diagnostyce ze wzgledu na niska ceng aparatu oraz nieskom-
plikowang obstuge. Dodatkowa zaletg jest fake, ze nie naraza ona pacjenta na
promieniowanie i badaniu moze zosta¢ poddany praktycznie kazdy.

Kolejng metoda byta tomografia komputerowa. Cechuje si¢ najwyzsza ze
wszystkich wymienionych metod najwyzsza jakoscig i rozdzielczoscia obrazu,
dzigki czemu diagnoza oparta o wyniki TK jest przewaznie najbardziej wiary-
godna [94] [95] [96] [97].

Ostatnia metoda byla rentgenografia. Wykazuje si¢ duza zbieznoscia
zwynikami TK, jest jednak mniej przyst¢pna dla pacjentéw ze wzgledu na pro-
mieniowanie, ktdre przez czesta ekspozycje moze okazal si¢ szkodliwe. Takze
rozdzielczo$¢ obrazu jest nizsza i wezsze jest grono pacjentdw, ktérych mozna
diagnozowac¢ ta metoda, ponownie, ze wzgledu na promieniowanie [98].

Diagnostyka obrazowa nie moze jednoznacznie i samodzielnie potwier-
dzi¢ lub wykluczy¢ obecno$¢ wirusa SARS-CoV-2 w organizmie. Jest to nie-
mozliwe ze wzgledu na niska swoisto$¢ obrazu- COVID-19 daje objawy po-
dobne do innych choréb wywotanych wirusami. Poréwnujac jednak wynik
testu rRT-PCR i obrazy uzyskane powyzszymi metodami, mozna upewnic si¢
co do przyczyny zmian w organizmie oraz podja¢ odpowiednie postgpowanie

kliniczne.
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Abstrakt:

Zakazenie wirusem SARS-CoV-2 prowadzi do rozwoju ostrej choroby zakaznej ukladu odde-
chowego — COVID-19. Pierwsze przypadki zostaly odnotowane w grudniu 2019 roku w mie-
$cie Wuhan (prowincja Hubei) w Chinach. Wyrézniamy cztery stadia klinicznego zakazenia
SARS-CoV-2, a kuracja pacjenta jest zalezna od tego, w ktdrym stadium choroby si¢ on znajdu-
je. Obecnie na $wiecie nie istnieje zatwierdzona metoda leczenia COVID-19. Leczenie etiotro-
powe, ktdre skupia sie na pierwotnej przyczynie choroby nie jest mozliwe. Stosuje sie leczenie
objawowe, ktére ma na celu ztagodzenie objawdéw oraz wsparcie organizmu w walce z choroba.
Pomaga to poprawi¢ jako$¢ zycia osoby chorej, jednakze nie eliminuje przyczyn infekeji. Me-
tody leczenia, ktére s3 obecnie stosowane, opieraja si¢ gléwnie na do§wiadczeniach zwiazanych
z wystgpujacymi juz wezesniej na $wiecie wirusami podobnymi do koronawirusa, takimi jak
SARS-CoV czy MERS-CoV oraz wirusie grypy. Badacze kliniczni testuja setki lekéw, ktére
moglyby wykaza¢ whasciwosci terapeutyczne. Na $wiecie prowadzone s3 badania nad leczeniem
COVID-19 z wykorzystaniem istniejacych juz na rynku lekéw przeciwwirusowych, lekéw prze-
ciwreumatycznych, dozylnych immunoglobulin (IVIg), hiperimmunizacyjnych immunoglobu-
lin (IgG), heparyn drobnoczasteczkowych oraz interleukin. Naukowcy rozpoczeli takze prace
nad szczepionka, ktdéra umozliwitaby nabycie sztucznej odpornosci przeciwko koronawirusowi,
co przyczynitoby si¢ do zmniejszenia $miertelnosci zwiazanej z zakazeniem. Waznym aspektem
szczepien jest takze spadek ryzyka powiklan, ktore moga wystapi¢ po przejsciu choroby i okaza¢
si¢ od niej gorszymi w skutkach. Dnia 10 stycznia 2020 roku opracowano dokladng sekwencje
biatka S (kolca), znajdujacego si¢ na powierzchni wirusa, co umozliwito prace nad tworzeniem
szczepionki. Biatko S (kolca) jest odpowiedzialne za interakcje z receptorem na powierzchni
komérki gospodarza i wniknigcie do jej wngtrza. W szczepionce znajduje sig mRNA kodujace
informacje genetyczna o szczytowym bialku S (kolca), a nie tak jak szczepionki starej generacji
oparta jest na inaktywowanych czastkach wirusa. Pierwsze testy szczepionki datowane sa na
marzec 2020. W maju 2020 roku przynajmniej 6 szczepionek weszlo w fazg testow klinicznych,
a 80 innych w stadium testéw przedklinicznych. Pierwsze szczepienia miaty miejsce pod koniec
2020 roku.

Slowa kluczowe: leczenie, koronawirus, szczepionka, COVID-19, choroba
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Abstract:

The infection of SARS-CoV-2 causes a severe illness of the respiratory system called COVID-19.
First reports/cases were noted in December 2019 in the city of Wuhan. We can distinguish
four clinical stages of SARS-CoV-2 infection and chosen treatment depends on the clinical
stage of the patient. At this moment in the world there is no confirmed method for COVID-19
treatment. Etiotropic therapy, which is focused on the initial cause of illness, is not possible.
The one that’s currently applied is symptomatic treatment which aims to relieve symptoms and
support in overcoming the illness. It helps to improve the condition of the sick person’s health
quality, however it doesn’t eliminate the cause of infection. Treatment methods, which are
currently used, are based mostly on common knowledge about already present viruses similar
to coronavirus like SARS-CoV or MERS-CoV, influenza virus. These days studies on CO-
VID-19 treatment with the use of existing in the market antiviral medicines, disease-modifying
anti-rheumatic drug, intravenous immunoglobulin (IVIg), immunoglobulin IgG, low-mole-
cular-weight heparins and interleukins are being carried out around the world. Scientists have
started working on vaccines which would allow to induce artificially acquired active immunity
to coronavirus and as a result, decrease death rate related to virus infection. Significant aspect
of vaccination also decreases the risk of complications that could appear after overcoming this
illness and turn out to be even worse in the long term. On the 10th of January in 2020 a specific
S-Protein sequence located on the surface of the virus was designed, thereby the vaccination
process has begun. The integration between S-Protein and transmembrane receptors in the host
cell activates the receptor’s associated biochemical pathway. The vaccine contains mRNA which
encodes the synthesis of a gene product: S-Protein in contrast to old generation vaccines, which
are based on inactivated viral particles. First vaccine tests took place in March 2020. In May
2020 at least 6 vaccines were in process of clinical tests, another 80 in the preclinical tests phase.
First vaccinations were held at the end of 2020.

Keywords: treatment, coronavirus, vaccine, COVID-19, disease

1. WSTEP

SARS-CoV-2 jest nowo odkrytym koronawirusem, ktéry wywotuje cho-
rob¢ zwang COVID-19. Stanowi ona nie lada wyzwanie dla lekarzy ze wzgle-
du na trudnosci wiazace si¢ z opracowaniem procedury leczenia choroby, ktéra
jak dotad nie byta znana ludzkosci.

Do przeniesienia SARS-CoV-2 dochodzi droga kropelkowa, jednakze wi-
rus ten zachowuje rowniez zdolnos¢ do zakazania poza organizmem cztowieka.
Mozna si¢ nim zakazi¢ dotykajac zanieczyszczone przedmioty, dlatego istotna
jest profilaktyka polegajaca na czgstym myciu rak oraz ich odkazaniu, noszeniu
maski w miejscach publicznych i zachowaniu bezpiecznej odleglosci.

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organiza-
tion — WHO) czas inkubacji wirusa wynosi srednio 5-6 dni, ale moze réwniez
waha¢ si¢ od 1-14 dni [1]. Przebieg choroby ma bardzo cz¢sto postaé bezob-
jawowa lub skapoobjawowa, ktérej towarzysza dolegliwosci takie jak kaszel
czy goraczka [2]. Od poczatku pandemii, z kazdym kolejnym miesiacem, wy-
dluza si¢ lista objawéw wystepujacych u oséb, ktére zakazily si¢ patogenem.
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Do najczgsciej wystepujacych symptoméw zaliczamy: goraczke, suchy kaszel,
dusznosci, bdle: gardla, migéni, glowy, kregostupa, zmeczenie, utratg wechu
i/lub smaku, biegunke, wymioty, a w bardziej zaawansowanych stadiach moze
wystapi¢ srédmiazszowe zapalenie ptuc [3]. W cigzkich przypadkach moze roz-
wina¢ si¢ ostra niewydolno$¢ oddechowa, ktéra prowadzi do niewydolnosci
wielonarzadowej, a w konsekwencji do zgonu pacjenta [3]. Obecnie poziom
$miertelnosci wynosi okoto 1-3% i jest zwiazany z wyst¢gpowaniem choréb
wspdlistniejacych, wiekiem pacjentéw oraz dostgpem do stuzby zdrowia [4].

Pomimo ciaglych badan nad efektywnym zwalczaniem wirusa, nadal nie
sa znane optymalne metody leczenia. Lekarze poczatkowo mogli jedynie suge-
rowa¢ si¢ doswiadczeniami nabytymi podczas epidemii wiruséw MERS-CoV
czy SARS-CoV, wywolujacych odpowiednio choroby — MERS (bliskow-
schodni zespdt oddechowy) oraz SARS (cigzki ostry zespét oddechowy) [5].
Z czasem medycy na calym $wiecie, po blizszym poznaniu przebiegu choroby,
zaczeli zdobywad wiedzg, umozliwiajaca zastosowanie odpowiednich metod
leczenia COVID-19.

W zaleznosci od przebiegu i stadium COVID-19, stosuje si¢ réznego ro-
dzaju leki oraz terapie. Zgodnie z informacjami przedstawionymi przez WHO,
badania dowodza skutecznosci deksometazonu, bedacego glikokortykostero-
idem, ktéry moze zostaé zastosowany w przypadkach o cigzkim przebiegu. Leki
takie jak hydroksychlorochina czy lopinawir/ritonawir maja male znaczenie i
czgsto nie odgrywaja istotnej roli w leczeniu COVID-19 [1]. Innym lekom,
ktére sg stosowane do leczenia tej choroby, nie udowodniono skutecznosci
dzialania [4]. Duze nadzieje pokladane sg réwniez w zwiazku ze szczepionka-
mi przeciwko SARS-CoV-2, ktére zostaly wprowadzone na rynek pod koniec
grudnia 2020 roku.

2. STADIA KLINICZNE I ICH CHARAKTERYSTYKA

Mozemy wyréznié cztery stadia kliniczne zakazenia wirusem SARS-
-CoV-2 [6]:

* 1 - stadium bezobjawowe lub skapoobjawowe

* 2 —stadium petnoobjawowe

* 3 —stadium z niewydolnoscia oddechows (burza cytokinowa)

* 4 —stadium ostrej niewydolnosci oddechowej (ARDS)
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2.1. Stadium bezobjawowe lub skapoobjawowe

Stadium pierwsze dotyczy oséb, ktére nie wymagaja hospitalizacji. Zakazeni bar-
dzo czgsto przechodza chorobg tagodnie — bezobjawowo lub skapoobjawowo [2, 6].
Symptomy, ktére wskazuja na zakazenie to najczesciej: goraczka, zmeczenie, utrata
wechu i/lub smaku oraz suchy kaszel [1, 3]. Rzadziej wystepuja rowniez béle glowy,
gardla, migsni, wymioty, biegunka, zapalenie spojéwek, wysypka, problemy ze snem,
spadek kondycji, przebarwienia palcéw u stdp i rak oraz problemy z koncentracja [1].
Istotne jest jednak obserwowanie czy stan zdrowia zakazonego si¢ nie pogarsza, gdyz

z czasem moze rozwinac si¢ pelnoobjawowa posta¢ choroby [6].
2.2. Stadium pelnoobjawowe

Kontrolowanie saturacji jest bardzo wazne w przypadku zakazenia ko-
ronawirusem SARS-CoV-2, gdyz jej spadek ponizej 95% oznacza rozwdéj sta-
dium drugiego. Zwykle nastgpuje to w ciagu pierwszego tygodnia choroby [6].
Na tym etapie dochodzi do namnazania si¢ wirusa oraz nasilenia si¢ objawdéw
[6]. Pacjenci wymagaja hospitalizacji [6]. Istotne jest wdrozenie leczenia prze-
ciwwirusowego, profilaktyka zmian zatorowo-zakrzepowych oraz mozliwos¢

zapewnienia tlenoterapii w razie pogorszenia stanu zdrowia pacjenta.
2.3. Stadium z niewydolnosciag oddechowa

Wystepowanie silnych dusznosci i spadek saturacji hospitalizowanego
pacjenta ponizej 90%, pomimo zastosowania tlenoterapii oraz leczenia prze-
ciwwirusowego, moze wskazywaé na dalszy postep choroby, co prowadzi do
rozwoju stadium trzeciego. W tym stadium moze wystapi¢ burza cytokinowa
(6], ktdra dotyczy niekontrolowanej, nadmiernej odpowiedzi immunologicz-
nej chorego [12]. Hospitalizowani moga mie¢ dolegliwosci ze strony uktadu
oddechowego takie jak: kaszel, przyspieszony oddech czy dusznosci, kedre
moga prowadzi¢ do zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej [28].

Wigkszos¢ pacjentéw z burza cytokinowa ma goraczke, ale moze réwniez
wystepowaé u nich zmeczenie, bél stawéw, bdl glowy, migsni czy wysypka
(ryc.1.) [28]. Wszystkie te objawy moga by¢ bezposrednio spowodowane przez
uszkodzenia tkanek wywolane cytokinami lub wynika¢ z odpowiedzi immu-
nologicznej uktadu odpornosciowego pacjenta [28].
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[ Lungs
= Prieurmonitis
- Pulmonary edema
« Dyspnea, hypoxemia
«ARDS
N

-
Liver
+ Hepatomegaly
+ Elevated liver enzymes
+ Increased hepcidin
« Hypoalbuminemia
« Liver injury
+ Cholestasis
| = Liver failure

[Kidneys
» Acute renal dysfunction or injury
» Renal failure

/Nervous system

+ Confusion
« Delirium
- Aphasia
- Seizures

I Constitutional symptoms |

| - Fever
- Anorexia
= Faligue

" Heart

 Vascular and lymphatic systems

= Cytopenia, anemia, leukocytosis

» Coagulopathy

« Hyperferritinemia, increase in other
acute-phase reactants (e.g., CRP,
o-dimer)

+ Elevated cytokines (e.g. interleukin-1,
interleukin-6, interferon-y) and growth
factors (e.g., VEGF)

« Endothelial damage and vascular
permeability

= Capillary leak syndrome

» Vasodilatery shock

» Spontaneous hemorrhage

+ Lymphadenopathy

+ Hypotension
« Tachycardia
« Cardiomyopathy

e
Rheumatologic system

» Vasculitis
« Arthritis, arthralgia

| Gastrointestinal system ]

= Nausea
- Vomiting
« Diarrhea
« Ascites

(“Skin

« Rash
« Edema

Ryc.1. Prezentacja kliniczna burzy cytokinowej. https://www.nejm.org/doi/full/10.
1056/NEJMra2026131

2.4. Stadium ostrej niewydolnosci oddechowej

W stadium czwartym dochodzi do rozwoju ARDS (ang. acute respiratory
distress syndrome) czyli zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej. Charakte-
rystyczne dla tego stadium uszkodzenia ptuc, powoduja wyciek i gromadzenie
si¢ plynu, a ostatecznie zapadnigcie si¢ pecherzykéw ptucnych [11]. Skutkuje
to zmniejszeniem wydajnosci wymiany gazowej i niedostarczeniem wystarcza-
jacej ilosci tlenu do tkanek i narzadéw [11]. Moze to prowadzi¢ do niewy-
dolnosci wielonarzadowej, a w konsekwencji do $mierci pacjenta [3]. Chorzy
w stadium ostrej niewydolnosci oddechowej wymagaja opieki na oddziale in-
tensywnej terapii, gdyz konieczne moze by¢ zastosowanie wentylacji mecha-

nicznej [6].
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3. WPLYW CHOROB WSPOLISTNIEJACYCH NA PRZEBIEG
COVID-19

Obecnos¢ choréb wspdlistniejacych u pacjentéw zakazonych wirusem
SARS-CoV-2 powoduje zwigkszenie ryzyka ciezkiego przebiegu choroby,
a nawet zgonu [2, 13]. Znajomos¢ choréb wspétistniejacych jest waznym kry-
terium, na podstawie ktérego lekarz moze dobra¢ odpowiednie leczenie do
kazdego pacjenta indywidualnie [13]. Choroby wspélistniejace, ktére maja
wplyw na zwigkszenie ryzyka $mierci z powodu COVID-19 to [13, 14]:

*  Nadci$nienie tetnicze

*  Cukrzyca

*  Choroby nerek

*  Choroby ukladu krazenia

*  Choroby naczyniowo-mdézgowe

*  Choroby ptuc

*  Otylog¢

Odpowiednio szybkie wdrozenie leczenia u 0séb z chorobami wspétist-
niejacymi moze znaczaco zmniejszy¢ ryzyko zgonu zwiazanego z COVID-19

[14].
4. LECZENIE COVID-19

Na calym $wiecie trwaja badania nad skutecznoscia dziatania wielu lekéw.
Wiele opublikowanych dotychczas wynikéw wskazuje, ze leki takie jak chlo-
rochina, hydroksychlorochina, azytromycyna nie sa skuteczne w walce z cho-
roba wywolywana przez SARS-CoV-2 [1, 32, 33, 34]. Naukowcy w dalszym
ciagu probuja opracowaé odpowiednia metodg leczenia COVID-19. Wszyst-
ko sprowadza si¢ jednak do leczenia objawowego. W zaleznosci od stadium
klinicznego w jakim znajduje si¢ chory, dobierane jest odpowiednie leczenie

podstawowe. Dodatkowo mozna zastosowaé leczenie wspomagajace [6].
4.1. Leczenie pacjentéw w stadium objawowym lub skapoobjawowym

Niezaleznie od tego czy wystapily objawy, czy zakazony przechodzi cho-
rob¢ bezobjawowo, bardzo wazne jest ciagle kontrolowanie swojego stanu
zdrowia. Pacjenci powinni monitorowa¢ saturacj¢ krwi, ktéra wskazuje na sto-
pient nasycenia tlenem hemoglobiny krwi tetniczej i jest oznaczana jako SpO,.
U zakazonych, ktdrzy sa zaliczani do stadium 1 powinna utrzymywac si¢ na
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poziomie 95% [6]. Wyjatkiem sa osoby zmagajace si¢ z przewleklymi cho-
robami ukfadu oddechowego, ktdrych saturacja wyjsciowa moze nie osiagaé
progu 95% i bedzie przez to naturalnie obnizona [6].

U chorych powyzej 65 r.z. zalecane jest regularne monitorowanie cisnie-
nia tgtniczego [15]. Jezeli pacjent jest leczony z powodu nadcisnienia tetni-
czego i/lub niewydolnosci serca réwniez nalezy regularnie mierzy¢ cisnienie
tetnicze [15].

U pacjentéw bezobjawowych nie stosuje si¢ zadnej terapii. Jezeli po-
jawia si¢ jakiekolwiek symptomy mozna zastosowalé leczenie objawowe.
W przypadku goraczki powyzej 38,5°C najskuteczniejszym dziataniem wyka-
zujg si¢ niesteroidowe leki przeciwzapalne lub paracetamol [15]. Podobnie jak
w przypadku grypy nalezy odpoczywaé oraz zadba¢ o nawodnienie doustne
[6]. Zgodnie z zaleceniami WHO nie powinno si¢ stosowa¢ antybiotykéw do
leczenia COVID-19 [1]. Wyjatek moze stanowi¢ stwierdzona przez lekarza
koinfekcja bakteryjna lub wspétistnienie grypy [6]. Wdrozenie kortykostero-
idéw nie powoduje poprawy stanu zdrowia, wrecz moze by¢ szkodliwe na tym

etapie, dlatego stosowanie ich jest przeciwwskazane [6, 16].
4.2. Leczenie pacjentéw w stadium pelnoobjawowym

Stosowanie lekéw przeciwwirusowych w tym stadium moze ograniczy¢
postgpowanie choroby. Leki te stosowane sa w walce z infekcjami wirusowymi,
w celu zahamowania replikacji wiruséw, ale nalezy pamigtad, ze nie eliminujg
catkowicie patogenéw. Przez wiele miesiecy prowadzono badania, ktére mo-
glyby dowies¢ skutecznosci istniejacych juz lekéw takich jak: lopinawir/rito-
nawir czy remdesiwir.

Naukowcy udowodnili, ze leczenie lopinawirem/ritonawirem nie przy-
nosi oczekiwanego efektu [2, 18, 19, 20, 22].

Remdesiwir jest obecnie jedynym zarejestrowanym w Unii Europejskiej
lekiem przeciwwirusowym w walce z SARS-CoV-2 [21]. Mozna go wykorzy-
sta¢ do leczenia podstawowego. Chociaz WHO os$wiadczylo, ze remdesiwir
nie odgrywa znaczacej roli w leczeniu COVID-19 [2], to badania kliniczne
wykazuja, ze u pacjentéw w stadium pelnoobjawowym, po zastosowaniu le-
czenia remdesiwirem, doszto do poprawy stanu zdrowia [22]. Poczatkowo za-
lecano, aby lek ten stosowaé przez 10 dni. Badania z udzialem oséb chorych
na COVID-19 wykazaly jednak, ze wystarczajace jest stosowanie remdesiwiru
przez 5 dni [23].
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W stadium pelnoobjawowym mozna takze zastosowaé leczenie wspo-
magajace, do ktorego zaliczamy: heparyny drobnoczasteczkowe, deksameta-
zon, tlenoterapig, leczenie objawowe oraz nawodnienie doustne lub zylne [6].
U pacjentéw, kedrych oddychanie jest wspomagane tlenem, zastosowanie dek-
sametazonu przyczynia si¢ do zmniejszenia $miertelnosci i poprawy stanu kli-
nicznego [24].

Od poczatku walki z koronawirusem pokladano nadzieje w zastosowaniu
osocza ozdrowiericdw. Badania kliniczne nie udowodnily jednoznacznie jego
skutecznosci. Cho¢ wiele badari wskazuje na korzystne dzialanie osocza ozdro-
wieicéw [25, 26], to niedawno opublikowany przez AMA (ang. American
Medical Association) artykul temu zaprzecza [27]. Wynika z niego, ze osocze
nie wplywa niekorzystnie na przebieg choroby, ale réwniez nie przyczynia si¢
do poprawy stanu zdrowia pacjentéw [27]. Mimo réznych publikacji, osocze
ozdrowieicéw mozna traktowac jako opcje terapeutyczng pod warunkiem, ze
zostanie ono przetoczone na wczesnym etapie choroby [25]. Bardzo wazna

jest réwniez zawarto$¢ przeciwciat anty-SARS-CoV-2 w wysokim mianie [25].
4.3. Leczenie pacjentéw w stadium z niewydolnoscia oddechows

Pogarszanie si¢ stanu zdrowia moze $wiadczy¢ o gwaltownym postgpo-
waniu choroby. Burza cytokinowa pojawiajaca si¢ na tym etapie jest bardzo
niebezpieczna dla organizmu, dlatego istotna jest szybka reakcja i zastosowanie
odpowiedniego leczenia, ktére moze powstrzymac jej dramatyczne w skutkach
nastgpstwa [6].

Badania kliniczne wykazuja, ze u wielu pacjentéw doszto do poprawy
zdrowia po zastosowaniu Tocilizumabu — inhibitora interleukiny-6 [29, 35].
Jest to lek stosowany do leczenia reumatoidalnego zapalenia stawéw. Toci-
lizumab moze mie¢ wplyw na zmniejszenie odpowiedzi zapalnej, ale nalezy
pamigtad, ze nie ma wystarczajacej ilosci dowoddw, ktére potwierdzajg jego
skutecznoé¢ [2, 29].

Wazng rol¢ odgrywaja rowniez glikokortykosteroidy takie jak deksame-
tazon. Polaczenie deksametazonu ze standardows terapia skutkuje skréceniem
czasu pobytu pod respiratorem, badz skréceniem czasu stosowania tlenote-
rapii [30]. U pacjentéw hospitalizowanych z powodu COVID-19 zaleca si¢
stosowanie lekdw przeciwzakrzepowych, gdyz wirus atakuje takze srédblonek

naczyni krwionosnych oraz sprzyja powstawaniu zakrzepéw [31].
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Do leczenia wspomagajacego mozemy zaliczy¢: tlenoterapie nisko- i wy-
sokoprzeptywowa, leczenie objawowe, nawodnienie doustne lub dozylne oraz

antybiotykoterapie [6].
4.4. Leczenie pacjentéw w stadium z ostra niewydolnoscia oddechowa

Jezeli, pomimo zastosowania leczenia farmakologicznego, stan zdrowia
hospitalizowanego pogarsza si¢, to oznacza, ze doszto do rozwoju stadium
ostrej niewydolnosci oddechowej. Pacjenci sa kierowani na oddziat intensyw-
nej terapii [6]. Chorzy nie sa w stanie oddycha¢ samodzielnie i wymagaja wen-
tylacji mechanicznej.

W tym stadium stosuje si¢ gléwnie glikokortykosteroidy, najczesiciej
w wysokich dawkach [6]. Zaleca si¢ stosowanie deksametazonu oraz metylo-
prednizolonu. Mozna réwniez zastosowaé ECMO — pozaustrojowa oksyge-
nacj¢ membranowa, tlenoterapi¢ wysokoprzeptywowa, nawodnienie dozylne,
a takze antybiotyki [6]. Istotne jest podawanie heparyny drobnoczasteczkowe;j
w celu profilaktyki zmian zatorowo-zakrzepowych [31]. Zatorowos¢ plucna

moze by¢ przyczyna 30% zgondéw [306].
5. SZCZEPIONKI PRZECIWKO SARS-COV-2

Wraz z pojawieniem si¢ nowego wirusa SARS-CoV-2, naukowcy zaczeli
opracowywaé szczepionke w celu sztucznego uodpornienia populacji. Szcze-
pienia ochronne majg na celu pobudzi¢ organizm do wytwarzania przeciwciat,
ktére zapewniajg ochrong przed negatywnym dzialaniem patogenéw. Do
tej pory do obrotu na terenie Unii Europejskiej dopuszczono szczepionki
firm: Pfeizer i BioNTech, Moderna, AstraZeneca oraz Jannsen. Szczepion-
ki, ktére majg szansg uzyska¢ rekomendacj¢ Europejskiej Agencji Lekéw to:
NVX-CoV2373 firmy Novavax, CVn-CoV firmy CureVac oraz szczepionka
Gam-COVID-Vac (Sputnik V) opracowana przez Centrum Epidemiologii
i Mikrobiologii im. Nikofaja Gamelei. Na $wiecie stosuje si¢ takze chirskie
szczepionki, jednak nie ma wystarczajacej ilosci informacji na ich temat [46].
Skutecznoé¢ szczepionek, ktére obecnie sg stosowane na terenie UE, zostala
przedstawiona w tabeli.

Tabela 1. Przedstawia skuteczno$¢ preparatéw stosowanych w Unii Eu-

ropejskiej w celu szczepienia przeciwko SARS-CoV-2, [opracowanie wlasne],

(37, 40, 42, 45].
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Szczepionka Skutecznos$é (%)
Pfizer 95
Moderna 94,1
AstraZeneca 59,5
Janssen 66,1 (po 28 dniach)

5.1. Szczepionka BNT162b2 firmy Pfeizer
Opis szczepionki

Szczepionka BNT162b2 jest produktem stworzonym we wspdlpracy
koncernu farmaceutycznego Pfeizer oraz przedsi¢biorstwa biotechnologicz-
nego BioNTech. Zawiera ona mRNA ze zmodyfikowanymi nukleozydami,
ktéry jest zamkniety w nanoczasteczkach lipidowych [37]. Taka budowa sta-
nowi ochrong dla materialu genetycznego oraz sprzyja przenikaniu czasteczek
mRNA do wngtrza komérki gospodarza [37, 38]. mRNA koduje informacje
genetyczng dotyczaca glikoproteiny S (ang. spike) ,kolca”, ktéra wystgpuje na
powierzchni wirusa SARS-CoV-2 [38]. Bialko to jest antygenem, ktéry sprzy-
ja wytwarzaniu przeciwcial neutralizujacych [38].

Ochrong przed rozwinigciem si¢ choroby zapewnia wywolana przez t¢

szczepionke odpowiedZz immunologiczna oraz odpowiedz komérkowa [37].
Przechowywanie

Nieotwartg fiolke ze szczepionka nalezy przechowywaé przez 6 miesiecy
w zamrazarce w temperaturze od -90°C do -60°C [37]. Szczepionka moze
by¢ przechowywana w temperaturze od -25°C do -15°C (np. w transporcie)
w okresie do dwéch tygodni, a nastgpnie nalezy ja z powrotem umiescié w
temperaturze od -90°C do -60°C [37].

Fiolka moze by¢ rozmrozona maksymalnie przez okres 5 dni i nalezy ja
przechowywaé w temperaturze od 2°C do 8°C [37].

Nieotwarta fiolka moze znajdowa¢ si¢ maksymalnie przez 2 godziny
w temperaturze do 30°C przed jej uzyciem [37].

Nie nalezy zamraza¢ ponownie szczepionki ponownie po uprzednim

rozmrozeniu.
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Skutecznosé

Randomizowane badanie zostalo przeprowadzone w wielu padstwach na
$wiecie, a uczestnicy, ktérzy brali w nim udzial znajdowali si¢ w nastgpujacych
przedziatach wiekowych [39]:

* 12 -15 lat (uwzgledniono tylko do obserwacji)
e 16-55Iat
e 56 lat i starsze (minimum 40% uczestnikéw w przedziale 56 lat

W badaniu nie mogly bra¢ udzialu osoby, ktére zmagaja si¢ z obnizona
odpornoscia oraz osoby, ktére mialy wezesniej rozpoznany COVID-19 [37,
39]. Ochotnikami mogly by¢ osoby zdrowe lub osoby z chorobami wspélist-
niejacymi, ktérych stan byt stabilny i nie wymagaly zmiany leczenia lub ho-
spitalizacji spowodowanej zaostrzeniem choroby w ciagu 6 tygodni przed roz-
poczeciem badania [37]. Z badania nie wykluczono réwniez oséb, ktdre mialy
potwierdzone stabilne zakazenie wirusami takimi jak: HIV, HCV, HBV [37].

Uczestnikom w grupie kontrolnej podano placebo, a w grupie badaw-
czej 2 dawki szczepionki BNT162b2 [39]. Druga dawka zostata podana po 21
dniach od podania pierwszej dawki [39].

Badania potwierdzily, ze szczepionka BNT162b2 zapobiega zachorowa-
niom na COVID-19. W poréwnaniu z placebo, skutecznos¢ szczepionki wy-
nosifa 94,6% u uczestnikéw w przedziale 16 lat [37]. Niezaleznie od wieku,
plci, rasy, pochodzenia etnicznego oraz obecnosci choréb wspélistniejacych

skuteczno$¢ szczepionki byta bardzo podobna [39].
Dzialania niepozadane

Podczas badan klinicznych wéréd oséb w przedziale 16 odnotowano réz-
nego rodzaju dzialania niepozadane. Najczgsciej wystepujacymi okazaly sie:
bél w miejscu wstrzykniecia (>80%), zmeczenie (>60%), bdl glowy (>50%),
bol migéni i dreszeze (>30%), bdl stawéw (>20%), goraczka i obrzgk w miej-
scu wstrzykniecia (>10%).

Dzialania niepozadane byly niegrozne dla organizmu, najczesciej mialy
charakter tagodny lub umiarkowany, a czas ich trwania wynosit do kilku dni
od momentu podania szczepionki [37].
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5.2. Szczepionka mRNA-1237 firmy Moderna
Opis szczepionki

Szczepionka firmy Moderna zawiera informacyjny RNA, ktdry jest za-
mkniety w nanoczasteczkach lipidowych [40]. mRNA koduje glikoproteing
S ,kolca” wirusa, ktéra wiaze si¢ z receptorem (ACE2) znajdujacym si¢ na
powierzchni komérki cztowieka [38]. Biatko to ulega ekspresji i zostaje rozpo-
znane przez uklad odpornosciowy cztowieka jako obcy antygen [40]. Rozwija
si¢ w ten sposob odpowiedz immunologiczna, ktéra opiera si¢ na dziataniu
przeciwcial neutralizujacych.

Przechowywanie

Nieotwartg fiolke ze szczepionka nalezy przechowywa¢ w zamrazarce tem-
peraturze od -25°C do -15°C przez okres 7 miesigcy [40]. W lodéwce mozna
ja przechowywa¢ maksymalnie przez okres 30 dni w temperaturze od 2°C do
8°C, pod warunkiem, ze jest ona zabezpieczona przed dziataniem $wiatla [40].
Nieotwarta szczepionka moze znajdowac si¢ poza lodéwka maksymalnie do
12 godzin tylko jezeli w pomieszczeniu panuja warunki od 8°C do 25°C [40].

Nie nalezy zamraza¢ ponownie szczepionki po uprzednim rozmrozeniu.
Skutecznoéé

Przeprowadzono randomizowane badanie, w ktdrym uczestnicy zostali
przydzieleni do dwéch grup — grupy eksperymentalnej oraz grupy badawczej.
W badaniu nie mogly wzia¢ udzialu osoby, ktdre juz wezesniej przebylty CO-
VID-19, osoby o obnizonej odpornosci, kobiety w ciazy, osoby przyjmujace
leki immunosupresyjne [40]. Z badania nie wykluczono oséb, ktére mialy
potwierdzone stabilne zakazenie wirusem HIV [40]. Ochotnikom podano
dwie dawki w odstepie okolo 25-35 dniowym. Badania potwierdzily, ze szcze-
pionka mRNA-1273, w poréwnaniu z placebo, wyraznie zmniejszyla ryzyko
zachorowania na COVID-19 [41]. Skuteczno$¢ szczepionki firmy Moderna
wynosita 94,1% [40].

Dzialania niepozadane

Wsréd badanych wystapily nastgpujace dzialania niepozadane: bdl
w miejscu wstrzyknigcia (92%), zmeczenie (70%), bl glowy (64,7%), bdl
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migéni (61,5%), bl stawdw (46,4%), dreszcze (45,4%), nudnosci/wymioty
(23%), obrzek/tkliwos¢ pod pacha (19,8%), goraczka (15,5%), obrzek w miej-
scu wstrzykniecia (14,7%) i zaczerwienienie (10%) [40].

5.3. Szczepionka ChAdOx1 nCoV-19 (Vaxzevria) firmy AstraZeneca
Opis szczepionki

Szczepionka firmy AstraZeneca zawiera szympansi wektor adenowirusowy

(ChAdOx1), ktéry jest niezdolny do replikagji i koduje glikoproteing S ,kolca”

wirusa SARS-CoV-2 [42, 43]. OdpowiedZ immunologiczna rozwijajaca si¢ po
podaniu szczepionki moze chroni¢ przed chorobg COVID-19.

Przechowywanie

Nieotwarta fiolke ze szczepionka firmy AstraZeneca mozna przecho-
wywaé w lodéwce w temperaturze od 2°C do 8°C przez maksymalny okres
6 miesiecy [42]. Otwarta fiolka wykazuje chemiczna i fizyczna stabilno$¢ od
momentu otwarcia do podania (w ciagu 48 godzin), pod warunkiem przecho-
wywania jej w lodéwce w temperaturze od 2°C do 8°C [42]. Przed podaniem
produkt leczniczy moze przebywaé maksymalnie przez 6 godzin w temperatu-
rze do 30°C [42]. Nie nalezy ponownie umieszczaé¢ produktu w lodéwee.

Skutecznosé

Do badania dopuszczono osoby w wieku 18 lat oraz starsze [42]. Wy-
kluczano uczestnikéw, ktdrzy w przesztosci chorowali na COVID-19, mieli
cigzkie i/lub niekontrolowane choroby sercowo-naczyniowe, zoladkowo-je-
litowe, choroby watroby, nerek, choroby endokrynologiczne/metaboliczne,
osoby z zaburzeniami neurologicznymi, z ci¢zkq immunosupresja oraz kobiety
w ciazy [42]. Ochotnikom podano dwie dawki. Odst¢p czasowy pomigdzy
podaniem pierwszej, a drugiej dawki wynosit >28 dni [43]. Badania kliniczne
potwierdzily skuteczno$¢ dziatania szczepionki ChAdOx1 firmy AstraZeneca
w poréwnaniu z placebo [42, 43]. Zapobiega zachorowaniom na COVID-19
u 0s6b powyzej 18 r.z. Skutecznos¢ dzialania szczepionki firmy AstraZeneca

wynosi 59,5% [42].
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Dzialania niepozadane

Dzialania niepozadane, ktére wystapilty wsréd badanych oséb to najcze-
$ciej: tkliwos¢ w miejscu wstrzykniecia (63,7%), b6l w miejscu wstrzyknie-
cia (54,2%), bdl glowy (52,6%), zmeczenie (53,1%), bél miegsni (44,0%), zte
samopoczucie (44,2%), goraczka (whaczajac uczucie goraczki (33,6%) oraz
goraczke >38°C (7,9%), dreszcze (31,9%), bél stawéw (26,4%) i nudnosci
(21,9%) [42]. Skutki uboczne byly niegrozne dla organizmu, najczeéciej mia-
ty charakter fagodny lub umiarkowany, a czas ich trwania wynosit do kilku
dni od momentu podania szczepionki. Statystycznie dziatania niepozadane po
podaniu drugiej dawki wystepowaly rzadziej niz po pierwszej dawce oraz mialy
tagodny przebieg [42].

Zalecenia

Niedawno pojawily si¢ kontrowersje zwiazane ze stosowaniem szczepionki

firmy AstraZeneca. PRAC (ang. Pharmacovigilance Risk Assessment Commit-
tee) opublikowal wyniki dotyczace wystapienia zmian zakrzepowo-zatorowych
u 0s6b szczepionych tym produktem [47]. Na podstawie analizy wnioskuje sie,
ze istnieje zwiazek miedzy wystgpowaniem nietypowych zdarzen zakrzepowo-
-zatorowych przebiegajacych z maloplytkowoscia, a szczepieniem preparatem
Vaxzevria [47]. PRAC zaznaczyl réwniez, ze mimo wystepujacych incydentéw,
korzysci ze szczepienia preparatem firmy AstraZeneca przewyzszaja potencjal-
ne ryzyko z nim zwiazane. Po tym o$wiadczeniu Sekcja ds. hemostazy Pol-
skiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologéw przedstawila zalecenia
zgodnie, z ktérymi powinno si¢ kwalifikowa¢ pacjentéw do szczepienia [44].
Wedlug niektérych zalecen [44]:

Odradza si¢ szczepienia preparatem Vaxzevria os6b, ktdre w przesztosci
przebyly prawdopodobng lub udokumentowana matoptytkowos¢ indukowa-
na heparyna oraz oséb, ktére w przesztoséci przebyly zakrzepice zatok zylnych
mozgu

Zaleca si¢ obserwacj¢ pacjentéw, ktérzy w przesztosci przebyli zylng cho-
robg zakrzepowo-zatorowa lub s3 obciazeni zwickszonym ryzykiem zwigzanym
z wystapieniem tej choroby, ktérzy nie przyjmuja lekéw przeciwkrzepliwych
przez 20 dni po zaszczepieniu.

Objawy, ktére moga pojawi¢ si¢ miedzy 4-20 dniem od podania szcze-
pionki i bedg wymaga¢ konsultagji z lekarzem to: silny uporczywy bél glowy,

zaburzenia widzenia, drgawki, ogniskowe objawy neurologiczne, duszno$¢,
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bél w klatce piersiowej lub brzucha, obrzek lub niesymetryczny bél koriczyny
dolne;j.

5.4. Szczepionka Ad26.COV.2-S firmy Janssen
Opis szczepionki

Szczepionka firmy Janssen zawiera zrekombinowany ludzki wektor ade-
nowirusowy, ktéry koduje glikoproteing S ,kolca” wirusa SARS-CoV-2 [45].
Biatko to ulega ekspresji, dzi¢ki czemu wytwarzane sg przeciwciata neutralizu-

jace oraz funkcjonalne przeciwko antygenowi S, co umozliwia ochrong przed

chorobg wywotywang przez SARS-CoV-2 [45].
Przechowywanie

Nieotwarta fiolka ze szczepionkg Ad26.COV.2-S moze by¢ przechowy-
wana w zamrazarce przez okres 2 lat w temperaturze od -25°C do -15°C [45].
Produkt ten moze by¢ réwniez przechowywany w lodéwce w temperaturze od
2°C do 8°C maksymalnie do 3 miesi¢cy, pod warunkiem, ze bedzie chroniony
przed $wiattem [45]. Przekluty produkt leczniczy przed podaniem, moze znaj-
dowac si¢ w temperaturze od 2°C do 8°C przez maksymalnie 6 godzin lub do
3 godzin w temperaturze pokojowej [45].

Nie nalezy zamraza¢ ponownie szczepionki po uprzednim rozmrozeniu.
Skutecznosé

Ochotnicy bioracy udzial w randomizowanym badaniu byli w wieku >18
lat [45]. W badaniu nie mogly bra¢ udziatu osoby, ktére mialy obnizong od-
porno$¢é, osoby poddane terapii immunosupresyjnej w ciagu 6 miesi¢cy oraz
kobiety w ciazy [45]. Z badania nie wykluczono oséb, ktére mialy potwier-
dzone stabilne zakazenie wirusem HIV [45]. Szczepionka jest podawana jed-
norazowo (jedna dawka) [45]. Badania wykazaly, ze szczepionka jest skuteczna
i chroni przed zachorowaniem na COVID-19. Skutecznos¢ wynosi 66,1% po
28 dniach od zaszczepienia [45].
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Dzialania niepozadane

Najczeéciej pojawiajacymi si¢ dziataniami niepozadanymi wérdd uczest-
nikéw byk: bél w miejscu wstrzykniecia (48,6%), bél glowy (38,9%), zmecze-
nie (38,2%), bdl miesni (33,2%) i nudnosci (14,2%) [45]. Wsréd 9% uczest-
nikéw zaobserwowano goraczke, ktora przekraczala 38,0°. Wszystkie objawy
mialy charakter fagodny, badZ umiarkowany i ustgpowaly po okoto 1-2 dniach
[45].

6. ZASTOSOWANIE AMANTADYNY W MEDYCYNIE

Amantadyna jest lekiem neurologicznym, ktéry ma zastosowanie w lecze-
niu zaburzen ruchowych u pacjentéw z chorobg Parkinsona, a w 1976 roku
zostala zatwierdzona przez FDA (ang. Food and Drug Administration) do

objawowego oraz profilaktycznego leczenia grypy wywolywanej wirusem gry-
py typu A [48].

6.1. Amantadyna a wirus SARS-CoV-2
Badania kliniczne

Badanie Mancilla-Galingo 2020 obejmowalo badanie obserwacyjne re-
trospektywne, w ktérym 319 pacjentéw leczonych bylo amantadyng. Otrzy-
mane rezultaty poréwnano z wynikami 114 143 chorych, u ktérych nie zasto-
sowano terapii przeciwwirusowej ani antybiotykoterapii [49, 50]. Stosowanie
amantadyny w monoterapii skutkowalo wzrostem ryzyka zgonu wséréd zaka-
zonych SARS-CoV-2 [49, 50]. Autorzy przeprowadzonego badania, wskazuja
na brak skutecznosci amantadyny w leczeniu COVID-19 [50]. Ze wzgledu na
otrzymane wyniki, autorzy nie zalecaja kontynuowania dalszych préb klinicz-
nych z ww. substancjg [49, 50].

Badanie Aranda-Abreu 2020 obejmowalo grupe 15 pacjentéw i zosta-
Yo przeprowadzone w Meksyku w warunkach ambulatoryjnych. Osobom za-
kazonym wirusem SARS-CoV-2, przez okres 14 dni podawano amantadyne.
Wigkszo$¢ badanych oséb spozywato réwniez azytromycyneg, celekoksyb, kwas
acetylosalicylowy, a 3 pacjentom z 15 podawano bromowodorek ipratropium
z salbutamolem do nebulizacji [50]. U dwéch pacjentéw konieczne bylo zasto-

sowanie tlenoterapii z powodu obnizonej saturacji. Wszyscy pacjenci bioracy
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udzial w badaniu, po 14 dniach leczenia, uzyskali dodatni wynik testu na prze-
ciwciata IgG. Autorzy powyiszego badania konkluduja, iz amantadyna jest
skuteczna w leczeniu COVID-19. Istotne jest, iz badanie nie posiadato grupy
kontrolnej, a takze brala w nim udzial niska liczebno$¢ populagji [50].
Badanie Rejdak 2020 zostato przeprowadzone w Polsce. Wziglo w nim
udziat 22 pacjentéw z rozpoznanymi chorobami takimi jak: stwardnienie roz-
siane (10 pacjentéw), choroba Parkinsona (5 pacjentéw) oraz z zaburzeniami
kognitywnymi (7 pacjentéw) [50]. Pacjenci zazywali amantadyne lub meman-
tyng przez okres dhuzszy niz 3 miesiace przed zachorowaniem na COVID-19.
U zadnej z chorych os6b nie wystapily objawy zakazenia koronawirusem. Au-

torzy wskazuja, ze amantadyna moze mie¢ zastosowanie profilaktyczne [50].
Zastosowanie w leczeniu

Amantadyna jest lekiem, ktéry wzbudza kontrowersje w zwiazku z do-
mniemang skutecznoscig w leczeniu 0séb z powodu COVID-19. Aktualne

wytyczne nie zalecaja jej stosowania [49].
7. PODSUMOWANIE

Nowo odkryta choroba COVID-19, wywolywana przez wirusa SARS-
-CoV-2, stanowi wyzwanie dla pracownikéw opieki zdrowotnej. Leki prze-
ciwwirusowe odgrywaja wazng role w hamowaniu progresji choréb wiru-
sowych, jednakze potrzebne sa dalsze badania dowodzace ich skutecznosci
w walce z koronawirusem. Remdesiwir jest obecnie jedynym zarejestrowa-
nym w Unii Europejskiej lekiem przeciwwirusowym stosowanym przeciwko
SARS-CoV-2. Poprawe kliniczng i wysoka przezywalno$¢ stwierdzono u pa-
cjentéw poddanych leczeniu deksametazonem z jednoczesnym zastosowaniem
tlenoterapii. Wiele opublikowanych wynikéw badan wskazuje, iz leki takie
jak chlorochina, hydroksychlorochina, azytromycyna nie s skuteczne w walce
z choroba. Tocilizumab — inhibitor interleukiny-6, jest lekiem stosowanym do
leczenia reumatoidalnego zapalenia stawéw. Stosowany w walce z COVID-19
moze przyczyniaé si¢ do zmniejszenia odpowiedzi zapalnej, jednakze brakuje
wystarczajacej iloéci dowoddw, kedre dowodza jego skutecznosci. Najwicksze
nadzieje pokladane sa w szczepieniach ochronnych. Wyszczepienie odpo-
wiednio duzej ilosci populacji moze by¢ przepustka do zakonczenia pandemii

i powrotu do normalnego zycia.
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POWROT DO ZDROWIA PO COVID-19:
REHABILITACJA ODDECHOWA
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Abstrakt:

COVID-19 jest choroba wywolana przez nowego ludzkiego koronawirusa SARS-CoV-2. Swia-
towa Organizacja Zdrowia — WHO (z ang. World Health Organization) 30 stycznia 2020 r.
oglosila epidemie, natomiast juz 11 marca 2020 r. choroba COVID-19 zostata zakwalifikowana
jako globalna pandemia. Jest to wysoce zakazna choroba powodujaca krétko- i dugotrwate
dysfunkcje ukladu oddechowego. Wickszo$¢ osob przechodzi COVID-19 fagodnie w domu,
bez potrzeby wizyty w szpitalu, a przebieg infekdji jest podobny do przezigbienia lub grypy.
Natomiast, gdy przebieg choroby staje si¢ coraz cigiszy, wielu pacjentéw moze wymaga¢ ho-
spitalizacji. Pogarszajacy si¢ stan chorego moze wskazywaé na rozwiniecie si¢ zespotu cigzkiej
niewydolnosci oddechowej. Takie osoby potrzebuja leczenia, a nastepnie dalszej rehabilitacji na
oddzialach intensywnej terapii. Krétkotrwalym celem rehabilitacji oddechowej jest zatagodze-
nie objawdéw dusznosci oraz zminimalizowanie powiktan. Natomiast celem dlugoterminowym
jest poprawa funkcji i jakosci zycia pacjenta. Lekarze i naukowcy analizujac wszystkie konse-
kwencje proponujg praktyczne opcje leczenia, oparte na aktualnych badaniach i do$wiadczeniu
klinicznym. W celu przywrécenia funkcji ukladu oddechowego stosuje si¢ techniki rehabilitacji
tj. ¢wiczenia aerobowe: chodzenie, jogging, plywanie itp., trening sifowy, trening réwnowagi
oraz trening oddechowy, ktéry obejmuje ¢éwiczenia w regulacji rytmu oddechu, pozydji ciala,
¢wiczenia grupowych miesni oddechowych, wibroterapie oraz szkolenie w zakresie odkrztusza-
nia. Coraz popularniejsza metoda zalecana przez fizjoterapeutéw i lekarzy jest tlenoterapia, kté-
ra polega na zwigkszeniu stgzenia tlenu w powietrzu wdychanym przez chorego. Skutkuje ona
redukcja zaburzen oddychania oraz poprawa dotlenienia narzadéw wewnetrznych.

Stowa kluczowe: koronawirus; rehabilitacja; ¢wiczenia oddechowe; ¢wiczenia aerobowe;
tlenoterapia

251



A. SZCZURASZYK, D. MAJER, P. LIMANOWKA, E. SEABONSKA, R. KASZA

Abstract

COVID-19 is an illness caused by new human coronavirus SARS-CoV-2. On 30th January
2020, World Health Organization declared epidemic, and on 11 March 2020, COVID-19 was
annouced a global pandemic. It is very contagious illness, causing short- or long-term disfunc-
tion of respiratory system. Most patients undergo COVID-19 mildly at home, without hospi-
talization, and the sympotms are simmilar to regular cold or flu. In more severe cases, many
patients need to be hospitalized. Those patients need hospital treatment and futher rehabilita-
tion on intensive care units (ICU). Wors ening health situation can lead to respiratory failure.
In these cases, rehabilitation on ICU is necessary. Major goals of short-term rehabilitation are:
soothing shortness of breath and minizmaizmg complications after COVID-19. Long-term
rehabilitation is recommended for improvement of life quality of a patient . By analyzing all
consequences, both, doctors and scienstist, propose practical methods of treatment, based on
current research and clinical experience. In order to restore respiratory system function, dif-
ferent rehabilitation techniques are used, for example: aerobic excercise like: jogging, walking,
swimming etc. and breathing techniques, that include excercises of breathing rythm and respi-
ratory muscles, vibrotherapy and training on coughing up. Oxygen therapy is more and more
popular method, recommended by doctors any physical terapists. Oxygen therapy coonsists
of increasing oxygen level in air inhaled by a patient. This kind of therapy reduces breathing
problems and results in better oxygenation if internal organ.

Key words: coronavirus, rehabilitation, breathing excercises, acrobic exercises, oxygen therapy

1. WPROWADZENIE

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) pod koniec grud-
nia koronawirus 2019 (2019-nCoV) zostal zakwalifikowany jako nowy
B-koronawirus, okreslany jako koronawirus cigzkiego ostrego zespolu od-
dechowego 2 (ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 SARS-
-CoV-2) [1,2,5]. Wirus moze si¢ dosta¢ do organizmu zywiciela przez drogi
oddechowe lub powierzchnie sluzowe oczu, ust i nosa [1,3]. Zakazeni pacjenci
wykazuja objawy infekeji gérnych drég oddechowych tj. bél gardla i wyciek
z nosa. Chorobie towarzyszy réwniez niska lub wysoka goraczka, uporczywy
i suchy kaszel, béle migsni, ogélne zmeczenie, utrata smaku i/lub wechu, dusz-
no$¢, utrata apetytu oraz potwierdzone objawy zapalenia pluc. Do rzadszych
objawéw zakazenia wirusem SARS-CoV-2 naleza wymioty, biegunki, zapale-
nia spojowek, wysypki skérne oraz przebarwienia palcéw u rak i stép. Obja-
wy COVID-19 pojawiaja si¢ w miar¢ uptywu kolejnych dni inkubacji wirusa
(Rye.1) [3-6].

COVID-19 to choroba wielonarzadowa, ktéra przebiega w czterech eta-
pach [15]:

e stadium 1.: bezobjawowe lub skapoobjawowe

*  stadium 2.: pelnoobjawowe
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*  stadium 3.: “burza cytokinowa”
* stadium 4.: zespd} ostrej niewydolnosci oddechowej (ang. acute respiratory

distress syndrome ARDS)

Celem lekarzy réznych specjalnosci (pulmonologéw, immunologéw, le-
karzy choréb zakaznych) jest zatrzymanie rozwoju u pacjentéw tzw. “burzy
cytokinowej” [7], czyli gwaltownej reakgji systemu immunologicznego na in-
fekcje. Niestety nie zawsze terapia przynosi oczekiwane skutki i taki pacjent
w wyniku przejécia do ostatniego stadium choroby wymaga intensywnego
leczenia takiego jak wentylacja mechaniczna, sedecja i stosowanie Srodkéw
blokujacych przewodnictwo nerwowo-migsniowe [5]. Wlasnie ta grupa pa-

cjentdw jest szczegdlnie narazona na rozwdj nabytego ostabienia, ktéry dopro-

wadza do pogorszenia sprawnosci fizyczne;.

® Respiratory distress syndrome (Acute phase)
L ]

Symploms appear
(fiever, headache, dry
cough)
z
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Ryc. 1. Pojawienie si¢ objawéw COVID-19 w odniesieniu do dni inkubacji wirusa
SARS-CoV-2. [Zrédho: https://www.europeanreview.org/wp/wp-content/uploads/

4016-4026.pdf], [3]
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Wickszo$¢ pacjentéw, a przede wszystkim pacjenci ze stadium 4, cierpia
na zaburzenia oddychania, w tym: dusznosci, kaszel oraz bl w klatce piersio-
wej. U ponad 80% pacjentéw moga wystapi¢ zmiany w tkance plucnej tj. wy-
sick oplucnowy, rozstrzeri oskrzeli, konsolidacja pluc, a nawet zakrzepy krwi
we wszystkich naczyniach krwionos$nych, w szczegélnosci w najmniejszych
naczyniach w ptucach [38, 39]. W zwiazku z tym rehabilitacja przyciaga coraz
wicksza uwage. Medycyna rehabilitacyjna odgrywa istotng role w powrocie
do zdrowia, dlatego nadzwyczaj wazne jest zbadanie dysfunkcji i dobranie
odpowiednich potrzeb rehabilitacyjnych. Nalezy skupi¢ si¢ na ocenie uktadu
oddechowego, ktéra obejmuje ocene czynnosci klatki piersiowej, amplitude

i ruchomos¢ przepony oraz wzorca i czynnosci oddychania [17].
2. REHABILITACJA

Rehabilitacja jest wysoce wazna, lecz cz¢sto niedoceniang metoda leczenia
wielu choréb. Korzysci z rehabilitacji odnosza pacjenci z pulmonologiczny-
mi chorobami przewleklymi, u ktérych pozwala ona zatagodzi¢ dolegliwosci,
a takze unikna¢ pogorszenia choroby i zmniejszy¢ ryzyko ewentualnych po-
wiklari. Rehabilitacja oddechowa opiera si¢ na éwiczeniach poprawiajacych
wentylacje pluc, zwigkszajacych objetos¢ pluc, usuwajacych wydzieling, regu-
lujacych cykl oddechowy oraz usprawniajacych prace migéni szkieletowych,
w tym funkcje przepony [4-6]. Rehabilitacja oddechowa moze zosta¢ wdro-
zona np. po operacji w obrebie klatki piersiowej, urazach pluc, a takze u oséb
chorujacych na przewlekla obturacyjng chorobg ptuc (POChP), dlatego wha-
$nie znalazla zastosowanie u pacjentéw z COVID-19, a w szczegdlnosei u pa-
¢jentéw, u ktdrych konieczna byta hospitalizacja [30].

Lekarze i specjalisci przedstawiaja kilka ¢wiczeri oddechowych, kté-
re moga by¢ stosowane u oséb chorych w pelni samodzielnych, u ktérych
przebieg COVID-19 byt lagodny. S3 to ¢wiczenia, ktdre nie wymagajg spe-
cjalistycznego sprzetu, a moga poprawi¢ jakos¢ oddychania chorego, poprzez
oczyszczanie drég oddechowych, kontrole oddechows i postawy [5,6], co do-
prowadza ostatecznie do przyspieszenia okresu rekonwalescencji. Sg to m.in.:
[23-25]

¢ Cwiczenia rozluzniajace

Rozluznienie mig$ni oraz zmniejszenie napigcia migsni klatki piersiowej.
Zmniejszenie wzmozonego napigcia mig$ni migdzyzebrowych zewnetrznych
uzyskuje si¢, utrzymujac przez kilka minut klatke piersiowa w ustawieniu

wydechowym.
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¢ Cwiczenia wydtuzonego oddechu

Wykonywanie krétkiego wdechu z niewielkim udzialem pomocniczym
mie$ni wdechowych oraz spokojnego, dlugiego wydechu przez zwezone jak
do gwizdania usta z réwnoczesnym wciaganiem brzucha i unikaniem parcia.
Cwiczenia wydechu przy uzyciu nieelastycznej opaski obejmujacej dolne partie
klatki piersiowe;.

¢ Cwiczenia oddychania przeponowego

Cwiczenia oddychania przeponowego wykonuje si¢ w pozycji lezacej na
wznak z poduszka pod glowa, z koriczynami dolnymi zgietymi w stawach bio-
drowych i kolanowych oraz stopami opartymi o podioze. Opér dla ruchéw
przepony w czasie wdechu uzyskuje si¢ réwniez, kladac na nadbrzuszu chorego
woreczek z piaskiem.

o Cwiczenia zwickszajace ruch oddechowy dolnozebrowy

Zwigkszenie ruchu oddechowego dolnych odcinkéw klatki piersiowej
i ruchéw przepony uzyskuje sie, stabilizujac obrecz koficzyn gérnych, co po-
woduje ograniczenie ruchéw gérnych odcinkéw klatki piersiowej w czasie
wdechu.

Cwiczenia oddychania z ruchem do “zabki”

Cwiczenia wykonuje si¢ w pozycji siedzacej lub stojacej. Rece nalezy
wyciagna¢ przed siebie na wysokosci ramion, dlonie powinny by¢ zlaczone.
W trakcie wdechu nalezy rozlaczy¢ dlonie, ramiona przesunaé do tylu
z otwarciem klatki piersiowej. W momencie wydechu na poziomie mostka
zaleca si¢ ponownie ztaczy¢ dlonie i wyciagna¢ do przodu.

Natomiast gdy pacjent nie jest w pelni samodzielny, program rehabi-
litacyjny opiera si¢ na ¢wiczeniach ruchowych pasywnych (zakres ruchu pa-
cjenta nie wykracza poza jego mozliwosci ruchowe, ¢wiczenia sa wykonywane
w obecnosci rehabilitanta), rozciaganiu mig$ni migdzyzebrowych oraz wibra-
¢jach mechanicznych klatki piersiowej za pomoca kamizelki pneumatycznej
wibrujacej. Program rehabilitacyjny takich oséb obejmuje réwniez éwiczenia
oddechowe przeponowe oraz oddychanie przez zacisnigte usta. W kolejnym
etapie programu poziom trudnosci wzrasta, dotaczane sa ¢wiczenia na ergome-
trze, a takze spirometr motywacyjny [8].

Spirometria motywacyjna jest technika kliniczna, polegajaca na wyko-
rzystaniu spirometru motywacyjnego (urzadzenie medyczne zawierajace rurke
i ustnik przymocowany do miernika) (Ryc.2). Wedtug zalecen lekarza lub pie-
legniarki, pacjent powinien usia$¢ na skraju tézku i trzyma¢ urzadzenie piono-
wo. Powolne wdychanie powietrza przez ustnik skutkuje podniesieniem toku

w $rodkowej kolumnie. Pacjentowi nakazuje si¢ wstrzymanie oddechu przez
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co najmniej pie¢ sekund przed wydechem. Cwiczenie nalezy powtarzaé 10 razy
na godzing, a po wykonaniu serii powtdrzen warto jest kaszle¢, aby oczysci¢
ptuca z nagromadzonego plynu. Za pomoca tego urzadzenia osoba chora ¢wi-
czy pluca i zacheca pecherzyki plucne do pelnego napelnienia. Obserwujemy
poprawe funkgji pluc, zmniejszenie nagromadzonego si¢ $luzu, wzmocnienie
ptuc podczas dhuzszego odpoczynku, a takze zmniejszenie ryzyka wystapienia
infekeji phuc [28, 29].

=

4 Piston (rises with each deep breath)

il Moauth piece
- *‘-&M“/

How to Use an Incentive Spirometer

Ryc. 2. Ogélna budowa i schematyczny sposéb uzycia spirometru motywacyjnego.
[Zrédto: hteps://commons.wikimedia.org/wiki/File:Incentive_Spirometer.png]

Nalezy wspomnie¢, iz powstaly réwniez programy pilotazowe w zakresie
rehabilitacji leczniczej po przebytej chorobie COVID-19. W projekcie okre-
$lone sa poszczegblne modele fizjoterapii oddechowej, ktére sg ukierunkowane
na remisj¢ choroby, poprawe wydolnosci wysitkowej i krazeniowej, sprawnosci
oddechowej, sily migsniowej i og6lnej sprawnosci fizycznej oraz wsparcie zdro-
wia psychicznego. Klasyfikacja pacjenta do odpowiedniego modelu fizjoterapii
oddechowej dokonuje si¢ po przeprowadzeniu: testu wysitkowego na ergo-
metrze rowerowym/biezni ruchomej lub testu 6-minutowego marszu. Cwi-
czenia wykonywane s do osiagniecia limitu tgtna tzw. tgtna submaksymalne-

go. Terapia obejmuje trening wydolno$ciowy, ¢wiczenia oddechowe, trening
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stacyjny, techniki ogélnousprawniajace, techniki usuwania wydzielin z drzewa

oskrzelowego, inhalacje oraz relaksacje [20].
2.1. Techniki oczyszczenia drég oddechowych

Techniki oczyszczania drég oddechowych (z ang. airway clearance tech-
nique ACT) stosowane sa w wielu chorobach ukladu oddechowego, w tym
w mukowiscydozie, zapaleniu oskrzeli, a nawet w trakcie leczenia przewleklej
obturacyjnej chorobie phuc, ktdra czgsto towarzyszy wirusowej chorobie CO-
VID-19. Rozluzniaja one gesty i lepki $luz, dzigki czemu ulatwione jest usu-
wanie zakazonych wydzielin oskrzelowych, ktére potencjalnie moga prowadzi¢
do niedroznosci drég oddechowych i zalegania plwociny [9, 18]. Oczyszczanie
drég oddechowych moze poméc zmniejszy¢ czestotliwosé infekeji pluc i po-
prawi¢ ich czynno$¢ [27].

Jedna z technik jest aktywny cykl oddechowy (z ang. active cycle of bre-
athing technique ACBT), ktéry odbywa si¢ w trzech etapach. Faza pierw-
sza stuzy do rozluznienia wydzieliny i obejmuje swobodny wdech przez nos
i wydech przez usta. Ramiona i gérna czgs¢ klatki piersiowej powinny by¢
rozluznione. Podczas wydechu zaleca si¢ mie¢ zaci$nigte wargi (jak podczas
catowania kogo$), tworzy to ci$nienie wsteczne utrzymujace droznos¢ drég od-
dechowych. Faza druga polega na wykorzystaniu ¢wiczen rozszerzajacych klat-
ke piersiows. Zaleca si¢ glebokie oddychanie i wstrzymanie oddechu na trzy
sekundy, aby przenie$¢ powietrze do mniejszych drég oddechowych. Ostatnia
faza, czyli trzecia pomaga usunag¢ §luz z ptuc poprzez kaszel i sapanie [18, 19].

Drenaz ulozeniowy jest jednym z rodzajéw rehabilitacji stosowanej
u pacjentéw z trudnosciami w odksztuszaniu duzej ilosci zalegajacej wydzieliny
w plucach. Technika ta polega na odpowiednim ustawieniu pozycji ciala pa-
cjenta, aby dany odcinek drég oddechowych znajdowat si¢ powyzej tzw. wngki
pluc, dzigki temu wydzielina moze swobodnie sptywa¢ z matych oskrzeli do
duzych i dalej do tchawicy, skad jest wykrztuszana. U pacjentéw, ktérzy sa
samodzielni terapeuta oddechowy ma obowiazek wyda¢ zalecenia i udzieli¢
wskazéwek dotyczacych prawidlowego polozenia ciata, aby wydzielina grawi-
tacyjnie mogla opusci¢ drogi oddechowe (Rys.3). Natomiast u 0s6b, u ktérych
samodzielnos¢ jest ograniczona mozna zastosowa¢ tézka z mozliwoscia otrzy-
mania odpowiedniej pozycji. Pomagajg tutaj liczne wezglowia badz uniesie-
nie polowy té7ka o kat 30°-45°-60° [16]. Odpowiedni czas trwania drenazu
to mniej wigcej 2-10 minut na jedna pozycje [26]. Wedlug fizjoterapeutéw
postawa stojaca jest najodpowiedniejszg i najbardziej efektywng pozycja do
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oddychania znacznie zwigkszajaca wydolnos¢ oddechows i poprawiajaca funk-
gje pluc, dlatego nalezy dazy¢, aby wszyscy podopieczni jak najdtuzej przyjmo-

Al

segmenty szczytowe gérnych platéw pluc — pozycja siedzaca;
przy zmianach zlokalizowanych w tylnej czedci plata chory siedzi
nieco pochylony do przodu, a przy zmianach w przedniej czedci
plata - nieco do tylu

.
= e
RO i n TN ;
L ] jezyezek pluca — chory lezy na wznak z tulowiem skreconym w prawo pod katem —45°, nogi

segmenty przednie gémych platéw phuc - przy zmianach obustronnych chory leiy na wznak; 162ka uniesione ~30 cm nad podloga
pray zmianach rlokalizowanych lewostronnie lezy na wanak z niewielkim skreceniem tutowia
w prawo, a przy zmianach prawostronnych - z niewielkim skreceniem tulowia w lewo

segmenty szczytowe obu platéw dolnych pluc — chory lezy na brzuchu z watkiem umiesz-
czonym pod miednica i brauchem; przy zmianach lewostronnych — z tufowiem nieco skreco-
nym w prawo, a przy zmianach prawastronnych - w lewo

PO o= NN

sagriet (,,,,, g,,mg, plata pluca lewego - chory leiy na pravwym boku 2 tlowiem skre- || Segmenty podstawowe przednie dolnych platéw phuc — chory leéy na wznak, nagi 162ka
Canym do przodu pod katem ~45", ulazonym skosnie wzgledem potiaza uniesione ~30 cm nad podioga; przy zmianach lewostronnych  tulowiem nieco skreconym
W prawo, a przy zmianach prawostronnych —w lewo

wali pozycje stojaca.

plat srodkowy ptuca prawego — chory leéy na wznak z tulowiem skreconym w lewo pod
katem ~45°, nogi{ozka od strony stép chorega uniesione ~30 cm nad podiogq

segment tylny gémego plata pluca prawego - chory lezy na lewym boku 2 tulowiem skre-
«conym do przodu pod k3tem ~45°

Rys.3. Pozycje do drenazu ulozeniowego statycznego [Zrédlo: Maly podrecznik
“Choroby wewngtrzne” 2010 pod redakcja Andrzeja Szczeklika i Piotra Gajewskiego]

2.2. Technika podwyzszonego ci$nienia oddechowego oraz dodatniego
ci$nienia koficowo-wydechowego

Technika podwyiszonego ci$nienia oddechowego (z ang. positive expi-
ratory pressure PEP) polega na korzystaniu z urzadzenia wytwarzajacego opor
w trakcie wydechu. Urzadzenie sklada si¢ z krétkiej rurki z zaworem zwrot-
nym, pier$cieniem regulujacym opdr oraz ustnika badz maski dla mlodszych
pacjentéw. Prawidlowe uzywanie PEP-a nie jest trudne, ale wymaga podsta-
wowego szkolenia z udzialem fizjoterapeuty. Samodzielna nauka moze pro-
wadzi¢ do wyksztalcenia ztych nawykéw. Osoba chora wykonuje normalny,
spokojny wdech natomiast wydech powinien by¢ gleboki. Powietrze wyde-
chowe przechodzi przez jednokierunkowy zawér z ustawionym oporem przez

fizjoterapeute/lekarza. PEP zapobiega zapadaniu si¢ oskrzelikéw, zmniejsza
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ilos¢ infekeji, poprawia usuwanie $luzu, zwigksza czynnosciowa pojemnos$¢ za-
legajaca oraz objetos¢ oddechows pluc [31, 32].

Zmodyfikowana formga tej techniki jest PEP oscylacyjny (z ang. oscilla-
ting positive expiratory pressure oPEP). Urzadzenia te maja na celu utatwienie
usunigcia plwociny wystepujacej w trakcie przewleklej obturacyjnej chorobie
ptuc [33]. Urzadzenie jest bardzo proste w budowie, sktada si¢ z plastikowego
korpusu z ustnikiem oraz cigzkiej metalowej kulki luzno osadzonej na wyj-
mowanym lejku. W czasie wydechu metalowa kulka zaczyna stawia¢ opér,
powoli wzrasta ci$nienie. Podczas unoszenia si¢ kulki spada ci$nienie i pod
wplywem grawitacji opada zamykajac przeplyw powietrza. Powtarzajacy cykl
unoszenia i podnoszenia si¢ ma miejsce nawet kilkakrotnie w ciagu kazdej se-
kundy wydechu. Ruchy te skutkuja zmiang cinienia, ktére dziakaja jak “okle-
pywanie”. Zwigkszone ci$nienie w oskrzelikach zapobiega ich zapadaniu sie,
co w konsekwencji poprawia usuwanie zalegajacego $luzu [34]. Jednym z po-
pularniejszych urzadzen oscylacyjnych jest tzw. Acapella. Dzigki innowacyjnej
konstrukgji skupia zalety réznych metod fizjoterapii, w tym terapii dodatnim
ci$nieniem wydechowym PEP i masazu wibracyjnego, eliminujac jednoczesnie
niedogodnosci zwiazane z ich stosowaniem. Przyrzad posiada wiele unikalnych
cech tj. mozliwo$¢ dziatania w réznych pozycjach, co pozwala na pracg z nie-
zdyscyplinowanymi pacjentami, pozwala na precyzyjne dobranie terapii (moze
by¢ stosowane zaréwno z ustnikiem jak i maska twarzows), jest nieuciazli-
wa dla pacjentéw, w poréwnaniu z tradycyjnymi technikami fizjoterapii
np. oklepywanie.

Technika dodatniego cisnienia koricowo-wydechowego (z ang. positive
end-expiratory pressure PEEP) jest stosowana rutynowo u pacjentéw wen-
tylowanych mechanicznie. Pozwala utrzymad tzw. czynnosciowa pojemnosé
zalegajaca, ktora zapobiega zapadaniu si¢ pecherzykéw powietrznych. Prowa-
dzona wentylacja prowadzi do zwickszenia pojemnosci zyciowej ptuc, pozwala
na odpoczynek migsni oddechowych [21]. Chorzy oddychaja glebiej, odruch
kaszlowy staje si¢ skuteczniejszy [22].

2.3. Wibroterapia w rehabilitacji COVID-19

Cwiczenia wykorzystujace wibracje calego ciata (ang. hole body vibra-
tion VBS) to nieinwazyjna forma terapii, ktéra wplywa korzystnie gtéwnie
w rehabilitacji stabszych pacjentéw, ktérzy nie moga angazowad si¢ w zaden
rodzaj aktywnosci fizycznej. W zwiazku z tym do programu rehabilitacji, na-

wet na oddzialach intensywnej terapii wlaczane sa éwiczenia VBS. [10]. Dzigki
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zastosowaniu pasywnego charakteru ¢wiczenn VBS w przypadku COVID-19
mozna zauwazy¢ kilka korzysci tj.:

* redukcje zmeczenia i ryzyka dusznosci

* poprawienie statusu immunologicznego i redoks, sprzyjajace utrzy-
maniu homeostazy i utrzymaniu prawidtowej reakgji zapalnej w ptucach

*  ogélna poprawa jakosci zycia, umozliwiajaca lepsze rokowania dla pa-
¢jentéw obloznie chorych, réwniez hospitalizowanych w oddziatach intensyw-
nej terapii [10]

* ulatwia usuwanie wydzieliny plucnej

Hrownps 02371387

Ryc. 4. Pozycja treningowa pacjentéw na platformie wibracyjnej Zeptoring® (Scisen
GmbH, Niemcy). [Zrédlo: hteps://www.elsevier.es/es-revista-neurologia-english-
edition--495-articulo-effects-vibrotherapy-on-postural-control-S2173580812000430]

Autorzy badan [11] podejrzewaja, ze ¢wiczenia VBS zmniejszaja ryzy-
ko rozwoju choréb przewleklych poprzez indukowanie odpowiedzi immu-
nologicznej i miokinowej. Seria intensywnych ¢wiczert na platformie wi-
brujacej (Ryc.3) np. przysiady, powoduja poréwnywalny poziom dusznosci,
za to zachodza z wigksza wydajnoscia [10]. Skurcz migsni wywolany wysil-
kiem fizycznym powoduje zwickszona ekspresje genéw i wydzielenie IL-6
przez miocyty szkieletowe [12], przyczyniajac si¢ tym samym do zmniejsze-
nia stanu zapalnego w plucach. Badacze obserwujg réwniez wzrost odsetka
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limfocytéw T oraz neutrofili [10, 12], to neutrofilom przypisujg si¢ korzysci wy-
nikajacez prozapalnej odpowiedzi cytokinowej, ktéra pomaga zatagodzié reakcje
zapalng wywolang wysitkiem fizycznym. Natomiast limfocyty T minimalizuja
i spowalniaja progresj¢ choroby.

Cwiczenia fizyczne maja korzystny wplyw na utrzymanie i poprawe
sprawnosci fizycznej, a takze pozytywnie wplywaja na redukcje stresu
i poprawe samopoczucia. W dobie pandemii COVID-19 wykonywanie
éwiczen, szczegblnie przez osoby starsze, ktdre praktykowaly dlugie spacery
zostaly utrudnione. Mozliwo$¢ samodzielnego wykonywania éwiczen za
pomoca wibrujacych materacow zyskujg zainteresowanie. Samodzielnie
prowadzona wibroterpia moze poprawi¢ kondycje i nastrdj u oséb starszych,
ktérzy nie moga swobodnie korzysta¢ z wizyt domowych fizjoterapeutéw oraz

nie mogacych opuszczaé miejsca zamieszkania.
2.4. Tlenoterapia jako metoda wspomagajaca rehabilitacje

Tlenoterapia jest technika lecznicza, polegajaca na zwigkszeniu stezenia
tlenu w powietrzu wdechowym osoby chorej. Tlen jest lekiem stosowanym
rutynowo na calym $wiecie, lecz tak samo jak w przypadku innych lekéw
jego stosowanie nalezy dokladnie rozwazy¢ [14]. Regularne uczgszczanie na
zabiegi z uzyciem zyciodajnego pierwiastka wspomagaja uktad immunologicz-
ny, a przede wszystkim powodujg wzrost liczby fagocytéw i limfocytéw we
krwi organizmu. To wiasnie fagocyty i limfocyty odpowiedzialne s za walke
z drobnoustrojami chorobotwérczymi. Tlen korzystnie wplywa réwniez na
procesy regeneracji, redukuje stany zapalne w organizmie, co jest istotne przy
zwalczaniu dolegliwosci po COVID-19. Zabiegi stosuje si¢ zaréwno w celach
profilaktycznych, ale réwniez w okresie rekonwalescencji pacjenta. Majg one
na celu zminimalizowanie pochorobowych powiklan, czesto zwiazanych z za-
burzeniem ci$nienia krwi, zakrzepami zatorowymi, zmniejszeniem wydolnosci

oddechowej oraz og6lnym ostabieniem organizmu.
Tlenoterapia hiperbaryczna

Tlenoterapia hiperbaryczna (z ang. hyberbaric oxygen theraphy HbOT)
trafita na list¢ leczenia eksperymentalnego WHO.

Jak zauwazaja naukowcy i liczni badacze utrata wechu i/lub smaku i sil-
ne béle glowy dowodza, iz wirus wnika do struktur mézgu poprzez opusz-

ke wechowa. W efekcie, wiele pacjentéw skarzy si¢ miesiacami na zmeczenie,
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zawroty glowy czy nawet problemy z koncentracja. Rehabilitacja tlenem hi-
perbarycznym znajduje zastosowanie wiasnie u 0séb z uszkodzeniami mézgu,
w tym po przebytych udarach. Terapia HbOT obniza hipoksje spowodowang
przez wirusa SARS-CoV-2, poprzez oddychanie tlenem o zwigkszonym steze-
niu w warunkach cisnienia wyzszego niz atmosferyczne [15]. Terapia przepro-
wadzana jest wewnatrz przedzialu zwanego komora hiperbaryczna. Jest uzna-
wana jako ugruntowana metoda terapeutyczna zwickszajaca stgzenie tlenu we
wszystkich tkankach [35], uzywany tlen stymuluje aktywno$¢ fibroblastéw,
produkcje kolagenu, zmniejsza odpowiedz zapalng oraz ogranicza obrzeki, co
poprawia mikrokrazenie [37]. Podaje si¢, iz HbOT jest skuteczna w leczeniu
zaburzen naczyri obwodowych, ostrego pourazowego niedokrwienia obwodo-
wego i poprawy gojenia si¢ ran [35]. HbOT jest metoda skuteczng w wielu
patologicznych przypadkach, chociaz ich skutki i funkcje nadal nie sg wyja-

$nione [36].
3. PODSUMOWANIE

Uposledzenie funkeji uktadu oddechowego przez COVID-19 zaburza
zdolno$¢ do wykonywania codziennych czynnosci, wplywa negatywnie na wy-
niki zawodowe oraz utrudnia interakcje spoleczne. Osoby dotkniete choroba
przechodza na siedzacy tryb zycia, co zwigksza ryzyko rozwoju choréb wspét-
istniejacych tj. otylo$¢, cukrzyca typu II oraz nadcisnienie tetnicze. Obecnie
zaréwno publiczne i prywatne placéwki opieki medycznej, dostosowuja si¢
do panujacych warunkéw wdrazajac metody, pozwalajace pacjentowi zaka-
zonemu wirusem SARS-CoV-2 powréci¢ do odzyskania pelnej sprawnosci
fizycznej. Rehabilitacja oddechowa powinna by¢ prowadzona przez caly okres
leczenia chorego, niezaleznie od tego czy pacjent zostal hospitalizowany czy
przechodzit chorob¢ COVID-19 w domu. Ponadto skierowania na rehabi-
litacj¢ powinny by¢ zindywidualizowane w zaleznosci od stanu zdrowia po-
trzebujacego. Wigkszo$¢ programéw fizjoterapii plucnej opieraja si¢ na me-
todach stosowanych wezesniej przy leczeniu dysfunkgji ukladu oddechowego
oraz na doswiadczeniu zdobytym, dzi¢ki szybko rosnacej liczbie pacjentéw
z COVID-19. U pacjentéw z obturacyjng choroba ptuc zaleca sig rehabilitacje
pulmonologiczna obejmujaca trening wydolno$ciowy, ¢wiczenia oddechowe,
techniki oczyszczania drég oddechowych, inhalacje a takze w skrajnych przy-
padkach tlenoterapi¢. Wykazano, iz ¢wiczenia wysitkowe zmniejszaja negatyw-
ny wplyw siedzacego trybu zycia i braku aktywnosci fizycznej w okresie hospi-

talizacji i/lub kwarantanny domowej. Udowodniono réwniez, ze rehabilitacja
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oddechowa zwigksza wydolnos¢ wysitkowa oraz site mig$ni oddechowych
tj. mig$ni miedzyzebrowych oraz migéni powtok brzucha, odgrywajacych istot-
na role w utrzymaniu funkcji oddechowych.

Promowanie ¢éwiczed oddechowych i ich korzystnego wplywu na stan
zdrowia pacjentéw po COVID-19 jest korzystne nie tylko dla beneficjentéw
terapii, ale takze ich rodzin. Sama $wiadomo$¢ prawidtowych zachowari moze
prowadzi¢ do wyksztalcenia zdrowych nawykéw zaréwno wsréd pacjentéw jak
i 0s6b zdrowych.
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Abstrakt:

Ogoélnoswiatowa pandemia COVID-19 wywolata chaos w wielu sektorach gospodarki oraz
stuzbie zdrowia. Wirus u§mierca miliony os6b na $wiecie, a lekarze walcza o zycie kazdego pa-
cjenta. Przedstawiciele wladz poszczegdlnych padstw wprowadzaja wicle restrykeji dotyczacych
higieny w miejscach publicznych oraz ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ wirusa droga kropel-
kowa poprzez nakaz stosowania maseczek a takze ograniczenie kontaktéw miedzyludzkich dzie-
ki czemu szanse na zachorowania maleja. Wprowadzenie w wielu krajach ograniczen, wymusza
na obywatelach pozostawanie w domu i stosowanie si¢ do kwarantanny. Mija wiele miesiecy,
odkad ludzie nie organizuja spotkan towarzyskich oraz nie odwiedzaja rodzin. Odebrano im
réwniez mozliwo$¢ korzystania z wielu przyjemnosci czy rozrywek w zyciu codziennym, zaczy-
naja izolowac si¢ od $wiata i dobrowolnie pozostaja w domach. Zaczynaja popadaé¢ w depresje,
towarzysza im stany lekowe, dotyka ich samotno$¢, bezbronnos¢ i bezradnos$¢ wobec sytuacji
jaka nastata. Wielu z nich popada w alkoholizm, a takze coraz czesciej sigga po uzywki lub leki
psychotropowe. Pojawiaja si¢ réwniez problemy w nawiazywaniu prostych kontaktéw z innymi,
przez co coraz bardziej staja si¢ aspoleczni, obojetni na innych. W ramach programéw rzado-
wych, w wielu krajach stworzone zostaly infolinie, ktdre funkcjonujg podczas kwarantanny i po-
magaja osobom samotnym. Wielu prébuje umili¢ sobie czas spedzony w domu, realizujac swoje
pasje, czy szukajac nowego hobby. Ci, ktdrzy nie radza sobie z sytuacja, udaja si¢ do psychologa
iz jego pomoca rozwiazuja swoje problemy. Istniejg jednak przypadki oséb, ktére nie poradzily
sobie z zaistniala sytuacja, co doprowadzito do samookaleczen, a nawet $mierci. Pomimo ciez-
kiej sytuacji, ludzie z dnia na dzien staraja si¢ wréci¢ do rzeczywistosci, poprzez komunikowanie
si¢ z reszta $wiata, réznego rodzaju fora i portale spolecznosciowe. Zaczynaja si¢ nawet spotykaé
w mniejszych grupach, zachowujac przy tym dystans i szczegdlna ostroznos¢. Poglebianie sie
wyzej wymienionych objawéw, moze prowadzi¢ do tragedii, ktérym nalezy zapobiegaé. Po-
winno si¢ dazy¢ do przynajmniej czgéciowej minimalizacji ich efektéw. Niezbedne jest podjecie
krokéw zapobiegajacych probom okaleczania, lgkom spolecznym oraz samobdjstwom w trosce
o zdrowie i zycie ludzkie.

Stowa kluczowe:
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Abstract:

The global COVID-19 pandemic drews chaos in many sectors in worldwide economy and
health service. The SARS-CoV-2 virus takes millions of people's life and doctors fight for a life
of every citizen. The government comes forward and institutes a lot of sanitary restrictions, so
that chances of getting sick diminish. Implementing the constraints in many countries forces
the citizens to stay at home and abide by quarantine. After many months, people still don't
meet with each other, don't visit their families and don't benefit by any enjoyments. People start
isolating themselves from the world and staying at home voluntarily. The populace begins to
become depressed, is acompanied by anxiety states, loneliness, defencelessness and helplessness
in the actual reality. A lot of them lapse into alcoholism and more often get at drugs and psy-
chotropic drugs. Establishing relations poses the people a difficulty, so they isolate from the so-
ciety. Within goverment's program, there were created the special helplines in many countries,
which function during the quarantine and help lonely people. However there are people, who
don't cope with occurrent situation, what lead them to self-injury and suicides. Despite hard
situation, day by day people bother to back to reality through the forum and social media. They
start visiting each other in small groups, staying sharp and keeping distance. Developing above
symptoms and situations may lead to tragedy, which should be prevented from. Effects should
be at least partially minimized. It is essential to take steps to prevent attempts at mutilation,

social anxiety and suicide for the sake of human health and life.

Key words:

1. WSTEP

17 listopada 2019 r. w miescie Wuhan, lezacym w srodkowej czgsci Chin,
rozpoczela si¢ epidemia zakaznej choroby COVID-19, ktéra wywolywana jest
przez koronawirusa SARS-CoV-2. Wirus rozprzestrzeniat si¢ na terenie catego
kraju w szybkim tempie, a juz w drugiej polowie stycznia 2020 r. potwier-
dzono pierwsze przypadki zakazenia poza granicami Chin, w tym w Europie.
W lutym 2020 r. zacz¢to odnotowywad gwaltowny wzrost liczby nowych za-
kazert w innych rejonach $wiata, m.in. w Korei Poludniowej i we Wloszech.
W wyniku duzej epidemiologii SARS-CoV-2, 11 marca 2020 r. Swiatowa
Organizacja Zdrowia oglosita pandemi¢ COVID-19, a dwa dni pézniej po-
dala, Ze jej centrum stala si¢ Europa. SARS-CoV-2 to siédmy z kolei patogen
z grupy koronawiruséw, ktéry udalo si¢ dotychczas odkry¢. Wirus ten prze-
noszony jest droga kropelkowa podczas kastania czy kichania i moze wywoly-
wac ostra chorobg uktadu oddechowego. Wedlug WHO najczgstszymi obja-
wami zarazenia s3: goraczka, suchy kaszel, zmeczenie. Ponadto u zarazonych
mozna zaobserwowa¢ réwniez bdl migsni, bol gardla, biegunke, utrat¢ wechu
i/lub smaku. W celu uniknigcia duzej liczby zakazeni, rzadzacy wielu krajow
stopniowo zaczeli wprowadzaé szereg restrykeji, ktére znacznie wplynely na

funkcjonowanie gospodarki, stuzby zdrowia oraz wielu innych sektoréw zycia
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spolecznego. W ten sposéb ograniczono takze swobod¢ przemieszczenia sig
obywateli, w wyniku czego, spoleczenistwo jest nadal zmuszone do pozosta-
wania w domach. Wprowadzono obowiazkowe testowanie oséb z objawami
wskazujacymi na nosicielstwo COVID 19. Osoby z pozytywnym wynikiem
testu, a takze podejrzane o kontakt z chorym czy przybywajace spoza granic
panistwa, zwlaszcza z terendéw objetych pandemia, maja obowiazek odby¢ kil-
kunastodniowa kwarantanne, o ktérej dlugosci czasu trwania decyduje rzad
oraz odpowiednie instytucje. W wielu paristwach jako $rodki zapobiegawcze
rozprzestrzenianiu si¢ wirusa, zostaly wprowadzone réwniez godziny policyj-
ne, a nawet narodowe kwarantanny, ktére uniemozliwiajg opuszczanie miejsc
zamieszkania przez ludno$¢, z wylaczeniem koniecznosci przemieszezania sig

w celu zaspokojenia potrzeb, zwiazanych ze sprawami zycia codziennego.

2. JAK POZOSTANIE W DOMU
WPLYNELO NA STAN PSYCHICZNY OBYWATELI?

Wprowadzenie przez wladze restrykeji, wymusito na ludnosci pozostanie
w domach, zmiang swojego dotychczasowego trybu zycia oraz przystosowanie
si¢ do funkcjonowania na co dziedt w warunkach domowych. Jednakze wie-
my, iz nic nie zastapi czlowiekowi normalnosci tak, jak codzienna rutyna oraz
monotonia, ktére w okresie kwarantanny nabraly calkowicie innego znaczenia.
Od poczatku pandemii to mlodziez stanowita zdecydowanie wigksza grupe
0s6b pozostajacych w domach. Poprzez zdalne nauczanie dbali oni o swoja
edukacje, zas w wolnym czasie spotykali si¢ online z réwiesnikami, podczas
gdy dorodli nadal musieli przemieszcza¢ sig, chociazby do pracy czy sklepow,
w celu zaspokojenia najwazniejszych potrzeb zyciowych. Ludzie pozostawali
zamknieci w domach przez wiele miesicey i z trudem prébowali oswoié si¢
z nowg rzeczywistoscia. Dla niektdérych zdalna edukacja czy praca, staly si¢ wy-
zwaniem, z ktérym nie wszyscy sobie poradzili. Duza cz¢$¢ spoteczeistwa mia-
fa takze problem z przystosowaniem si¢ do natozonej kwarantanny, ktéra byla
catkowicie nowym do$wiadczeniem. Wedtug badani dzieci i mlodziez poddane
kwarantannie doznawaly wickszego cierpienia psychicznego, niz dzieci i mlo-
dziez, ktére tego nie doswiadczyly. Ponad 60% badanych nieletnich przyznalo,
ze podczas kwarantanny towarzyszyly im m.in. strach, bezradno$¢ oraz zmar-
twienie [1]. W zwiazku z zaistnialym zagrozeniem i dotychczasows sytuacja
epidemiologiczna, ludzie potrafili nawet przez kilka dni z rzedu nie przemiesz-
czaé si¢ poza obszar wlasnego miejsca zamieszkania. Badania dowodza, iz takie

zachowania prowadza do nieoczekiwanych rezultatéw.
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2.1. Problemy i skutki kwarantanny

W jednym z przegladéw narracyjnych[2], w ktérych wzigto udzial tacznie
20 069 oséb, zostaly odnotowane najczgsciej wystgpujace objawy, kedre towa-
rzyszyly ludziom podczas izolacji. Byly nimi: niepokdj, depresja, staba jakos¢
snu i brak aktywnosci fizycznej. Dystans spoteczny zwigzany z COVID-19 ma
negatywny wplyw na zdrowie psychiczne i fizyczne oséb starszych.

Ludnos¢ objeta kwarantanna, coraz czgéciej zaniedbuje si¢ oraz zapomina
o tym, jak wazne jest zdrowie, zaréwno to fizyczne, jak i psychiczne, w wyniku
czego coraz wicksza czg$¢ spoleczeristwa dotykaja problemy zdrowotne oraz
zaburzenia psychiczne. Badania wskazuja na to, ze duzy odsetek ludzi zacze-
Yo zmienia¢ swoje nawyki zywieniowe, jednoczesnie wprowadzajac do swojej
diety Zywno$¢ przetworzona. Towarzyszy temu wzrost spozywania napojow
alkoholowych. Stwierdza si¢ réwniez, iz spozywanie wyrobéw tytoniowych,
ktére na wiele 0s6b moga dziata¢ odstresowywujaco w zwiazku z zaistnialg sy-
tuacja, stale utrzymuje si¢ na wysokim poziomie[3]. Inne badanie[4] dowodzi,
ze zmniejszenie calkowitego tygodniowego wydatku energetycznego, zwiaza-
nego z aktywnoscia fizyczna negatywnie wplywa na samopoczucie psychiczne.
Wsréd 2524 badanych 23.06% bylo malo aktywnych, za$ 41,76% uprawiato
czgsto sport. Podczas kwarantanny odsetek oséb, ktére byly malo aktywne
zwickszyl si¢ o prawie 17 punktéw procentowych, zas odsetek 0séb aktywnych
spadt o okolo 11 p. p.. Przyczyna zmniejszenia wydatkdéw jest brak akeywnosci
fizycznej. Prowadzenie zdrowego i aktywnego trybu zycia jest niezbedne do
funkcjonowania i pozytywnie wplywa na zdrowie psychiczne, zwigkszajac po-
czucie wlasnej wartosci i odporno$¢ na stres. Zmniejsza si¢ réwniez poczucie
leku czy depresji

Innym z kolei badaniem [5], ktére przeprowadzono w Chinach na grupie
os6b w wieku 70+, bylo badanie funkcjonowania 0séb starszych w okresie
pandemii. Wynik doswiadczenia ukazal ciekawe rezultaty, w kedrych prawie
10% ankietowanych wskazywalo na depresje podczas izolacji, zas 27% przy-
znalo si¢ do samotnos$ci. Pomimo dobrego stanu zdrowia i niskiego poziomu
leku oraz depresji, powinno si¢ wprowadzi¢ strategie, ktérych celem powinno
by¢ zlagodzenie negatywnego wplywu samotnosci na osoby starsze. W prze-
gladzie [6][7] opublikowanym na stronie ,SAGE Journals” przedstawione sa
réwniez problemy, z jakimi borykaja si¢ osoby starsze w czasie izolacji. Wigk-
szosci 0s6b réwniez towarzysza wspomniane wezesniej lek, strach i samotnosé.
Wiele starszych oséb doswiadcza niepokoju, ktérego przyczyna okazuje sie

nowoczesna technologia, z ktérg starsze osoby nie moga sobie poradzi¢. Nie

272



STAN PSYCHICZNY LUDZI W CZASIE KWARANTANNY

sa w stanie ,nadaza¢” z postgpujacym rozwojem elektroniki, co skutkuje pro-
blemami zwigzanymi z obstuga urzadzen, ktdre sa w tym okresie niezbedne do
kontaktu zdalnego.

W raporcie [8] opublikowanym przez Instytut Profilaktyki Zintegrowa-
nej przedstawione s dane, odno$nie przezywania okresu izolacji przez mlode
pokolenie. Badane zostalo przeprowadzone wéréd 2079 oséb w wieku szkol-
nym. 26,2% badanych dziewczyn i 22,6% chlopcéw przyznalo si¢ do “raczej
zlego” samopoczucia w czasie pandemii, za$ 5,4% dziewczynek i 7,2% chlop-
c6éw jednoznacznie okreslili swoje samopoczucie jako “zte”. W tym samym ba-
daniu 22,8% dziewczyn i 15,3% chlopcéw zadeklarowalo, ze “raczej zle” radzi
sobie psychicznie z zaistniala sytuacja, zas 4,7% dziewczynek i 4% chlopcéw
stwierdzilo, ze “Zle” znosi psychicznie izolacje. Jako gtéwne przyczyny takiego
samopoczucia badani podaja: brak ruchu (53%), brak mozliwosci uprawia-
nia sportu (42%), nuda (50%), niewystarczajacy dostep do Internetu (27%)
oraz brak dostgpu do komputera w chwili potrzeby (17%). Ponadto wezesniej
przezyte stresujace sytuacje rodzinne, przemoc rodzinna czy zly stan majatko-
wy znacznie zwigkszajg ryzyko wystapienia objawéw probleméw z psychika

podczas izolagji.[9]

" Jakie jest najczesciej Twoje
ogodlne samopoczucie w czasie epidemii?
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Wykres 1. Wykres przedstawiajacy ogdlne samopoczucie w czasie epidemii.
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Jak radzisz sobie psychicznie
w obecnej sytuacji epidemii?
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Wykres 2. Wykres przedstawiajacy jak mlodziez radzi sobie psychicznie z sytuacja
epidemii.
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Podobne badanie [10], wykonane przy pomocy 4805 nastolatkéw
plci zenskiej, ukazuje niepokojaca tendencje¢ do popadania w depresje 0sob
w wieku szkolnym. Prawie 40% badanych kobiet cierpialo na depresje w réz-
nym stopniu, ktéry zalezny byt od wieku, zdalnego nauczania, nastawienia
do pandemii COVID-19, czasu poswigcanego na sen i regeneracj¢ oraz czasu
spedzonego na wykonywaniu aktywnosci fizycznej. Opublikowane na portalu

»oerwis Zdrowie” badanie[11] “ujawnilo, ze 39 proc. 0séb w wieku od 18 do
29 lat uwaza, ze w czasie pandemii zwickszyly si¢ u nich odczucia przewle-
klego zmeczenia, ostabienia, sennosci, trudnosci z koncentracja. Respondenci
z tej grupy wiekowej wskazywali tez, ze czgéciej zdarzaly im si¢ napady zlosci,
agresji czy frustracji. Mlodzi silnie odczuli réwniez samotno$é. Zwickszenie
tego odczucia deklarowalo 41 proc. badanych, a 44 proc. o wiele gorzej prze-
chodzifo i trudniej sobie radzilo z okresami przygnebienia czy nawet stanami
depresyjnymi’”.

Istnieja réwniez inne badania[12], ukazujace ciekawe informacje na te-
mat ogdlnego samopoczucia oraz wystgpowania stanéw lekowych i depresyj-
nych podczas kwarantanny. Wedlug nich, objawy te cz¢sciej diagnozowane
sa u kobiet oraz mlodziezy. Najbardziej narazona na negatywne skutki izola-
¢ji i pandemii grupa oséb jest personel medyczny[12][13], ktéry dba o zycie
obywateli. W czasie kwarantanny cz¢éciej dochodzito do sytuacji wyczerpania,
leku, zmeczenia czy nadmiernego stresu[14]
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Wykres 4. Wykres przedstawiajace odczucia ludzi podczas pandemii oraz réznice mie-
dzy przezywaniem izolacji przez osoby starsze, a miodsze.
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Dodatkowymi czynnikami, wplywajacymi na zwigkszone ryzyko wy-
stgpowania objawéw wplywu izolagji, s3 stan finansowy rodzin oraz poziom
rozwoju i potrzeb narodu. Wedhug badania [15], zdrowie psychiczne byto gor-
sze u mlodych dorostych, kobiet i 0s6b mieszkajacych na obszarach najbardziej
potrzebujacych.

W czasie pandemii wiele 0s6b doswiadcza utraty bliskich, zostaja oni réw-
niez pozbawieni pracy oraz spotykaja si¢ z réznymi problemami zdrowotnymi,
co jeszcze bardziej negatywnie wplywa na ich ogélne samopoczucie w czasie
pandemii i przyczynia si¢ do tego, ze coraz czgéciej popadaja w alkoholizm,
czy siegaja po uzywki. Skutkiem zlej diety i nadmiernego spozywania alkoho-
lu moga by¢ problemy ze snem, nadmierna pobudliwo$¢, a takze wzmozona
agresja.

Przekrojowe badanie epidemiologiczne[16] wykazalo, ze wazony wspot-
czynnik rozpowszechnienia zaburzeni psychicznych (z wylaczeniem otepienia)
w Chinach wynosit 9,3%. Kwestia czasu jest, kiedy wskaznik ten zacznie ro-
sna¢, a zaburzenia psychiczne dotkna ludzi z calego $wiata.

W wielu badaniach znaczna czgé¢ ankietowanych przyznaje si¢ do tego,
ze boryka si¢ z zespolem stresu pourazowego. Ludzie odczuwaja takze silne
stany depresyjne, ktére uniemozliwiajg normalne funkcjonowanie w obecne;j
rzeczywisto$ci[12][16-22]. Staja si¢ coraz bardziej agresywni, nerwowi i nad-
pobudliwi, a zaburzenia osobowosci utrudniajg komunikacj¢ z innymi osoba-
mi. Coraz bardziej izoluja si¢ od spoleczenistwa, a ich zachowania odbiegaja od
norm spotecznych. COVID-19 to globalne zagrozenie zdrowia publicznego,
ktore ma ogromny wplyw na zdrowie psychiczne. Przedstawione przeglady
narracji, badania, opinie oraz raporty wykazaly, “ze osoby dotkni¢te pandemia
moga mie¢ duze obciazenie epidemiologiczne depresja, zaburzeniami lekowy-
mi, stresem, napadem paniki, zaburzeniami somatyzacji, zaburzeniami snu, za-
burzeniami emocjonalnymi, objawami PTSD, zachowaniami samobdjczymi

i wieloma innymi problemami ze zdrowiem psychicznym.”[16]
2.2. Pomoc w czasie kwarantanny

Z biegiem czasu ludzie zaczynajy dostrzega¢ problemy, wynikajace
z obecnie trwajacej pandemii i szukaja wielu sposobéw, aby je rozwiazal.
Pierwszym, fatwo dostgpnym dla nich Zrédtem wiedzy, gdzie moga zaczerpnaé
informacji, badz zglosi¢ si¢ po pomoc, sa wszelkiego rodzaju fora internetowe
oraz portale spolecznoéciowe tj. Facebook, Twitter, Instagram czy YouTube.
Dzi¢ki nim moga dzieli¢ si¢ swoimi przemysleniami oraz problemami, szuka¢
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porad, jak sobie radzi¢ w obecnej sytuacji, a takze stara¢ si¢ wspiera¢ nawzajem.
W okresie epidemii to wlasnie internet oraz media spolecznosciowe staly si¢
miejscem spotkan i nawigzywania kontaktéw. W ten sposéb niektdrzy staraja
si¢ nie popas¢ w samotno$¢, uciec przed depresjg czy radzi¢ sobie z nostalgia.
Wspélna rozmowa na forach utatwia ludziom nawigzywanie na nowo relagji
oraz sprawia, ze nie zamykajg si¢ w sobie i nadal chcg uczestniczy¢ w zyciu
spoleczeistwa, pomimo zamkniecia.

Jednak dla wielu oséb kontakt z innymi przez portale i media nie sg
wystarczajace. W celu rozwiazania probleméw oraz poprawy samopoczucia,
korzystaja z ustug psychologa. Spotkanie ze specjalista, odpowiednia rozmowa
oraz profesjonalne podejscie do sytuacji, z jaka boryka si¢ pacjent, powodu-
je, ze staje si¢ on spokojniejszy oraz pelny nadziei lepsze jutro. Troska oraz
wsparcie, jakie moze okaza¢ ludziom psycholog, daje im poczucie zrozumienia
i bliskosci oraz sprawia, ze nie czuja si¢ osamotnieni w trudnym dla nich
okresie zycia. Specjalnie wyszkolony personel medyczny réwniez moze stuzy¢
pomocg psychologiczna podczas pandemii i domowej izolacji [23]. W wie-
lu krajach dostgpne sa informacje na rzadowych stronach, ktére pomagaja
w uzyskaniu pomocy psychologicznej podczas kwarantanny [24]

Powstaly takze specjalne infolinie, z ktérych ludzie moga bezptatnie ko-
rzystaé i w ten sposdb kontaktowad si¢ ze specjalistami, w ramach powstatych
teleporad, tj. Telefon zaufania Fundacji Znajdz Pomoc[25] czy Linia wspar-
cia psychologicznego, prowadzona przez Polski Czerwony Krzyz [26], a takze
wiele innych opublikowanych na stronach rzadowych. Dzi¢ki temu specjalisci
moga zdalnie prébowa¢ rozwiazywa¢ problemy, z jakimi borykaja si¢ pacjenci.
Jest to takze rozwiazanie dla oséb, ktére potrzebuja stalej opieki psychologa
czy psychiatry, dzigki czemu moga regularnie uczestniczy¢ w konsultacjach
i poradach online bez koniecznosci uczgszczania na sesje stacjonarnie.

“Zgodnie ze Scista polityka zapobiegania i kontroli epidemii, spoteczny
system opieki psychiatrycznej, internetowa stuzba zdrowia psychicznego, tele-
medycyna i inne $rodki moga odgrywac¢ wazna role w tej pandemii ze wzgledu
na swoje zalety, takie jak zmniejszenie ryzyka infekcji.”[16]

Mimo, iz istnieje wiele srodkéw pomocy w wyzej wymienionych sytu-
acjach, to coraz czgiciej ludzie siggaja po leki psychotropowe. Gdy rozmowy
z ludZmi czy psychologiem zawodza i nie przynosza rezultatu, ostatecznoscia
okazuja si¢ wlasnie medykamenty. Pomagaja one w codziennych czynno-
$ciach, niwelujac odczuwane na co dzieri napady lekéw, uczucie depresji czy
senno$¢. W wielu krajach w okresie epidemi/pandemii, medykamenty staly si¢
tatwiej dostgpne do uzytku. Niekiedy méwi si¢ nawet o zazywaniu “legalnych
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»

narkotykéw” [27]. Pomimo swojej wysokiej skutecznosci leki psychotropowe
powinny by¢ ostatecznoscia w stosowanym leczeniu, a jednak wiele osdb siega
po nie duzo wezesniej. Ludzie nie potrafia zrozumie¢ i stawi¢ czofa proble-
mom, jakie ich obecnie dotykaja, dlatego si¢gaja po leki, ktore przyémiewaja
tylko skutki probleméw, zamiast szuka¢ innych metod, ktére moglyby je roz-

wigza i nie stanowilyby dtuzej dla nich trudnosci.
2.3. Jak ludno$¢ radzi sobie z zaistnialq sytuacja

Codzienna aktywnos$¢ i dbanie o wlasne zdrowie psychiczne stalo si¢
kluczowym punktem w radzeniu sobie z izolacja. Wedlug przeprowadzonego
badania [17][38], grupa oséb z Hiszpani w wieku 60+, ktdra zaangazowana
byla w VPA i MVPA, lepiej radzila sobie z samotnoscia, za$ objawy depresji
i ztego samopoczucia zmalaly. Badanie to pozwolito réwniez na rozpoczecia
opracowywania programéw promocji zdrowia dla 0séb starszych w pozosta-
tym okresie lub w przysztosci.

Wiele stron rzadowych zawiera dokladne informacje, “jak radzi¢ sobie
podczas izolacji”. Eksperci podpowiadaja, na co nalezy zwraca¢ uwagg, czego
unika¢ oraz cz¢sto proponuja, by stara¢ si¢ zapomnie¢ o trudnosciach i sku-
pi¢ si¢ na codziennosci.[28] Ponadto na wielu forach powstaly osobne sekcje
przeznaczone na sytuacj¢ zwiazang z pandemiag COVID-19. W wielu z nich
mozemy odnalezé wskazowki, czy nawet wypowiedzi innych oséb, ktére po-
mogg nam przetrwaé kwarantanne [29][30]

Mimo wielu rozwiazari i $rodkéw niosacych pomoc w rozwiazywaniu
probleméw oraz trudnosci w zyciu codziennym, zaistniatych w zwiazku z pan-
demia, obserwuje si¢ przypadki oséb, ktére w zaden sposéb nie byly w stanie
poradzi¢ sobie z nowa rzeczywistoscia, do ktdrej powinni si¢ dostosowad. Ta-
kie osoby podczas kwarantanny nie radzily sobie psychicznie z samotnoscia,
utratg bliskich oraz podejmowali drastyczne decyzje, nie potrafiac pogodzi¢
si¢ z przykrymi doswiadczeniami, ktére napotkaly na swojej drodze. Bada-
nia wskazuja, iz ponad 60% mlodych oséb doswiadczyto mysli samobéjczych
podczas kwarantanny [31]. Za ich przyczyne uznaje si¢ Ik i depresje, ked-
re dotykaja wiele oséb, a ich Zrédtem moze by¢ chociazby samotnosé, spo-
wodowana ciaglym spedzaniem czasu w domu oraz ciagle narzucanymi re-
strykcjami. Badania ukazujg prawie o§miokrotny wzrost mysli samobéjczych.
Jednakze obecny brak danych ,w czasie rzeczywistym” na temat tendengji
w zakresie samobdjstw wedlug World Suicide Prevention Day nie pozwala na
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wyciagniecie jakichkolwiek solidnych wnioskéw na temat zmian zwiazanych
z pandemig [32].

Do kolejnych drastycznych posuni¢é, spowodowanych narzucong izola-
cja spoleczenistwa, zaliczamy bezposrednie zachowania autoagresywne, takie
jak mysli i proby samookaleczania. Wedlug badan osoby, udajace si¢ na izo-
lacje, czesciej doswiadczaly mysli o samookaleczaniu sig, niz osoby nieobjete
izolacja[9]. Wigkszo$¢ préb samobdjczych notuje si¢ u mlodziezy, ktéra w ten
sposob prébuje zwrdci¢ na siebie uwage i pokazaé takze, jak bardzo przytla-
cza ich obecna sytuacja. Jednakze pomimo wzrostu liczby oséb myslacych
o samookaleczaniu, badania nie potwierdzaja wzrostu realnych préb samo-
okaleczenia wsréd ludzi, jak to bylo w przypadku mysli samobéjczych [33].
Wedtug programu Evolve, rodzice nie skupiaja wystarczajaco uwagi swoim
dzieciom, w wyniku czego rodza si¢ mysli o samookaleczaniu. Mlodzi nie ra-
dza sobie ze stresem, izolacja oraz samotnoscia, dlatego okaleczaja swoje cialo,
by da¢ sygnat rodzicom do dziatania i pokaza¢ jak bardzo potrzebuja pomocy
w tak trudnej dla nich sytuacji  [34]. Jak donosi polska strona Medonet[35],
od marca 2020 r. wzrosta liczba mlodych ludzi, ktérzy potrzebuja pomocy.
Problemem najczgsciej jest obnizenie nastroju lub depresja, ktére moga by¢
skutkiem ogdlnoswiatowej izolacji. Pomimo powszechnego problemu, jakim
s3 proby samobdjcze wiréd mlodziezy oraz préby samookaleczen, sytuacja na
$wiecie, zwigzana z pandemiag COVID-19, pogarsza sytuacj¢ psychiczng mlo-
dych o0sdb, ktére zmuszone s3 pozostaé w domach, co moze doprowadzi¢ do

wzrostu liczby tych préb.
3. PODSUMOWANTIE

Ogolnoswiatowa pandemia zdecydowanie wplynela na psychike ludzi.
Wprowadzone restrykcje znaczaco pogorszyly sytuacje ludnosci, ktéra musiata
zmierzy¢ si¢ z nowa codziennoscia. Samoizolacja i zamkniecie ludzi w domach
przyczynito si¢ do powstawania w spoleczeistwie negatywnych nastrojéw
i emocji, nawet w kontaktach migdzy sobg. Wiele 0séb nadal nie jest w stanie
psychicznie poradzi¢ sobie z nowa rzeczywistoscia i ciagle poszukuje wszelkich
sposobéw na zaradzenie temu. Wedlug wielu relagji specjalistéw, gléwnie lu-
dzie, borykajacy si¢ z problemami podczas pandemii, napotkaja wiele trud-
nosci przy powrocie do starej rzeczywistosci, gdy pandemia zostanie zazegna-
na. Nielatwo bedzie im nawigzac relacje, a ek i strach, ktére towarzyszyly im
przez wiele miesiecy, sprawia, ze beda zamknieci na nowe znajomosci.[36][37]

Rzadzacy, nakazujac spoleczeristwu izolacj¢ w ramach ochrony i zapewnienia
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bezpieczenistwa, powinni zagwarantowac takze wszelka pomoc i wsparcie pod-
czas kwarantanny, w szczegélnosci pomoc mentalng. Réwniez ludzie powinni
wzajemnie otaczal si¢ troska, pomaga¢, dbac nie tylko o siebie, ale takze o naj-
blizszych oraz pomaga¢ znajomym, aby w tym trudnym dla wszystkich okresie
minimalizowa¢ ilo$¢ przypadkéw osdb, ktére nie sa w stanie psychicznie po-
radzi¢ sobie z pandemia. Nalezy robi¢ wszystko, by unika¢ sytuacji, w ktérych
cztowiek zaczyna dazy¢ do samookaleczen czy samobdjstwa, a nawet mysli
o tak drastycznych decyzjach. Dobro i pomoc innym lezy w ludzkiej naturze
od wielu lat, dlatego nie zapominajmy o tym w tak trudnym dla nas okresie
i starajmy si¢ wspiera¢ wzajemnie oraz wyczekiwa¢ lepszej przysztosci. “To jest

maly krok dla cztowiceka, ale wielki skok dla ludzkosci”
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Abstrakt:

Rdzeniowy zanik migsni (SMA — ang. spinal muscular atrophy) to rzadka (1:11000) choroba
nerwowo-mig$niowa zwiazana z mutacjg genu SMNI na chromosomie 5q13 o dziedziczeniu
autosomalnym recesywnym. W przebiegu SMA dochodzi do utraty motoneuronéw rdzenia
kregowego, a za rozpoznaniem przemawiaja m.in. symetrycznie ostabiona sita mie$niowa, wiot-
kie napigcie i zaniki mig$ni oraz ostabienie/zniesienie odruchéw glebokich. Obraz kliniczny
zalezy od liczby kopii genu SMN2. Im mniej kopii, tym choroba ujawnia si¢ wezesniej, a objawy
sa bardziej nasilone. Wyrézniamy zatem rézne fenotypy choroby: od SMA typu 0 o najgorszym
rokowaniu (zgon zwykle w pierwszych tygodniach zycia) do SMA typu IV o najlepszym ro-
kowaniu (poczatek u doroslych zdolnych do samodzielnego chodzenia). Nieleczony SMA jest
choroba postepujaca i uwazana za najczestsza genetyczna przyczyng $mierci dzieci do 2. roku
zycia. Do niedawna nie istniala zadna metoda leczenia przyczynowego — podnoszacego poziom
funkcjonalnego biatka SMN w motoneuronach i zapobiegajacego ich dalszemu obumieraniu.
Po postawieniu diagnozy lekarze mogli wtedy stosowa¢ jedynie leczenie objawowe i rehabilita-
cyjne u pacjentéw, ktdrych stan z czasem pogarszal si¢. W 2016 r. nastapil przelom, gdy ame-
rykariska Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA) dokonala rejestracji preparatu nusinersen (Spinra-
za°®), pierwszego leku stosowanego w terapii przyczynowej SMA. Nusinersen znaczaco poprawia
rokowanie oraz jako$¢ zycia pacjentéw, a efekt terapeutyczny jest szczegdlnie widoczny, kiedy
pierwsze podanie leku nastapi u szybko zdiagnozowanych pacjentéw jeszcze bez rozwinigtych
objawéw klinicznych. W Polsce od 2019 r. leczenie nusinersenem zostalo w pelni objete re-
fundacjq i jest obecnie dostgpne w ramach programu lekowego dla dzieci i dorostych. Ponadto
zaplanowane do korica 2022 r. calkowite wdrozenie ogdlnopolskiego programu przesiewowego
noworodkéw umozliwi wykrywanie tej rzadkiej choroby juz w pierwszych dwéch tygodniach
zycia, zapewniajac rozpoczecie terapii na etapie przedobjawowym. W tej chwili na $wiecie za-
twierdzone s jeszcze przynajmniej dwa inne leki celowane, a mianowicie terapia genowa prepa-
ratem onasemnogen abeparwowek (Zolgensma®) oraz preparat risdiplam (Evrysdi™). Pozostaje
mie¢ nadzieje, ze w przysztosci nowe leki wraz z odpowiednia fizjoterapia spowolnia postep
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choroby, znaczaco wydluza czas przezycia i zagwarantuja dobra jakos¢ zycia wszystkim pacjen-
tom, czyniac z SMA dobrze kontrolowana chorobe przewlekla, pozwalajaca chorym, cierpiacym
nawet na jej najcigzsze typy, dozy¢ wieku, kiedy beda mogli zosta¢ objeci opieka geriatryczna
zupelnie z innych przyczyn.

Stowa kluczowe: rdzeniowy zanik mie$ni, SMA, nusinersen, terapia genowa, screening
noworodkéw

Abstract:

Spinal muscular atrophy (SMA) is a rare (1:11000) neuromuscular autosomal recessive disease
caused by mutations in the SMNI gene located in a 5q13 region. SMA results in the loss of
motor neurons in the spinal cord and the following symptoms may suggest the diagnosis: sym-
metrical muscle weakness, hypotonia, muscle atrophy and hyporeflexia/areflexia. The clinical
presentation depends on the number of SMN2 gene copies. The lesser the number, the sooner
the symptoms appear and the more severe they are. Therefore, we can describe several pheno-
types: from SMA type 0 with a very poor prognosis (death in the very first weeks after birth)
to SMA type IV with the best prognosis (affecting adults who are able to walk on their own).
Untreated SMA, being a progressive disorder, is a leading inherited cause of death in children
under 2 years old. Until recently, no form of targeted treatment was available — the one to
increase the functional SMN protein level in motoneurons, preventing their further degenera-
tion. Doctors, having diagnosed SMA, were only able to provide symptomatic treatment and
rehabilitation in their patients deteriorating over time. In 2016 a major breakthrough appeared,
when The U.S. Food and Drug Administration (FDA) registered nusinersen (Spinraza®), the
first targeted drug for SMA. Nusinersen significantly improves both patients’ prognosis and the
quality of life. The therapeutic effect is particularly visible, when the first dose is administered
to the early diagnosed patients still without developed symptoms. In Poland since 2019 the
treatment with nusinersen has become entirely refunded and now is available for both children
and adults within the drug program. Additionally, the implementation of Polish nation-wide
newborn screening program for SMA, which will have been completed by the end of 2022,
will enable the detection of this rare disease in the very first two weeks after birth, providing
the start of nusinersen administration at the presymptomatic stage. Currently worldwide there
are at least two other targeted drugs used, namely, onasemnogen abeparwowek (Zolgensma®),
being a gene-replacement therapy, and risdiplam (Evrysdi™). Hopefully, in the future all these
modern drugs together with appropriate physiotherapy will significantly slow down the disease
progression, prolong life expectancy and guarantee a good-quality life in every single patient,
making SMA a well-controlled chronic disease and enabling people, even with the most severe
types, to live to an elderly age.

Keywords: spinal muscular atrophy, SMA, nusinersen, gene-replacement therapy, newborn
screening

1. WPROWADZENIE

Rdzeniowy zanik migs$ni pierwotnie zostat opisany w 1891 r. przez Werd-
niga u dwéch braci w wieku niemowlgcym [1], a nastgpnie w latach 1893-
1900 przez Hoffmanna u siedmiu innych dzieci [2-4]. W 1956 r. Kugelberg
i Welander opisali 1zejszq forme choroby, niemniej jednak wspSlnymi cecha-

mi analizowanych przypadkéw byt zanik komérek rogéw przednich rdzenia
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kregowego oraz zwiazane z tym objawy w postaci symetrycznie wyst¢pujacego
ostabienia sity mig$niowej gléwnie proksymalnych migéni koniczyn i migsni
osiowych [5]. W 1967 r. Dubowitz przedstawil w zarysie podzial choroby
na trzy rézne grupy [6], a w 1991 r. formalnie zdefiniowano i wyrdézniono
trzy fenotypy SMA w zaleznosci od ostatecznie osiaganego rozwoju motorycz-
nego oraz wicku ujawnienia pierwszych objawéw choroby [7]. W kolejnych
latach wprowadzano dalsze modyfikacje — dokonano podziatu SMA typu II1
na podtypy w oparciu o czas powstania choroby, dodano typ IV dla pacjentéw,
u ktérych choroba pojawia si¢ dopiero w wieku dorostym oraz uwzgledniono
typ 0 dla pacjentéw z poczatkiem choroby w okresie prenatalnym i zgonem
w pierwszych tygodniach zycia. Pomimo tego praktycznego podziatu klinicz-
nego, szczegdtowo definiujacego cigzkos¢ i rokowanie poszezegélnych typéw,
nadal s pacjenci, ktérych nie mozna precyzyjnie zakwalifikowaé do konkret-
nej grupy.

Dopiero w 1995 r., ponad sto lat od pierwszego opisu przypadku tego
schorzenia, odkryto molekularng przyczyne SMA, opisujac mutacj¢ genu
SMNI (ang. survival motor neuron 1) na chromosomie 5q13 [8]. Poznanie
tego defektu genetycznego, bedacego potencjalnym punktem uchwytu w te-
rapii, stanowito podstawe do opracowania w ostatnich latach nowych lekéw
przyczynowych, ktére zaczynaja modyfikowa¢ dotychczasowy obraz kliniczny
SMA, dajac pacjentom nadziej¢ na znaczng poprawe ich rokowania.

2. ETIOPATOGENEZA

U ludzi istniejg dwie formy genu SMN — telomerowa forma (SMNI)
i centromerowa forma (SMN2). W wyniku transkrypcji genu SMN1 powsta-
je mRNA, ktére koduje funkcjonalne biatko SMN. Gen SMN2 jest niemal
identyczny z genem SMNI, jednak niewielka réznica w kolejnosci zasad azo-
towych przektada si¢ na znaczne pominiecie egzonu 7. w procesie transkrypcji
[9-12], przyczyniajac si¢ finalnie do powstania tylko ok. 15% bialka SMN
o prawidlowej budowie i funkeji (rycina 1.) [13]. Rdzeniowy zanik migéni,
spowodowany mutacja genu SMNI na chromosomie 5q13, prowadzi do nie-
doboru funkcjonalnego biatka SMN, a deficyt tej proteiny skutkuje wybidrcza
utrata motoneuronéw w rogach przednich rdzenia kregowego [14], co ma
swoje implikacje kliniczne w postaci objawdw nerwowo-migsniowych o réznej

ciezkodci.
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T SMN2 SMNT ¢
Centromeric copy Telomeric copy
~15% exon 7 .

inclusion

3 2b 2a 1

~85% exon 7
exclusion
~85% ~1 S“A 100%

MERLGREBRE] Truncated —
on-frunctional SMN Prolein unctiona

Rycina 1. Model ekspresji genéw SMNI i SMN2. Pacjenci z SMA maja mutacje (naj-
czgsciej delecje) w obu kopiach genu SMNI. Chociaz ekspresja genu SMN2 zachodzi
prawidlowo, to z powodu zamiany zasad azotowych (C na T) w pozydji 6. egzonu 7.
wickszo$¢ pre-mRNA powstaje z pominigciem tego egzonu. Skutkuje to skréceniem
biatka SMN, kedre jest przez to niestabilne i niefunkcjonalne. Jedynie niewielka czes¢
(ok. 15%) funkcjonalnego biatka SMN o prawidlowej dlugosci powstaje z SMN2
pre-mRNA zawierajacego sekwencje egzonu 7. [opracowanie wlasne], [13]

3. EPIDEMIOLOGIA

SMA to rzadka choroba genetyczna, a czgsto$¢ jej wystepowania szacuje
si¢ na ok. 1:11000 urodzen. Mozna przyjaé zatem, ze populacyjnie nosicie-
lem jest co 54. osoba [15]. Badania polskich naukowcéw sugerujq jednak, ze
nosicielem SMA moze by¢ nawet co 35. osoba w populacji, a choroba moze
wystgpowal czgéciej niz uwazano (zachorowalno$¢ 1:7127 w Warszawie oraz
1:9320 w skali kraju), przypuszczalnie nie bedac do korica nalezycie diagno-
zowana [16].

4. OBRAZ KLINICZNY
W przebiegu SMA dochodzi do utraty motoneuronéw rdzenia kregowe-
go, a za rozpoznaniem przemawiaja nastgpujace objawy: symetrycznie osta-

biona sita mig$niowa (najbardziej wyrazona w migsniach obre¢czy biodrowej,
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mig$niach osiowych i proksymalnych migsniach koriczyn), wiotkie napiecie
i zaniki migéni, ostabienie lub zniesienie glebokich odruchéw s$ciggnistych,
fascykulacje migéni jezyka czy drzenia rak. Rozwdj psychiczny i intelektualny
jest w normie. Obraz kliniczny zalezy od liczby kopii genu SMN2, kodujacego
analogiczne biatko do biatka kodowanego przez gen SMNI, chociaz posiada-
jacego mniej stabilne mRNA. Im mniej kopii genu SMN2, tym choroba ujaw-
nia si¢ wezedniej, objawy sa bardziej nasilone, a rokowanie jest gorsze [17, 18].
Wyrézniamy zatem nastgpujace fenotypy choroby: SMA typu 0, czyli postaé
wrodzong (okresu prenatalnego) o bardzo ztym rokowaniu i cz¢sto letalng jesz-
cze przed narodzeniem lub w pierwszych miesigcach zycia; SMA typu I (choro-
ba Werdniga-Hoffmanna) jako najczestsza postaé, o cigzkim przebiegu i ztym
rokowaniu z objawami pojawiajacymi si¢ w pierwszym pétroczu zycia (dziecko
nigdy nie osiagnie zdolnosci samodzielnego siedzenia); SMA typu II (choroba
Dubowitza) rozwijajacy si¢ w pierwszych 18 miesiacach zycia (dziecko nabywa
umiejetnosci samodzielnego siadania, lecz nigdy nie bedzie w stanie chodzi¢);
SMA typu III (choroba Kugelberga-Welander) objawiajacy si¢ po okresie nie-
mowlecym z osiagnigciem zdolnosci samodzielnego chodzenia; SMA typu IV
jako najlepiej rokujacy typ, ujawniajacy si¢ u dorostych (najczesciej w 3. deka-
dzie zycia) z mozliwoscia samodzielnego chodzenia w sposéb poréwnywalny

do populacji (tabela 1.) [19].

Tabela 1. Podziat kliniczny fenotypéw SMA u pacjentéw leczonych standardowa te-
rapia objawows (przed era nowych lekéw przyczynowych), ASD (ang. atrial septal
defect) — ubytek w przegrodzie migdzyprzedsionkowej [opracowanie wiasne], [19-21]

Typ | Czestos¢ | Wiek Czas Rozwdj Inne cechy Liczba
zachorowania | przezycia | ruchowy kopii
(kamienie genu
milowe) SMN2

0 Bardzo Okres Kilka Nieosiagniety |- Ostabione ruchy 1

rzadko prenatalny tygodni, plodu

<6.m.z. - Niewydolnos¢
oddechowa przy
narodzeniu

- Cigzka hipotonia
noworodka

- Ciezkie ostabienie
sity mig$niowej

- Nieobecne glebokie
odruchy $ciegniste

- Obustronne
porazenie nerwow
twarzowych
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-ASD
- Wrodzona
sztywnos¢ stawow

Ok. 45 %

> 6. m. z.

Mediana
przezycia
8.-10.

m. Z.

Czesciowa
kontrola
gléwki,
siedzi tylko

z pomoca

- Brak calkowitej
kontroli glowki

- Lagodna sztywnos¢
stawdw

- Minimalnie ostabio-
na sita migsni twarzy
(lub w normie)

- Zmienna zdolno§¢
ssania
i trudnodci w

polykaniu

II

Ok. 20 %

6.-18. m. 7.

70%
dozyje
25. m. 7.

Posadzo-

ne siedzi
samodzielnie,
nigdy nie
wstanie,
nigdy

nie bedzie
chodzi¢

- Opéznienie rozwoju
ruchowego, utra-
ta umiejgtnosci
motorycznych

- Oslabienie lub znie-
sienie glebokich odru-
chéw $ciggnistych

- Ostabienie sity mie-
$ni proksymalnych

- Drzenia posturalne

palcéw rak

3-4

Ok. 30 %

> 18. m. z.

(podtyp Il a
<3.r.7.)
(podtyp I b

>3.1.%.)

Podob-
nie do
populacji

Samodziel-
nie chodzi

- Oslabienie sily mig-
$ni proksymalnych
(trudnosci
z chodzeniem
po schodach
i bieganiem)

- Utrata umiejetnosci
motorycznych

- Zmeczenie

- Drzenia posturalne
palcéw rak

- Zniesienie odruchu
kolanowego

3-4

<5%

Okres
dorostosci

(20.-30. r. z.)

Podob-
nie do
populacji

Podobnie do
populacji

- Zmeczenie
- Oslabienie sily mig-
$ni proksymalnych

4-8

S. ROZPOZNANIE
W wielu krajach, w ktérych nie zostat wprowadzony program badan prze-
siewowych noworodkéw w kierunku SMA, badania genetyczne wykonywane

sa najczesciej dopiero wtedy, gdy pojawia si¢ u pacjentéw pierwsze objawy
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nerwowo-migsniowe. Najczeéciej stosuje si¢ test z wykorzystaniem techniki
MLPA (ang. multiplex ligation-dependent probe amplification), ktéry daje
informacje o liczbie kopii zaréwno genu SMN1I, jak i genu SMN2 (ocenianych
jako gléwny modyfikator fenotypu). W ok. 95% przypadkéw rutynowo wy-
konywane badanie genetyczne, wykazujace brak egzonu 7. w obu allelach genu
SMN1, stanowi podstawe do rozpoznania choroby, natomiast obecno$¢ jedne;j
kopii genu SMNI jest wskazaniem do dalszej diagnostyki, aby ewentualnie
zidentyfikowad duzo rzadziej wystepujace mutacje punktowe. W takich sytu-
acjach przeprowadza si¢ dodatkowe badania, np. badanie elektromiograficzne
(EMG) czy badanie elektroneurograficzne (ENG), natomiast odchodzi si¢ juz
od wykonywania biopsji migsni (rycina 2.) [21].

Clinically suspected SMA

. . 2 daaciinge
« Proximal predominant weakness Molecular Diagnosis

» Reduced or absent reflexes
+ Tongue fasciculations
* Limb tremor (polyminimyoclonus)

95% of SMA is 5q-related

* Absent fanuly history or AR pattern |
SMNI Deletion testing Yes
Homozygous deletion”
Present in 95% of 3q SMA
Non-5q SMA? I 36
No SMNI dosage testing
Consider other testing Confirmed 5q SMA
modalities such as NCS/EMG, Heterozygous deletion?
creatine Kinase, imaging
I Yes

No Sequencing of SUNT gene | Yes

Mutation of SMNT?

Rycina 2. Proponowany schemat postgpowania w diagnostyce molekularnej SMA,
NCS (ang. nerve conduction study) — elektroneurografia (ENG) [opracowanie wla-
sne, [21]

6. BADANIA PRZESIEWOWE

Screening populacyjny noworodkéw w niektérych paristwach umozliwia
wykrycie SMA juz w pierwszych kilkunastu dniach zycia, najczgéciej jeszeze
na etapie bezobjawowym tej rzadkiej choroby. Obecnie w Polsce w kolejnych
regionach, poczawszy od wojewddztwa mazowieckiego, zostaje wdrazany
pilotazowy program przesiewowy noworodkéw, ktéry jest oparty na bada-
niach genetycznych w dwustopniowym tescie przesiewowym — RT-PCR (ang.

reverse transcription-polymerase chain reaction) weryfikowany metodg MLPA
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(rycina 3.). Do korica 2022 r. program badan przesiewowych docelowo powi-
nien obja¢ swym zasiegiem wszystkie wojewddztwa w Polsce (tabela 2. i tabela
3.), co pozwoli duzo szybciej diagnozowac, a dzigki temu bezzwlocznie rozpo-
czynaé leczenie SMA, zwlaszcza w najczeéciej wystgpujacym typie, czyli cho-
robie Werdniga-Hoffmanna o cigzkim i szybko post¢pujacym przebiegu [22].

Izolacja DNA 1 badanie przesiewowe

wynik negatywny wynik pozytywny

wykluczenie SMA w 95% przypadkow weryfikacja wyniku

|

test MLPA
oznaczenie liczby kopii genu SMNY i SMN2

test diagnostyczny (CE-1VD)

|

Wynik pozytywny delecja/delecja

Skierowanie do osrodka prowadzacego
terapi¢ SMA
weryfikacja wyniku badania

(pobranie probki krwi)

Rycina 3. Klasyfikacja wynikéw badan przesiewowych w kierunku SMA [opracowanie
wiasne], [22]
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Tabela 2. Harmonogram badan przesiewowych w kierunku SMA w 2021 r. [opraco-
wanie wlasne], [22]

Badania przesiewowe SMA — plan na 2021 r. w oparciu o szacowang liczbg urodzen
Lp. | Wojewddztwo Planowana liczba Miesiac | Liczba | Liczba
urodzert startu miesigcy | badan
(na podstawie danych
22019 1)
1. Mazowieckie 58078 I 10 48399
2. Lubelskie 17013 v 9 12760
3. L.6dzkie 20515 v 9 15387
4. Podlaskie 10842 v 9 8132
5. Warminisko-mazurskie | 12395 v 9 9296
6. Zachodniopomorskie | 13902 v 9 10426
7. Pomorskie 24360 \Y% 8 16240
8. Kujawsko-pomorskie | 18513 \Y% 8 12342
9. Lubuskie 8055 X 3 2014
10. | Wielkopolskie 36069 XI 2 6011
11. | Opolskie 8639 - 0 -
12. | Dolnoslaskie 24446 - 0 -
13. | Slaskie 38908 - 0 -
14. | Podkarpackie 19628 - 0 -
15. | Malopolskie 35624 - 0 -
16. | Swigtokrzyskie 9012 - 0 -
356000 Suma: 141007

Tabela 3. Harmonogram badan przesiewowych w kierunku SMA w 2022 r. [opraco-
wanie wlasne], [22]

Badania przesiewowe SMA — plan na 2022 r. w oparciu o szacowang liczb¢ urodzent

Lp. | Wojewddztwo Planowana liczba urodzedi | Miesiac | Liczba | Liczba
(na podstawie danych startu miesigcy | badan
22019 r.)

1. Mazowieckie 58078 I 12 58078

2. Lubelskie 17013 I 12 17013

3. Lodzkie 20515 I 12 20515

4. Podlaskie 10842 I 12 10842

5. Warmirisko-mazurskie | 12395 I 12 12395

6. Zachodniopomorskie [ 13902 I 12 13902
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7. Pomorskie 24360 I 12 24360

. Kujawsko-pomorskie | 18513 I 12 18513
9. Lubuskie 8055 I 12 8055
10. | Wielkopolskie 36069 I 12 36069
11. Opolskie 8639 111 10 7199
12. | Dolnoslaskie 24446 v 9 18335
13. | Slaskie 38908 IX 4 12969
14. | Podkarpackie 19628 X 3 4907
15. | Malopolskie 35624 X 3 8906
16. | Swietokrzyskie 9012 XI 3 2253

356000 Suma: | 274312
7. LECZENIE

7.1. Standardowa terapia objawowa

Nieleczony rdzeniowy zanik migéni jest chorobg postepujacy i uwazang
za najczestsza genetyczng przyczyne $mierci dzieci do 2. roku zycia [23]. Jesz-
cze kilka lat temu nie istniata zadna metoda leczenia przyczynowego (pod-
noszacego poziom funkcjonalnego biatka SMN), a po postawieniu diagnozy
lekarze mogli jedynie stosowa¢ leczenie objawowe i rehabilitacyjne u pacjen-
téw, ktérych stan z czasem pogarszal sig, zapobiegajac lub spowalniajac roz-
woj powiktari i wydluzajac okres samodzielnego funkcjonowania przy zacho-
waniu jak najlepszego komfortu zycia (opieka paliatywna). Powiklania SMA
dotycza zwykle ukladéw oddechowego, pokarmowego oraz kostno-szkieleto-
wego, a ich nasilenie zalezy od typu schorzenia, ktéry determinuje stopieni
niepelnosprawnosci, a z tym wiaze si¢ zakres wielospecjalistycznych dziatai

zapobiegawczo-usprawniajacych.
Uklad oddechowy

Postepujaca niewydolnos¢ oddechowa jest najczgstsza przyczyng zgonu
w najcigzszych postaciach SMA. Chorzy z ostabionymi mig$niami oddechowy-
mi oraz zmniejszong podatnoscia pluc sa skazani na hipowentylacje (szczegél-
nie zagrazajaca w czasie snu) i nieprawidtowe odkrztuszanie zalegajacej tresci
Sluzowej w drzewie oskrzelowym, co przyczynia si¢ do nawracajacych zaka-

zeni dolnych drég oddechowych. W profilaktyce niewydolnosci oddechowe;j
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stosuje si¢ codzienng fizykoterapi¢ oddechows wraz z oczyszczaniem drzewa
oskrzelowego z zalegajacej wydzieliny oraz, w razie koniecznosci, nieinwazyjne
wspomaganie oddechowe, wykorzystujac aparaty generujace dodatnie cisnie-
nie w drogach oddechowych np. BiPAP (ang. bilevel positive airway pressure)
[24].

Uklad pokarmowy i odzywianie

Pacjenci czgsto borykaja si¢ z dysfagia, opéZnionym opréznianiem zo-
fadka, potencjalnie zagrazajacym zyciu refluksem zotadkowo-przelykowym
z ryzykiem aspiracji tresci pokarmowej do drég oddechowych oraz z zapar-
ciami. Opisane dolegliwosci uniemozliwiaja prawidlowe przyjmowanie pokar-
moéw, przyczyniajac si¢ do zaburzen metabolicznych, niskorostosci i niedozy-
wienia, chociaz literatura opisuje u niektdérych pacjentéw réwniez skfonnos¢
do rozwoju otytosci. Rozwigzaniem dla pacjentéw, ktérzy nie moga przyjmo-
waé pokarméw droga doustna, jest endoskopowa przezskdérna gastrostomia
(PEG — ang. percutaneous endoscopic gastrostomy) [25].

Uklad kostno-szkieletowy

Codziennie stosowana intensywna rehabilitacja ruchowa, majaca na celu
poprawe sity mig$niowej i zachowanie umiejetnosci ruchowych, ktére pacjent
zdazyt dotychczas rozwina¢, wydtuza okres samodzielnego funkcjonowania
oraz opdznia powstawanie skoliozy kregostupa czy bolesnych przykurczéw
w stawach. Leczenie ortopedyczne okazuje si¢ niezbedne u pacjentéw z roz-
winietymi juz deformacjami kregostupa oraz dysfunkeja stawéw. Operacyjne
leczenie cigzkiej skoliozy nie tylko polepsza jako$¢ zycia, ale réwniez odciaza
uciskane narzady klatki piersiowej, poprawiajac wentylacje ptuc oraz rzut serca,
odwlekajac tym samym konieczno$é rozpoczgcia wspomagania oddechowego

(rycina 4.) [25, 26].
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Rycina 4. Rentgenografia w projekgji tylno-przedniej u 12-letniej pacjentki chorej na
SMA ulozonej twarza do géry z glowa, tutowiem i koczynami dolnymi w jak najbar-
dziej mozliwym do uzyskania wyproscie. A) Przedoperacyjny radiogram obrazujacy
skolioze — kat Cobba (MCCA) wynosi 51.1 stopni. B) Pacjentka przeszla operacje
segmentalnej instrumentacji kregostupa z wykorzystaniem $rub pedinkularnych oraz
unieruchomienie miednicy technika Galveston. Zakres polaczenia objat odcinek od
kregu Th2 do miednicy. Pooperacyjny radiogram ukazujacy korekcje¢ deformacji — kat
Cobba (MCCA) wynosi 21.2 stopni. C) Kontrolny radiogram 24 miesiace po operacji
bez widocznej progresji kata Cobba [opracowanie whasne], [26]

Wsparcie psychologiczne

Chociaz SMA nie wplywa bezpo$rednio na pogorszenie rozwoju poznaw-
czo-intelektualnego, a nawet moze go kompensacyjnie stymulowa¢ [27], to
z powodu postepujacej niepelnosprawnosci ruchowej chorzy moga napotyka¢
na rézne bariery w zyciu spolecznym. Ze wzgledu na te trudnosci w codzien-
nych funkcjonowaniu nie mozna zapomina¢ o tak waznym wsparciu psycholo-
gicznym, ktérego moga potrzebowad zaréwno sami pacjenci, jak i ich rodziny

[28-30].
7.2. Nowoczesna terapia przyczynowa

W grudniu 2016 r. nastapil przetom w terapii SMA, gdy amerykanska
Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA) dokonata rejestracji preparatu nusinersen

(Spinraza®), bedacego pierwszym lekiem przyczynowym [31]. W tej chwili
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na §wiecie poza nusinersenem zatwierdzone sa jeszcze przynajmniej dwa inne

leki, czyli terapia genowa preparatem onasemnogen abeparwowek (Zolgens-

ma®) [32] oraz preparat risdiplam (Evrysdi™), a kolejne (np. branaplam) sa na

etapie zaawansowanych przedrejestracyjnych badan klinicznych. Wymienio-

ne leki réznia si¢ szczegbtowymi mechanizmami dzialania, droga podawania,

schematem dawkowania oraz konkretnymi wskazaniami w zaleznosci od typu

choroby (tabela 4.), jednakze maja wspdélny mianownik w postaci efektu tera-

peutycznego, czyli podniesienia poziomu funkcjonalnego biatka SMN (rycina

5.) [33].

Tabela 4. Ogdlna charakterystyka lekéw stosowanych w terapii podnoszacej poziom
funkcjonalnego biatka SMN u chorych na SMA, ASO (ang. antisense oligonucleoti-
de) — antysensowny oligonukleotyd [opracowanie whasne], [33]

Nazwa leku Mechanizm Droga podania/ Dystrybucja | Docelowa
dzialania schemat dawkowania tkankowa grupa
pacjentow
Nusinersen Modyfikacja Podanie 4 dawki Osrodkowy | Rejestracja
(Spinraza®) splicingu do kanalu | wysycajace | uklad FDA dla
(sktadania) kregowego | przez nerwowy wszystkich
genu SMN2 2 miesiace, | (OUN) chorych
[ASO] nastgpnie
jedna
dawka co
4 miesiace
Onasemnogen | Terapia genowa | Dozylna Jednokrotna | Systemowa SMA typ I
abeparwowek | zastgpujaca gen | (inickcje do | iniekeja (z wyjatkiem
(Zolgensma®) | SMNI [kapsyd | kanalu komérek
wirusa AAV9] | kregowego dzielacych
w fazie si¢)
badan)
Risdiplam Modyfikacja Doustna Codziennie | Systemowa Wszyscy
(Evrysdi™) splicingu (1x/d) chorzy
(sktadania)
genu SMN2
[mikroczastka]
Branaplam Modyfikacja Doustna Codziennie | Systemowa SMA typ I
(NVS-SM1, splicingu (1x/d) (w trakcie
LMI070) (sktadania) badari
genu SMN2 przed
[mikroczastka] rejestracja)
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A

DNA

l

exon —L—H-H-HE—

1 2a2b34567 8

SMN2

8765432b2a 1

SMN lacking
FL-SMN FL-SMN exon 7
mRNA ———— ——
Protein Full-length Full-length Truncated and
(~20%) degraded
(~80%)
B
SMN2
— X
8765432b2a 1
SMN lacking
>< FL-SMN exon 7
™
Full-length Truncated and
(~20%) degraded
(~80%)
c SCAAV9-SMN cDNA

(Avexis-101)

SMN2
3
8765432b2a 1

FL-SMN

s .

l

Full-length

Splice-switching ASO (nusinersen) ~a~o>
Splice-switching small molecules @S
(risdiplam, branaplam)

SMN lacking
FL-SMN exon7

e e

|

Full-length Truncated and
(increased) degraded
(decreased)

Rycina 5. Geny SMNI i SMN2 moga by¢ punktem uchwytu dla nowoczesnych terapii
przyczynowych. A) Model ekspresji genéw SMNI1 i SMN2 u zdrowego czlowicka
B) Schemat genetycznego podloza SMA C) Mechanizmy terapeutyczne z wykorzy-
staniem terapii genowej preparatem onasemnogen abeparwowek (scAAV9-SMN1
cDNA), nusinersenu (antysensownego nukleotydu) oraz mikroczasteczek — risdipla-
mu oraz branaplamu (czasteczka eksperymentalna w fazie zaawansowanych przedreje-
stracyjnych badan klinicznych) [opracowanie wiasne], [33]
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Nusinersen (Spinraza®)

Ten lek sierocy, bedacy syntetycznym antysensownym oligonukleoty-
dem, zmienia gen SMN2, modyfikujac jego skladanie (splicing) na poziomie
mRNA w taki sposéb, ze egzon 7. nie jest wycinany z transkryptu. Efektem
tej interwencji jest zwigkszenie poziomu w pelni funkcjonalnego biatka SMN.
W zwiazku z tym, ze lek nie przechodzi bariery krew-mézg, podawany jest
w iniekcjach dokanalowych w zalecanej dawce 12 mg (5 ml) — poczatkowo
4 dawki wysycajace (w dniach 0., 14., 28. oraz 63.), a nast¢pnie dawki pod-
trzymujace w odstepach czteromiesiecznych. Do dziatari niepozadanych naleza
gléwnie béle glowy i plecéw oraz wymioty, co jest faczone z procedura punkgji
ledZwiowej niezb¢dna do zaaplikowania leku. Opisywano réwniez przypadki
fagodnej trombocytopenii oraz proteinurii (potencjalne dzialanie nefrotok-
syczne) [34].

Nusinersen znaczaco poprawia funkcje motoryczne, jako$¢ zycia oraz ro-
kowanie pacjentéw, chociaz jeszcze do niedawna t¢ istotng poprawe, objawia-
jaca si¢ m.in. uniezaleznieniem przezycia od koniecznosci stalego wspomaga-
nia oddechowego, wykazywaly jedynie badania kliniczne przeprowadzone na
populagji niemowlat i dzieci [35, 36]. Lekarze nie dysponowali jednak danymi
oceniajacymi efekty takiej terapii w odniesieniu do populacji 0séb dorostych.
W 2019 r. opublikowano wyniki prospektywnego badania obserwacyjne-
go, w ktorym przeanalizowano efekty leczenia nusinersenem u 19 pacjentéw
dorostych chorujacych na SMA typu III w wieku od 18. do 59. roku zycia,
z ktérych 17 ukonczylo 10-miesieczny okres obserwacji [37]. To przytoczone
jednoosrodkowe badanie wykazato lekka, chociaz istotng statystycznie popra-
we w zakresie pokonywanego dystansu w tescie 6-minutowego marszu, uzy-
skanych punktéw w poprawionym module oceny koriczyny gérnej (RULM
—ang. revised upper limb module) oraz parametréw osiaganych w szczytowym
przeplywie podczas kaszlu (PCF — ang. peak cough flow), co do tej pory ni-
gdy nie miato miejsca w naturalnej historii tego typu SMA. Niemniej jednak,
z powodu ograniczeri w postaci malo licznej populacji pacjentéw oraz braku
wlaczenia do badania chorych z SMA typu 11, dalsze badania byly potrzebne
[37]. Dopiero wieloosrodkowa praca niemieckich naukowcéw, opublikowana
w kwietniu 2020 r. w ,, The Lancet Neurology”, potwierdzita bezpieczeristwo
i skuteczno$¢ terapii nusinersenem u nastolatkéw i oséb dorostych. W badaniu
tym przeanalizowano dane 139 pacjentéw w przedziale wieku od 16. do 65.
roku zycia gtéwnie z typami SMA II i III, sposréd ktorych cz¢é¢ przyjmowala

nusinersen cyklicznie przez 14 miesigcy. Wedtug badaczy zastosowanie tego
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leku znaczaco poprawito funkcje motoryczne oraz ustabilizowato chorobe i to
niezaleznie od wieku. Ta poprawa odnosita si¢ zaréwno do funkcji motorycz-
nych koriczyn gérnych, jak i skal oceniajacych catosciowa sprawnos¢ ruchowa.
Wykazano réwniez, ze im wezesniej zastosowano leczenie u dorostych pacjen-
téw, tym bylo ono skuteczniejsze. Ponadto w wyniku zastosowanego leczenia
istotnie zwigkszyl si¢ dystans samodzielnego poruszania si¢ u chorych, ktérzy
wyjsciowo stabiej radzili sobie z samodzielnym chodzeniem. Naukowcy pod-
kreslaja, ze konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan wsréd populagiji
pacjentéw dorostych, ktére bylyby ukierunkowane m.in. na dtugoterminowe
efekty dzialania nusinersenu (wlaczajac w to ewentualne odlegle dziatania nie-
pozadane) lub na inne czynnosci motoryczne pacjentéw, jak np. potykanie czy
oddychanie [38].

Od stycznia 2019 r. leczenie nusinersenem zostalo w pelni objete re-
fundacja przez Narodowy Fundusz Zdrowia (NFZ) i obecnie jest dostgpne
w ramach ministerialnego programu lekowego dla calej populacji polskich pa-
¢jentéw (dzieci i dorostych), niezaleznie od typu i zaawansowania choroby,
a doktadne warunki stosowania terapii okreslone sa w odpowiednim zafaczni-
ku na stronie internetowej Ministerstwa Zdrowia [39]. W zwiazku ze wspo-
mniang refundacja, w relatywnie krétkim czasie Polska stala si¢ niemal euro-
pejskim liderem w leczeniu SMA, a planowane do korica 2022 r. wdrozenie
ogdlnopolskiego programu przesiewowego noworodkéw umozliwi wykrywa-
nie tej rzadkiej choroby juz w pierwszych kilkunastu dniach zycia. Screening
noworodkéw bedzie mial szczegdlne znaczenie dla szybko postepujacego SMA
typu I, pozwalajac zwigkszy¢ pule pacjentéw rozpoczynajacych terapig jeszeze
na etapie asymptomatycznym, bowiem wyniki badania klinicznego NURTU-
RE potwierdzaja, ze im wczesniej zostanie podana pierwsza dawka nusinerse-
nu, tym efekty terapeutyczne beda lepsze [40].

Chociaz koszty populacyjnych badan przesiewowych oraz leczenia nu-
sinersenem sg relatywnie wysokie (cena za jedna dawke wynosi ok. 100 tys.
USD) [41], to polaczenie szybkiego diagnozowania asymptomatycznych pa-
¢jentéw z objeciem ich bezzwloczng terapia (w poréwnaniu do diagnozowa-
nia i leczenia dopiero pacjentéw objawowych) nie tylko polepsza rokowanie
chorych, ale szacuje sig, ze dlugofalowo przynosi réwniez korzysci finansowe
platnikowi [42].
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Terapia genowa — onasemnogen abeparwowek (Zolgensma®)

Terapia genowa preparatem onasemnogen abeparwowek (Zolgensma®)
polega na jednokrotnym dozylnym podaniu fragmentu DNA, ktéry zawiera
sekwencje kodujaca genu SMN1. No$nikiem wykorzystywanym do dostarcze-
nia réwnowaznika tego prawidlowego genu do motoneuronéw pacjenta jest
zmodyfikowany kapsyd adenowirusa serotypu 9. (AAV9 — ang. adeno-associa-
ted virus, serotype 9), ktéry ma zdolno$¢ przenikania bariery krew-mdzg [43].
Rekomendowana dawka to 1,1x10™ genoméw wektora (vg)/kg m.c. [32].

Do potencjalnych dziatari niepozadanych naleza gléwnie wymioty oraz
hepatotoksycznos¢ (podwyiszona aktywnos¢ aminotransferaz i/lub hiperbi-
lirubinemia), kt6rag mozna zniwelowa¢, podajac profilaktycznie prednizolon
[44]. Ograniczeniem w stosowaniu tej terapii moze by¢ wrodzona lub naby-
ta odporno$¢ pacjenta na biatko wirusa AAV9, ktéra okresla si¢ badaniem
obecnosci przeciwcial na kilka dni przed podaniem leku (miano przeciwcial
powinno by¢ mniejsze niz 1:50). Powszechno$¢ wystgpowania tego wirusa
w przyrodzie powoduje, ze nawet ok. 50% populacji moze naby¢ wobec niego
odpornos¢ [32, 45, 46].

W wyniku zastosowanej terapii genowej finalnie w organizmie pacjenta
powstaje prawidlowe biatko SMN, co przeklada si¢ na istotne efekty lecznicze,
pierwotnie oceniane w populacji dzieci z cigzka i szybko postepujaca forma
choroby — SMA typu I. U 12 niemowlat z rozpoznana chorobg Werdniga-

-Hoffmanna przeprowadzano systematyczng obserwacje¢ przez 24 miesiace po
zastosowaniu terapii genowej, a ocenie poddano m.in. zastosowane wsparcie
oddechowe oraz zywieniowe, zdolno$¢ polykania oraz mowy, a takze funkcjo-
nowanie motoryczne oraz wspdtczynnik hospitalizacji. Do czasu zakonczenia
obserwacji wszyscy pacjenci przezyli, 7 pacjentéw nie wymagalo stosowania
nieinwazyjnego wspomagania oddechowego, u 11 pacjentéw zdolnos¢ poly-
kania (wyrazona jako doustne przyjmowanie pokarméw) byla stabilna lub po-
prawila si¢, 11 pacjentéw bylo w stanie méwi¢, w pelni kontrolowaé gléwke
oraz siedzie¢ bez asysty, a 2 pacjentéw chodzito samodzielnie. Na podstawie
tych wynikéw badacze wnioskuja, ze po 24 miesigcach obserwacji zastosowa-
na terapia genowa ograniczyla u pacjentéw potrzebe wsparcia oddechowego
i Zywieniowego oraz polepszyta ich funkcje ruchowe, a to wiazalo si¢ z rzad-
szymi hospitalizacjami. Kontrastuje to z naturalna historia choroby przebiega-
jacej z postepujaca niewydolnoscia oddechowa oraz obnizona przezywalnoscia,
bowiem niewydolno$¢ oddechowa (zwiazana z ostabieniem mig$ni oddecho-
wych) oraz aspiracja tresci pokarmowej do drzewa oskrzelowego (wynikajaca
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z zespotu opuszkowego) stanowia najczestsza przyczyng zgondw wérdd pacjen-
tow z SMA typu L. Oczekuje si¢ zatem, ze poprawa tych funkgji u pacjentéw
w prezentowanym badaniu bedzie korelowala z poprawa ich dalszej przezywal-
no$ci. Ponadto zmniejszona potrzeba korzystania z pomocy specjalistycznej
u analizowanych pacjentéw mogla potencjalnie ztagodzi¢ poczucie cigzaru
choroby zaréwno dla dzieci, jak i ich opiekunéw, co moze wskazywa¢ na po-
prawe ogdlnej jakosci zycia pacjentéw i ich rodzin jako efekt zastosowanej
terapii genowej [47, 48].

Obecnie trwajg dwa badania kliniczne z wykorzystaniem preparatu ona-
semnogen abeparwowek: badanie 3. fazy (badanie SPRINT) oceniajace poda-
wanie leku droga dozylna u pacjentéw z przedobjawowym SMA posiadajacych
dwie lub trzy kopie genu SMN2 oraz badanie 1. fazy (badanie STRONG)
wsréd pacjentéw chorych na SMA typu II z trzema kopiami genu SMN2
(wiek 6-60 miesigcy), wykorzystujace dokanalowa droge podania w celu
zmniejszenia fadunku wirusa AVV9 w poréwnaniu z dawka standardowo po-
dawang dozylnie. Pierwsze dane z badania STRONG z zastosowaniem niskich
i srednich dawek podawanych dokanatowo pokazuja, ze sposréd 16 pacjentéw
w wieku 6-24 miesigcy oraz 12 pacjentéw w wieku 24-60 miesiecy ocenio-
nych po 6-12 miesiacach od czasu zastosowania terapii genowej, zaden chory
nie utracil uprzednio osiagnietych kamieni milowych w rozwoju ruchowym,
a czg$¢ nabyta nowe umiejetnosci motoryczne [49].

Lek ten zostal zarejestrowany w USA w maju 2019 r. dla dzieci z SMA
typu I ponizej 2. roku zycia, natomiast w Unii Europejskiej zostat warunkowo
dopuszczony do stosowania w maju 2020 r. Niewykluczone, ze ostateczne wy-
niki trwajacych obecnie badan klinicznych bedg stanowi¢ w przysztosci pod-
stawe do rozszerzenia rejestracji terapii genowej o kolejne typy SMA, réwniez
u pacjentéw powyzej 2. roku zycia.

Pomimo swojej ekstremalnie wysokiej ceny (catkowity koszt terapii ge-
nowej wynosi ok. 2 mln USD), jednokrotnie podawany onasemnogen abe-
parwowek staje si¢ obiecujacy alternatywa dla przewleklego leczenia nusinerse-
nem, co ma swoje poparcie w modelowych analizach poréwnujacych te dwie
metody terapeutyczne w kontekscie ich skutecznosci i catkowitych kosztéw
w przeciagu calego zycia u przecigtnego pacjenta cierpigcego na SMA typu
I [50]. Model symuluje przezycie niemowlat chorujacych na SMA typu 1
z dwoma kopiami genu SMN2, zdiagnozowanych przed 6. miesigcem zycia
i leczonych albo jednokrotnym podaniem preparatu onasemnogen abeparwo-
wek, albo regularnym aplikowaniem nusinersenu, jako dodatek do standardo-

wej opieki objawowo-rehabilitacyjnej, a modelowa kohorta byta obserwowana
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od momentu rozpoczecia terapii az do $mierci. Przed wprowadzeniem lekéw
modyfikujacych SMA typu I, pacjenci nigdy nie osiagneliby kolejnych kamie-
ni milowych rozwoju motorycznego (samodzielnego siedzenia, stania, chodze-
nia), natomiast wraz z opracowaniem lekéw przyczynowych maja oni teraz
taka mozliwos¢, ktéra koreluje ze znaczna poprawa jakosci ich zycia. Struktura
modelu dla SMA typu I zostala okreslona przez ekspertéw m.in. na podsta-
wie dostepnych badan klinicznych oraz w oparciu o analogiczne modelowanie
w dystrofii migsniowej Duchenne’a i polega na przechodzeniu pacjentéw
miedzy 5 stanami czynno$ciowymi (A-E) oraz $mierci. Pacjenci wprowadzeni
sa do modelu jako niemowleta w stanie czynnosciowym D (nie siedzg i nie
potrzebujg wspomagania oddechowego). Pacjenci, bedacy w stanie D, moga
przejé¢ do stanu E, zdefiniowanego przez konieczno$¢ stalej wentylacji od-
dechowej. Pacjenci, ktérzy przezyja, moga potencjalnie wykazywaé poprawe,
a pacjenci, ktorzy osiagna charakterystyczne dla lzejszych postaci SMA kamie-
nie milowe rozwoju ruchowego (siedzenie — stan C, chodzenie — stan B) prze-

chodza do stanéw o wyzszej czynnosci. (rycina 6.) [50].

| Vewms \

Rycina 6. Schemat przedstawiajacy poszczegdlne stany czynnosciowe u chorych na
SMA typu I. Model zaktada pig¢ standéw czynnosciowych (A-E) oraz zgon pacjenta.
E — wymaga stalego wsparcia oddechowego; D — funkcjonalny odpowiednik SMA
typu I (stan wyjsciowy); C — funkcjonalny odpowiednik SMA typu II, B — funkcjonal-
ny odpowiednik SMA typu III, A — odpowiednik prawidlowego rozwoju dla populagji.
[opracowanie wlasne], [50]

Zastosowany model wskazuje, ze onasemnogen abeparwowek, w zesta-
wieniu z cyklicznym stosowaniem nusinersenu, moze skutkowaé znacznie
korzystniejszym rokowaniem oraz generowa¢ mniejsze lub podobne koszty
w przeciagu zycia pacjenta. W ramieniu badania z terapia genowa, uwzgled-

niajac w symulacji rozpoczecie leczenie po urodzeniu, 50% pacjentéw przezylo
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do 35. roku zycia, natomiast w ramieniu z przewlekle stosowanym nusinerse-
nem 50% pacjentéw przezyto do 3. roku zycia. Wedlug najbardziej optymi-
stycznego scenariusza model przewiduje, ze u niemowlat ze zdiagnozowanym
SMA typu I, spelniajacych wszystkie zalozenia symulacji, oczekiwana dtugos¢
zycia moze wynie$¢ nawet ok. 37 lat w przypadku zastosowania terapii geno-
wej oraz prawie 10 lat w przypadku przewleklego przyjmowania nusinersenu

(rycina 7.) [50].

Population cohort by health state and cycle (AVXS-101)
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Rycina 7. Model przejscia pacjentéw z SMA typu I przez stany czynnosciowe w funkji
czasu. Ilustracja przedstawia odsetki pacjentéw leczonych preparatem onasemnogen
abeparwowek (A) oraz nusinersenem (B) z uwzglednieniem poszczegdlnych stanéw
funkcjonalnych oraz zgonu. Czas zdefiniowany jest przez cykle rozwojowo-czynno-
$ciowe (odpowiadajace kamieniom milowym rozwoju ruchowego). Z zalozenia 1 cykl
trwa 6 miesiecy przez pierwsze 3 lata zycia, a pdzniej kazdy nastgpny trwa 12 miesiecy
[opracowanie wlasne], [50]
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Podsumowujac, onasemnogen abeparwowek jest potencjalng ,deska ra-
tunku” dla noworodkéw oraz niemowlat, ktére w przeciwnym razie bylyby
skazane na krétkie i obciazone chorobg zycie. Jest to pierwsza terapia genowa,
stwarzajaca mozliwo$¢ przywrécenia normalnych funkcji motorycznych oraz
oddechowych, co stanowi wazny krok w zaopatrzeniu najcigzej chorych pa-
gjentéw z SMA typu I [50].

Risdiplam (Evrysdi™)

Kolejng metodg terapeutyczng jest preparat risdiplam (Evrysdi™), beda-
cy mikroczasteczka, ktéra dziata podobnie do nusinersenu — modyfikuje ona
skfadanie (splicing) genu SMN2, co w efekcie przektada si¢ na podniesienie
poziomu funkcjonalnego biatka SMN. Od sierpnia 2020 r. ta mikromolekuta
dopuszczona jest do leczenia w USA u wszystkich chorych, poczawszy od 2.
miesiaca zycia, natomiast w Unii Europejskiej lek ten podawany jest w ra-
mach programu dostgpu przedrejestracyjnego. Risdiplam podaje si¢ doustnie
w formie syropu jeden raz dziennie po positku, najlepiej o tej samej porze,
a rekomendowana dawka zalezy od wieku i masy ciata pacjenta: 0,2 mg/kg/
dobe¢ ponizej 2. roku zycia; od 2. roku zycia u pacjentéw wazacych < 20 kg
dawka wynosi 0,25 mg/kg/dobe, natomiast przy masie ciata 20 kg i wigkszej
sugerowana dawka to 5 mg/dobe. Lek w badaniach klinicznych ogélnie byt
dobrze tolerowany przez pacjentdw, a do najczestszych potencjalnych dziatai
niepozadanych nalezaly: goraczka, biegunka, afty czy infekcje ukladu moczo-
wego, a u niemowlat dodatkowo obserwowano wymioty, zatwardzenia, infek-
¢je gornych drég oddechowych oraz zapalenie pluc [51].

Obecnie trwaja kolejne fazy wieloosrodkowych badari klinicznych finan-
sowanych przez koncern Hoffmann-La Roche oceniajace skutecznos¢ risdipla-
mu u pacjentéw z SMA typu I (badanie FIREFISH), u chorych z SMA typu
IT i III (badanie SUNFISH), u zdiagnozowanych pacjentéw na etapie przedo-
bjawowym (badanie RAINBOWEFISH) oraz u pacjentdw, ktérzy wezesniej
byli leczeni innymi lekami (badanie JEWELFISH) [49]. Z dotychczas pre-
zentowanych wynikéw czeéci 1. badania FIREFISH, w kt6rym udzial wzieto
21 niemowlat z SMA typu I i dwoma kopiami genu SMN2 (mediana wicku
— 6,7 miesiaca), wynika, ze po 12 miesigcach terapii 90,5% (19/21) pacjentéw
przezylo i zaden z nich nie wymagat stalego wspomagania oddechowego (de-
finiowanego jako konieczno$¢ zatozenia tracheostomii lub nieinwazyjnej wen-
tylacji przez min. 16 h/dobg¢ w czasie min. 21 kolejnych dni, lub wykonania

intubacji) ani nie utracit zdolnosci potykania. Po min. 23 miesigcach leczenia
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81% (17/21) pacjentéw nadal zylo bez koniecznosci stalej wentylacji i osia-
gneto wiek 28 miesiecy lub wigcej (mediana wieku — 32 miesiace), natomiast
7 pacjentéw bylo w stanie siedzie¢ samodzielnie. Wyniki te wskazuja na istot-
ng klinicznie poprawe u leczonych pacjentéw z SMA typu I, bowiem bez lecze-
nia ci pacjenci nie osiagneliby zdolnosci samodzielnego siedzenia i nie wigcej
niz 25% pacjentéw byloby w stanie przezy¢ powyzej 14 miesiecy bez stalego
wspomagania oddechowego. Wyniki cz¢sci 2. badania FIREFISH przepro-
wadzonego na 41 niemowlgtach potwierdzily tylko wspomniang skutecznos¢
terapii [51].

Skuteczno$¢ risdiplamu zostata wykazana réwniez w prezentowanych
wynikach badania SUNFISH, w ktérym udziat wzi¢li pacjenci w wieku 2-15
lat z rozpoznanym typem II lub typem III SMA. Cze$¢ 2. tego badania byla
badaniem randomizowanym z podwéjnie $lepa préba, przeprowadzonym
na 180 pacjentach, w ktdrym poréwnano skuteczno$é¢ risdiplamu z placebo.
Pacjentéw podzielono w stosunku 2:1 (risdiplam — 120 pajentéw, placebo —
60 pacjentéw). W 12. miesiacu badania pacjenci otrzymujacy lek, w poréwna-
niu do chorych otrzymujacych placebo, mieli statystycznie wigksza (p=0,0156)
i klinicznie istotna, w stosunku do wartosci wyjsciowych, zmiang w punktagji
skali MFM32 (ang. motor function measure 32), ktéra ocenia wybrane funk-

¢je motoryczne [51].
Branaplam (wczeéniejsze nazwy czasteczki: NVS-SM1, LMI070)

Inng badang obecnie mikroczasteczka jest branaplam, ktéry wykazuje
analogiczny mechanizm dzialania do risdiplamu, réwniez modulujac splicing
egzonu 7. w genie SMN2 [52]. Wykazano, ze poprzez modyfikacje sktadania
genu SMN2, podnosi on poziom prawidtowo dzialajacego biatka SMN, po-
prawiajac przezywalno$¢ wéréd modeléw mysich z ciezka postacia SMA [53].
Podobnie do risdiplamu, t¢ mikromolekule réwniez podaje si¢ droga doust-
na. Dzialanie branaplamu jest obecnie poddawane ocenom klinicznym wsréd
niemowlat z SMA typu I. Dane z cz¢éci 1. badania sg trudne do interpreta-
¢ji, poniewaz zostalo ono chwilowo przerwane z powodu obaw o bezpieczen-
stwo powstalych na podstawie wynikéw badari przeprowadzonych u zwierzat.
Wezesne wyniki czesci 2. badania pokazuja, ze u 8 pacjentéw po 86 dniach le-
czenia wykazano poprawe w zakresie funkcji motorycznych ocenianych w skali
CHOP INTEND (ang. The Children’s Hospital of Philadelphia Infant Test
of Neuromuscular Disorders) z mediang na poziomie 4,5 punktéw, natomiast

u 5 pacjentéw leczonych ponad 127 dni poprawa byla wyrazona w postaci
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mediany na poziomie 7,0 punktéw. Ponadto potwierdzono bezpieczny profil
dzialania czasteczki [49]. Dalsze badania s potrzebne, aby dokladniej oceni¢

skuteczno$¢ dziatania branaplamu.
8. PODSUMOWANIE

Majac na wzgledzie przedstawione dane dotyczace naturalnej historii
chorobowej poszczegdlnych fenotypéw SMA oraz biorac pod uwage skutecz-
no$¢ opisanych lekéw przyczynowych, modyfikujacych przebieg tej choroby,
pozostaje mie¢ nadziej¢, ze wyniki kolejnych badan klinicznych, korzystne
analizy farmakoekonomiczne i malejace z biegiem czasu koszty stosowania
tych terapii, pozwola na rozszerzenie ich rejestracji oraz refundacji w kolej-
nych krajach. W przysztosci mogloby to stanowi¢ szans¢ dla wszystkich pa-
¢jentéw cierpigcych na SMA na jeszcze wigksze spowolnienie postepu choroby
oraz na znaczace wydtuzenie czasu przezycia przy zachowaniu dobrej jakosci
zycia. Prawdopodobnym jest, ze przy odpowiednio szybkim diagnozowaniu,
niezwlocznym wdrozeniu ukierunkowanego leczenia oraz intensywnych dzia-
faniach rehabilitacyjnych, SMA stanie si¢ w przyszlosci dobrze kontrolowana
chorobg przewlekla, pozwalajaca pacjentom cierpiacym nawet na jej najcigzsze
typy dozy¢ wieku, kiedy beda mogli zosta¢ objeci opieka geriatryczng zupelnie

z innych przyczyn.
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Abstrakt

Symulacja w edukacji medykéw odgrywa znaczaca rolg, pozwalajac na imitowanie warunkéw
prawdziwego kontaktu z pacjentem. Na rynku znajduje si¢ wiele nowoczesnych symulatoréw
umozliwiajacych lekarzom trening umiejetnosci diagnostycznych i terapeutycznych. Wazna role
w tej grupie urzadzen pelnia symulatory ultrasonograficzne (USG), dzigki ktérym mozliwe jest
zapoznanie si¢ z budowa urzadzen, podstawami ultrasonografii poszczegdlnych narzadéw, na-
bywanie do$wiadczenia we wlasciwym lokalizowaniu narzadéw oraz zwigkszenia pewnosci sie-
bie przez lekarzy, ktérzy beda przeprowadza¢ takie badania rutynowo w gabinetach lekarskich.
Nowoczesne symulatory USG umozliwiaja osobom ¢wiczacym trening skanowania wszystkich
obszaréw ciata. W grupie symulatoréw USG wyrdznia si¢ urzadzenia, zawierajace na wyposaze-
niu fantom oraz symulatory komputerowe. Obraz wyswietlany na ekranie symulatora moze by¢
generowany jako interpolacja obrazu pozyskanego ze skanowania zywych pacjentéw, lub jako
model wytwarzany poprzez oprogramowanie symulatora. W ponizszej pracy przedstawione zo-
staly rodzaje symulatoréw USG, najistotniejsze technologie wykorzystane do ich budowy oraz
zastosowanie tych urzadzeri w wybranych dziedzinach medycyny. Ponadto podsumowano sku-
teczno$é i zalety treningu na symulatorach, a takze przedstawiono problemy i wyzwania, jakie sa
stawiane przez uzytkownikéw symulatoréw USG konstruktorom i pomystodawcom systeméw
symulacji ultrasonograficznej.

Stowa kluczowe: ultrasonografia, symulatory USG, edukacja medyczna, diagnostyka medyczna

Abstract

Simulation plays a vital role in medical education. It enables to imitate conditions of a real
contact with a patient. There are many available modern simulators, that allow doctors to train
their diagnostic and therapeutic skills. Ultrasonographic simulators play a crucial role in this
group. Thanks to them it is possible to familiarize with device’s construction, basis of ultraso-
nography of individual organs, gain experience in localising organs correctly and boost doctors’
self-esteem, who will be performing such examinations routinely in their offices. Modern USG
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simulators allow practitioners to train scanning of all body areas. The types of ultrasound simu-
lators includes those that comprise phantoms or those that are based on computer simulators.
The image displayed on simulator’s screen can be generated as interpolation of image acquired
form real patients’ scans or as a model generated by simulator’s software. The following work
presents the types of the ultrasound simulators, crucial technologies used fot their construction
and their application in some fields of medicine. Moreover, the effectivness and advantages of
training on simulators were summarized. the problems and challenges poses by ultrasound
simulator’s users to constructors and originators of the ultrasound simulation’s systems.

Keywords: ultrasonography, ultrasound simulators, medical education, medical diagnostics

1 WSTEP

Obecnie w naukach medycznych jednym z najwazniejszych etapéw przy-
gotowania lekarzy do pracy jest wlasciwe szkolenie z wykorzystaniem nowo-
czesnych urzadzeni prezentujacych wirtualny model pacjenta. Poczatki wy-
korzystania symulacji w medycynie si¢gaja czaséw starozytnej Mezopotamii,
w ktérej kaplani szkolili swoich uczniéw uzywajac owczych pluc i watroby.
Przez wiele wieckéw symulacje byly tez wykorzystywane do obrazowania obja-
wéw réznych choréb [1]. Metody symulacji stopniowo ewoluowaly i dzisiaj
pozwalaja na stosunkowo wierne odwzorowanie niektorych warunkéw klinicz-
nych. Pozwala to stuzbie medycznej na zdobywanie umiejetnosci whasciwego
postugiwania si¢ urzadzeniami oraz indywidualny trening w celu wypracowania
jak najlepszych umiejetnosci w realnej pracy z pacjentem [2]. Symulacja pro-
cedur medycznych znajduje coraz wigksze zastosowanie w edukacji przysztych
pracownikéw ochrony zdrowia, poniewaz zapewnia rozwijanie umiejgtnosci
w zakresie interpretowania uzyskanej informacji, samodzielne rozwiazywanie
probleméw i podejmowanie decyzji przez szkolace si¢ osoby. Wykorzystujac
urzadzenia mogace imitowaé chorego, jego reakcje oraz przedstawiane przez
niego objawy, mozliwe jest nie tylko efektywne ¢wiczenie w celu zapewnienia
coraz wigkszego bezpieczeristwa i komfortu pacjenta oraz zwigkszenia kom-
petencji zawodowych lekarza, ale tez zmiana dotychczasowych zasad pracy
w jednostkach ochrony zdrowia, w ktérych podejmuja prace dobrze wyszko-
leni lekarze [1].

Badanie ultrasonograficzne (USG) to jedno z najczgsciej wykonywanych
badari w gabinetach lekarskich. Jest to metoda obrazowania pozbawiona uzycia
promieniowania jonizujacego, ktére moze mie¢ negatywny wplyw na tkanki.
Ponadto jest to technika tania i nieinwazyjna oraz pozwala na wykrycie zmian
od 0,1 mm co stanowi o jej szerokim zastosowaniu [3-5]. W medycznych
aparatach USG uzywane s fale dzwickowe o bardzo wysokiej czgstotliwosci-
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od 2 do 50 MHz, ktére wysytane w postaci wiazek skanuja badany obszar
i wracaja odbite do przetwornika w sondzie urzadzenia [6]. Obecnie dzigki ba-
daniom ultrasonograficznym mozliwe jest wykrycie wielu choréb w ich weze-
snym stadium. Jednak przy braku umiej¢tnosci wykonania badania oraz in-
terpretacji uzyskanego obrazu, ktéry zapewnia lekarzowi wezesniejszy trening
na symulatorach USG, moze doj$¢ do postawienia niewlasciwej diagnozy [7].
Dowiedziono, ze przebycie szkolenia na symulatorach USG jamy brzusznej
nie tylko zwigksza umiejetnosci kliniczne w zakresie obrazowania, ale moze
réwniez wplynaé na lepsze wyniki w nauczaniu standardowego badania fizy-
kalnego studentéw medycyny [8].

Proces uczenia si¢ prawidlowego wykonywania badania USG i jego wla-
$ciwej interpretacji trwa dtugo i wymaga tysiecy przebadanych pacjentéw [8].
Wiedza teoretyczna musi by¢ uzupelniona wieloma godzinami zaje¢ praktycz-
nych. W toku nauki lekarz musi nie tylko wyksztalci¢ umiejetnosé¢ postugi-
wania si¢ aparatem USG w poprawny sposéb, ale tez znajdowa¢ konkretne
struktury oraz naby¢ umiejetnos$¢ interpretacji ich obrazu na monitorze urza-
dzenia [9,10]. Przez wiele lat edukacja praktyczna w zakresie ultrasonografii
opierala si¢ na starej zasadzie "see one, do one, teach one” czyli “zobacz, zréb
i naucz nastgpnego” [11]. Jednakze, w poréwnaniu do innych metod obrazo-
wania, ultrasonografia jest mniej standaryzowana i opis jej wynikéw jest bar-
dziej subiektywny, dlatego skuteczno$¢ w stawianiu poprawnej diagnozy za-
lezy od stopnia wytrenowania i do$wiadczenia lekarza wykonujacego badanie
[12,13]. Nalezy zaznaczy¢, ze metoda badan z zastosowaniem ultrasonografii
bardzo szybko si¢ rozwija, dlatego konieczne jest ustawiczne, kompleksowe
szkolenie pracownikéw medycznych, i powigzanie zastosowania urzadzenia
symulujacego z wykonywanymi dziataniami lekarzy, ktérzy beda uzywaé lub
uzywaja aparatéw USG w codziennej pracy

Trening ultrasonograficzny moze by¢ wykonywany z wykorzystaniem
szeregu réznych metod. Najszerzej stosowana w praktyce medycznej jest bez-
posrednie badanie pacjentéw i zdobywanie doswiadczenia w oparciu o trady-
cyjny model szkolenia pod nadzorem o0sdéb szkolacych. Oprécz klasycznego
zbierania doswiadczenia podczas badania pacjentéw w warunkach klinicznych,
cennym materialem do symulacji ultrasonograficznej sg ludzkie zwloki po od-
powiedniej konserwacji [14,15]. Ten sposob szkolenia jest ograniczony m.in.
dostgpnoscia zwlok, mozliwoscia ich zabezpieczenia post mortem, nierzadko
wysokimi kosztami takiego zabiegu i brakiem mozliwosci na przyktad obrazo-
wania naczyf metoda Dopplera [14,15].
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Z uwagi na zmiany organizacji pracy w szpitalach powodujace mniejsze
mozliwosci zastosowania modelu szkolenia ,,mistrz-uczelt” oraz ograniczenia
w wykorzystaniu zwlok coraz wigkszego znaczenia w edukacji ultrasonogra-
ficznej nabieraja symulatory, ktére pozwalaja na wykonywanie ¢éwiczerh w
zakresie skanowania rejonéw ciata, mozliwych do monitorowania w standar-
dowym badaniu USG. Wazna cecha symulatoréw USG jest mozliwo$¢ ich
wykorzystania zaréwno przez studentéw stawiajacych swoje pierwsze kroki w
ultrasonografii, jak i przez doswiadczonych lekarzy, chcacych podnies¢ swoje
kwalifikacje zawodowe [9]. Ponadto, symulacja ultrasonograficzna oprécz zna-
czenia klinicznego moze wspomdc proces poznawania budowy ludzkiego ciata
i orientacji topograficznej [16]. Cechami przemawiajacymi na korzy$¢ wyko-
rzystania symulatoréw USG w praktyce nauczania w poréwnaniu z naucza-
niem na zZywym pacjencie jest mozliwo$¢ wielokrotnego ogladania danych
struktur i przypadkéw klinicznych, bez koniecznosci przebywania pacjenta
w gabinecie dtuzej niz jest to konieczne [9,17]. Kolejnym argumentem przeko-
nujacym do uzycia symulatoréw szkoleniu medykéw jest mozliwos¢ zobacze-
nia rzadkich przypadkéw medycznych. Na przyklad niektére anomalie ptodu
sa incydentalne i lekarz wykonujacy badania USG moze spotkal si¢ z nimi
bardzo rzadko w praktyce zawodowej [12]. Zaleta symulatoréw jest ¢wiczenie
postugiwania si¢ glowica USG nazywane koordynacja oko-r¢ka i umiejetnosé
znajdowania w ten sposdb zaréwno prawidlowych, jak i patologicznych struk-
tur tkankowych [10,17,18]. Celem pracy jest przedstawienie rodzajéw sy-
mulatoréw USG, gléwnych technologii wykorzystanych do ich budowy oraz

wskazanie zastosowari tych urzadzei w wybranych dziedzinach medycyny.
2. RODZAJE SYMULATOROW USG

Symulatory USG dziela si¢ na dwie grupy tj. dzialajace w postaci pro-
gramu komputerowego, w ktérym glowica jak i model sa osadzone wirtual-
nie, a ruch glowicy skojarzony jest z ruchem myszki do komputera [10,19].
oraz symulatory szkoleniowe wykorzystujace fantom i rzeczywista glowice.
W ostatniej grupie symulatoréw USG wyréznia si¢ urzadzenia posiadajace
wiele modutéw szkoleniowych, ktére umozliwiaja trening badania phuc, brzu-
cha i miednicy oraz urzadzenia ukierunkowane do zastosowania w wybranej
specjalnosci medycznej, na przyklad ginekologii, potoznictwie czy dostosowa-
ne do ¢wiczeni przeprowadzania zabiegdéw biopsji okreslonych narzadéw pod

kontrola USG.
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2.1. Symulatory USG- programy komputerowe

Symulatory komputerowe w swoim wyposazeniu nie posiadaja fanto-
manatomiast niektdre z nich pozwalajg na generowanie realnego obrazu wy-
$wietlanego na standardowym monitorze aparatu ultrasonograficznego. Kla-
wiatura i myszka komputera PC to niezbedne wyposazenie multimedialnych
symulatoréw komputerowych nowej generacji [10,19,20].

Istotny w przypadku symulatoréw komputerowych jest rodzaj obrazu
i sposéb jego generowania [21]. W symulatorach USG zastosowanie znalazly
dwa rodzaje generowania obrazu tj. model interpolacyjny (ang. interpolative
model-based) oraz model generatywny (ang. generative model-based) polega-
jacy na generowaniu obrazu na monitorze przez oprogramowanie symulatora
[6,24], ktéry czgsto jest nie do odréznienia od rzeczywistego obrazu uzyska-
nego od zywego pacjenta [17]. Na przyklad w symulatorze komputerowym
do USG czaszki dziecka, system reaguje w czasie rzeczywistym na przesuwana
wirtualnie sondg, a dodatkowo na ekranie pojawia si¢ obraz tréjwymiarowej
anatomii danego obszaru, co znacznie pomaga w zrozumieniu istoty i zalezno-
$ci uzyskanego obrazu od wybranego przekroju [19].

Dzi¢ki zastosowaniu modeli matematycznych zostaly opracowane me-
tody pozwalajace z zarysu opisu tkanki stworzy¢ realnie wygladajacy obraz
ultrasonograficzny [22]. Modelami, bedacymi zrédtem obrazu wyswietlanego
na monitorze w symulatorach s3 najczeéciej realne obrazy USG uzyskane ze
skanowania zywych pacjentéw [9,17,23]. Takie modele pacjentéw w niekts-
rych urzadzeniach, jak na przyklad symulatorze do brachyterapii nowotworu
gruczolu krokowego sa wynikiem nalozenia na siebie obrazéw uzyskanych
przedoperacyjnie w USG (aby wyznaczy¢ whasciwa zawartos¢ wokseli - ang.
volumetric picture element) i w rezonansie magnetycznym (aby wyznaczy¢
siatkowa reprezentacj¢ anatomiczng) [3]. Reis i in. [22] opracowali kompo-
nenty, ktére sa niezbedne do stworzenia symulatora echokardiografii. Daja
one mozliwo$¢ generowania matematycznego modelu serca z odpowiednia
dynamika na podstawie danych uzyskanych z siatki tréjkatéw i obrazu rezo-
nansu magnetycznego. Pozwala to na utworzenie swoistego paradygmatu serca,
z ktérego mozna uzyska¢ m.in. obraz patologiczny.

Niekwestionowana zaleta symulatoréw oferowanych w postaci mul-
timedialnego programu wyswietlanego na wlasnym komputerze jest fatwa
dostepnos¢ i mozliwos¢ treningu bez koniecznosci posiadania sprzetu, kedry
bardzo czgsto nie jest mobilny [9]. Symulatory takie posiadaja bogatg biblio-
teke przypadkéw oferowang przez producentéw programéw multimedialnych
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na plytach CD [10] lub juz dostgpng razem z pobranym programem [19].
W przypadku komputerowych symulatoréw USG problemem moze okaza¢
si¢ brak umiejetnosci sprawnego manewrowania glowica, w celu uzyskania
pozadanego przekroju skanowanego obiektu. Dlatego nicktére symulatory
komputerowe sa wyposazone w glowice dopinang do wejscia USB wlasnego
komputera umozliwiajaca wlasciwe postugiwanie si¢ sonda ultradzwickowa za
pomoca specjalnego oprogramowania [25,26]. pozwalajacego na swobodne
manewrowanie i §ledzenie widoku na monitorze [25,26]. Inna propozycja dla
zwickszenia wiarygodnosci prowadzonego treningu moga by¢ specjalne oku-
lary migawkowe i pétprzezroczyste lustro, zwigkszajace realizm symulacji [27].
Wada wielu symulatoréw komputerowych jest brak mozliwosci nauki ma-
newrowania glowica, w celu rozwinigcia koordynacji oko-r¢ka oraz fantoma
imitujacego cialo cztowieka, co daje mozliwo$¢ $ledzenia na zywo zaleznosci
pomiedzy miejscem przylozenia glowicy, a uzyskiwanym przekrojem [12,28].

Nie bez znaczenia dla doskonalenia umiejetnosci diagnostyki USG przez
lekarzy jest fakt, ze programy komputerowe maja wysoka ceng, dlatego poszu-
kuje si¢ tafszych rozwigzan alternatywnych. Jednym z nich jest zapropono-
wany przez Gunabushanama i in. [29] symulator, w ktérym osobisty smart-
fon imituje sond¢ USG, a laptop zast¢puje aparat ultrasonograficzny. Dane
o polozeniu smartfona zbierane s3 za pomoca wbudowanego akcelerometru
oraz zyroskopu i pozwalaja na przetwarzanie i wy$wietlanie obrazu na ekranie

komputera w czasie rzeczywistym [29].
2.2. Symulatory USG wspélpracujace z fantomami

Niezwykle popularne w treningu umiejetnosci psychosomatycznych oraz
w doskonaleniu diagnostyki i podejmowaniu decyzji klinicznych sa symula-
tory, ktdre przypominajg typowy skaner ultrasonograficzny [28]. W ich sklad
wchodzi fizyczny fantom, ktdrego struktura i budowa przypomina wiasciwo-
éci skanowanego ciala i ktéry jest uzywany do ¢wiczen razem z prawdziwymi
sondami ultrasonograficznymi wyposazonymi w przetworniki [12,28]. Zasto-
sowanie w edukacji medycznej fantoméw jest bardzo wazine, poniewaz umoz-
liwia symulowanie wlasciwosci tkanki, ktérg poddaje si¢ powierzchniowemu
skanowaniu lub jak w przypadku biopsji czy USG przezodbytniczego- réwniez
penetracji [23].

W symulatorach USG zastosowanie znalazly réine rodzaje fantoméw.
Czgé¢ z nich ma imitowaé wlasciwosci akustyczne symulowanego narzadu,

a pozostata czg$¢ ma przyblizy¢ jego ultrasonograficzny obraz obserwowany
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na monitorze (takie fantomy cz¢sto s uzywane w treningu przeprowadzania
biopsji pod kontrolag USG). Warto doda¢, ze fantomy znajduja zastosowanie
nie tylko w symulatorach medycznych, ale takze w testowaniu nowych apara-
tow ultrasonograficznych [31].W ostatnich latach pojawito si¢ na rynku wiele
réznych modeli fantoméw, wytworzonych z materialéw (m.in. zelatyny) imi-
tujacych ludzkg skére [25,30,31].

Istotnymi elementami w budowie symulatoréw USG sa: optyczny system
$ledzenia, ktéry pozwala na wykrywanie polozenia i orientacji fantomu oraz
sonda. Oba te elementy pracuja niezaleznie od siebie [9]. Chipy umieszczone
pod ,skéra” manekina reaguja na czgstotliwo$¢ fal wysylanych przez sonde,
a generowany obraz jest wySwietlany na monitorze urzadzenia [32]. W sy-
mulatorach USG wazng rol¢ odgrywaja zrédto emisji i odbiornik fal, kedre sa
na stale ustalone w konfiguracji urzadzenia. W przypadku symulatoréw uzy-
wajacych metody Dopplera interakcja przetwornika z manekinem wywoluje
pojawienie si¢ na monitorze odpowiedniego dwuwymiarowego obrazu naczyni
poprzez kolorowe kodowanie danych podlegajacych kontroli w oprogramowa-
niu symulatora [33].

Wyposazenie symulatoréw USG rézni si¢ pomigdzy konkretnymi urza-
dzeniami oraz modelami. Whasciwe wyposazenie aparatu jest niezwykle istotne,
poniewaz czgstym problemem podczas wykonywania badaii USG jest popraw-
ne poshugiwanie si¢ urzadzeniem. W tym celu zacz¢to poszukiwaé nowych roz-
wigzan, co spowodowalo, ze w 1996 r. symulator UltraTrainer zostal wyposa-
zony w stacj¢ robocza Silicon Graphics i system monitorowania ruchéw dloni
lekarzy szkolacych si¢ na tym urzadzeniu [9]. Niektdre wspotczesne urzadzenia
sa wyposazone w inne dodatkowe narzedzia pozwalajace m.in. na kontrolg
jakosci obrazu, mozliwos¢ wykonywania pomiaréw, archiwizacji i drukowania
wynikéw badania [28].

Symulatory USG mogg réwniez imitowaé nie tylko obraz pokazywany na
monitorze aparatu, ale tez dajg mozliwo$¢ uzycia funkgji, z ktérych korzysta
si¢ podczas standardowego badania USG takich jak: zamrazanie obrazu w da-
nym momencie, powickszenie i pomniejszenie obrazu, kompensacja wzmoc-
nienia glebi, znaczniki okolic ciata czy wyswietlanie wielu obrazéw na raz [17].
Ponadto, niektdre symulatory oferujg szereg innych rozwiazan, aby zwigkszy¢
realno$¢ badania. Na przyklad w urzadzeniu do symulacji ultrasonografii pre-
natalnej mozliwy jest dobdr réznych wymiaréw glowic i glebokosci penetracji
[12], a oprogramowanie symulatora UltraSim wyposazone jest w dane doty-

czace historii choroby pacjenta i ogélne informacje na jego temat [17].
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Ogromna zaleta symulatoréw USG wspdlpracujacych z fantomami jest
szybka ewaluacja wynikéw nauczania i mozliwos$¢ upewnienia si¢ uczacego, czy
whasciwie zidentyfikowat dang strukture. W przypadku zaobserwowania zmian
chorobowych mozliwe jest tez potwierdzenia diagnozy, poniewaz trenazery za-
wieraja opisy i diagnoze patologicznych przypadkéw widocznych w czasie rze-
czywistym podczas skanowania [17]. Wada symulatoréw USG wyposazonych
w specjalistyczne fantomy jest ich wysoka cena, dlatego Kulyk i Olszynski [34]
zaproponowali symulator USG pod nazwa edus2 , ktéry mozna skonstruowaé
osobiscie. Skfada si¢ on z laptopa oraz anteny RFID (ang. Radiofrequency
Identification) ukrytej w sondzie skanujacej. Dodatkowym elementem w tym
urzadzeniu s tagi RFID w postaci naklejek i punktéw, ktére mozna przymo-
cowaé do whasnego fantoma lub badanego pacjenta. Tagi RFID skojarzone sa
z anteng w sondzie. W symulatorze edus2 mozliwe jest wyswietlanie filméw
obrazujacych patologie w skanowanym obszarze [34]. Podstawowym ograni-
czeniem oprogramowania symulatora edus2 jest skorelowanie go jedynie z sys-
temem operacyjnym Linux. Jednak Damjanovic i in. [35] przedstawili sposéb
zaadoptowania oprogramowania symulatora edus2 do systemu opartego na
jezyku HTML, niezaleznego od systemu operacyjnego wlasnego komputera,
a przez to dostgpnego dla szerszego grona medykéw [35]

Tab.1 Przyktady niekt6rych symulatoréw USG oraz ich charakterystyka i zastosowanie.

Nazwa Wyposazenie Charakterystyka i zastosowanie | Referencje
symulatora

Symulatory oparte na programach komputerowych

SonoSim Komputerowy z pod- Mozliwo$¢ zakupu modutéw [26]
pinana do wejscia USB dedykowanych konkretnym
glowica, wielomodulowy | strukturom jak nadgarstek lub
tarczyca oraz szerszym zagad-
nieniom klinicznym jak modut

kardiologiczny czy FAST

DiSplay U/S | wielomodulowy Mozliwoé¢ treningéw FAST 1 [36]
POCUS, skanowania calego ciata
wirtualnego pacjenta, ewaluacji
zdobytej wiedzy I stawiania
diagnozy, mozliwo$¢ dostgpu do
wersji prébne;.

CT2TEE Komputerowy, przezna- | Swobodne manewrowanie wir- [42,78]
czony do echokardiografii | tualng sonda, brak skanowania w
przezprzetykowej czasie rzeczywistym, ale mozliwe

jest uzyskanie wszystkich mozli-
wych przekrojow

Dostgpny w dwéch opcjach:
online i offline do pobrania
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Symulatory USG skojarzone z fantomem

Vaussim Mozliwo$¢ podpigcia Modut kardiologiczny, ptuc- (371
glowicy do wlasnego ny, ginekologiczno-polozniczy,
komputera, brzuszny, pediatryczny. Dostep-
wielomodulowy no$¢ scenariuszy symulacyjnych

CAE wielomodulowy Mozliwos¢ wyboru przy zakupie [38]

Vimedix konkretnego modelu fantomu:

kardiologicznego, brzusznego I
ginekologicznego

SonoMan wielomodulowy Mozliwo$¢ wyboru oprogra- [77]

mowania skojarzonego do
modutu np. FAST, nerkowego,
echokardiograficznego

edus2 wielomodulowy Symulator z podpinang sonda (34]
z anteng RFID kompatybilng
z tagami RFID przypinanymi
do whasnego fantoma w formie

naklejek

UltraSim wielomodulowy Interfejs obejmujacy informacje o | [79,80]
aktualnym polozeniu sondy, ob-
raz ultrasonograficzny uzyskany
od zywych pacjentéw

Echo przeznaczony do echokar- | Istnieje mozliwo$¢ przestrzen- [47]
Com-TEE diografii przezprzelykowej | nego zobaczenia zwiazku
miedzy polozeniem sondy, a

echokardiogramem
CranUS przeznaczony do USG Mozliwo$¢ treningu wykrywania | [52]
przezciemigczkowego patologii, interfejs zawierajacy in-

formacje o aktualnym polozeniu
sondy i przekroju

Biopsym przeznaczony do treningu | Wizualizacja widoku 3D w wielu | [57]
biopsji prostaty przekrojach, mozliwo$¢ treningu
w z uzyciem klawiatury i myszy
(bez urzadzenia dotykowego)

3. ZASTOSOWANIE SYMULATOROW USG
W ROZNYCH DZIEDZINACH MEDYCYNY

Wiele z symulatoréw USG dostepnych na rynku pozwala poprzez dostep-
ne moduly wybieralne przy zakupie urzadzenia (tab. 1) na trening umiejetnosci
rozpoznawania struktur wewnetrznych i diagnostyke w obrebie réznych cze-
$ci ciata [38]. Obecnie dostgpne na rynku symulatory USG maja mozliwosci
pracy z wieloma modulami przedstawiajacymi wybrane przypadki chorobowe
(tab. 1). W symulatorze USG CAE Vimedix (tab. 1) jedna z dostgpnych opcji
jest skanowanie jamy brzusznej. Dostepny jest réwniez modut kardiologicz-
ny, ginekologiczny i pulmonologiczny [38]. Wyposazenie symulatoréw USG
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w wiele modutéw ma bardzo istotne znaczenie, poniewaz z roku na rok coraz
wigcej uczelni medycznych decyduje si¢ na wlaczenie do programu nauczania
modutu zwiazanego z treningiem ultrasonograficznym dzigki czemu na jed-
nym urzadzeniu moga ¢wiczy¢ studenci i lekarze rézyich specjalizacji. [39].
Nowoscia stworzong przez CAE Healthcare (producenta CAE Vimedix) jest
symulator USG do nauczania lekarzy diagnostyki ptuc u pacjentéw zakazo-
nych wirusem COVID-19 [40]. Symulatory znajduja zastosowanie réwniez
w nabywaniu praktycznych umiejetnosci w zakresie innych procedur wyko-
rzystujacych ultrasonografig. Przykladem moze by¢ symulator ultrasonogra-
fii duplexowej, wykorzystujaca metod¢ Dopplera do wykrywania patologii
w ukladzie naczyniowym, z klasyfikacja cigzkosci choroby na podstawie
m.in. szybkosci przeptywu krwi [33].

W ciagu ostatnich lat, oprécz stymulatoréw wielomodulowych, powstato
tez wiele urzadzen dedykowanych tylko jednej dziedzinie wiedzy medycznej.
Do nich zalicza si¢ symulatory elektrokardiograficzne (CT2TEE, EchoCom-
TEE) i symulatory wykorzystywane w ginekologii i poloznictwie (tab 1).

3.1 Symulatory echokardiograficzne

Pierwszy opis echokardiografii (EKG) jako metody diagnostycz-
nej- (echokardiografii M-mode - jednowymiarowej) przedstawili Inge Edler
i Hellmuth Hertz w 1953 roku. Zastosowali ja do przedoperacyjnej dia-
gnostyki zwezenia i niedomykalnosci zastawki mitralnej. Pézniejsze badania
i rozwdj inzynierii medycznej pozwolily na szersze zastosowanie m.in. echokar-
diografii dwuwymiarowej czy dopplerowskiej [41]. Dzi$, badanie EKG jest
szeroko wykorzystywane nie tylko przez kardiologéw, ale tez lekarzy innych
specjalizacji [41,42]. Najbardziej rozpowszechnionymi rodzajami badania
EKG sg echokardiografia przezklatkowa (ang. transthoracic echocardiography-
TTE) i przezprzelykowa (ang. transoesophagus echocardiography TEE) [42].
W literaturze opisano szereg réznych symulatoréw echokardiografii TEE, kt6-
re wykorzystuja wirtualny model serca zobrazowany w tréjwymiarze [43-46]
Uzytkownik symulatora badania TTE moze manewrowa¢ wirtualng glowica
z przetwornikiem skanujac wybrany obszar serca [45]. Z edukacyjnego punk-
tu widzenia jest to szczegdlnie istotne ze wzgledu na konieczno$é¢ wyobraze-
nia sobie przez badajacego tréjwymiarowego obrazu serca i odniesienia tego
do obrazu dwuwymiarowego widocznego na monitorze aparatu USG. Daje
to mozliwo$§¢ wytrenowania lepszej koordynacji reka-oko [46]. Podobne

mozliwosci daja inne rodzaje takich trenazeréw przeznaczone do badania
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przezprzetykowego (TEE), ktére nie wymaga takich zdolnosci manualnych jak
TTE, ale lepszej orientacji w przestrzeni skanowanego obiektu [42]. Jednym
z takich symulatoréw jest urzadzenie EchoCom TEE stworzony do symulagji
echokardiografii przezprzelykowej. Oprécz mozliwosci jednoczesnego kontro-
lowania zaleznosci miedzy potozeniem sondy, a wyswietlanym obrazem, bada-
jacy ¢wiczy réwniez technike postugiwania si¢ aparatem do tego typu badan
dzigki manekinowi, wchodzacemu w skfad symulatora [47]. Inny symulator
do badan TEE jest dostgpny w Internecie i opracowany zostal na podstawie
danych z badai tomografii komputerowej, skonwertowanych do odpowied-
nich skali szarosci, wlasciwych dla obrazu ultrasonograficznego. Urzadzenie to
nie oferuje badania w czasie rzeczywistym, natomiast jego nickwestionowana
zalety sg zestawy réznych danych zaréwno fizjologicznych, jak i zwiazanych
z szeregiem wad serca, co nadaje treningowi wielokierunkowy i poznawczy

charakter [42]
3.2. Symulatory USG w ginekologii i poloznictwie

Badanie USG u kobiety w ciazy pozwala na zidentyfikowanie prawidlo-
wego rozwoju lub wystepowania réznych patologii ptodu [13]. Po raz pierwszy
wazng role badad USG w skanowaniu plodu zauwazono w latach 60 XX w.,
ktére wykonywano w celu zobrazowania anatomii rozwijajacego si¢ dziecka
i jego polozenia [48]. Kolejne lata przyniosty rozwéj zastosowan badan USG
umozliwiajacych skanowanie ptodu w zakresie nieprawidtowosci rozwoju i ba-
dania fozyska. Lata 70 i 80 XX w. to poczatek badan przesiewowych oraz uzy-
cia metody Dopplera w kolorze, a na przetomie lat 90 XX w i 2000 mozliwe
bylo ogladanie ptodu w 3D/4D oraz badanie niedokrwistoéci. Istote roli ultra-
sonografii w praktyce ginekologicznej podkreslaja stowa bylego prezesa the
Royal College of Obstetricians and Gynaecologists zapytanego o najwazniejsze
postepy w ginekologii XXw : "Ultrasonografia, ultrasonografia, ultrasonografia”
[49]. Dowodzi to, jak wazna rolg przypisuje si¢ USG w tej dziedzinie i jak waz-
ne jest szkolenie mlodych lekarzy ginekologéw i potoznikéw, aby z najwigksza
dokladnoscia i precyzja potrafili uzywaé dostgpnych metod ultrasonograficz-
nych w swojej pracy. Dane literaturowe wskazuja, ze aby posiada¢ nalezyte
umiejetnosci podczas wykonywania badania przezpochwowego i przezbrzusz-
nego, stazysci szkolacy si¢ w zakresie ginekologii bez zastosowania symulato-
16w potrzebowali wigcej niz 24 miesiace doswiadczenia klinicznego i 12-24
dni szkolenia w wyspecjalizowanych jednostkach ultrasonograficznych [50].

Wynik te wskazuja, ze wlasciwe szkolenie z wykorzystaniem nowoczesnych
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urzadzen pozwoli nie tylko skréci¢ czas szkolenia, ale tez wzmocni pewnosé
siebie i zapewni poprawnos$¢ wykonywania przez lekarza badania ultrasono-
graficznego. Szkolenie na symulatorach dodatkowo umozliwia ginekologom
i poloznikom zapoznanie si¢ z mozliwymi anomaliami plodu, ktére sa tak
rzadkie, ze czg$¢ lekarzy moze je zobaczy¢ jedynie raz lub nie zobaczy ich
w praktyce zawodowej [12]. Pierwsze symulacje USG plodu koncentrowaly
si¢ na treningu skanowania serca dziecka za pomoca interaktywnych multime-
diéw dostgpnych w postaci biblioteki dyskéw laserowych przedstawiajacych
anomalie serca plodu polaczonych z tréjwymiarowym modelem tego narzadu
[51]. Technika ta w ocenie recenzujacych ja pracownikéw ochrony zdrowia
okazala si¢ by¢ cenna pomocy szczegdlnie w zakresie oceniania orientacji prze-
strzennej serca [51].

W przypadku niektérych badan rozwijajacego si¢ dziecka, istota symu-
lacji thwi w zastosowaniu wiasciwego modelu badanej czgsci ciata. Tak jest
w przypadku symulatora amniopunkcji wykonywanej pod kontrolg USG,
gdzie model utworzony z zelatynowej formy stuzy gléwnie do nabywania pre-
cyzji i zdolnosci stereotaktycznych, szczegdlnie istotnych podczas tego badania [31].

W nabywaniu umiej¢tnosci praktycznych przez ginekologéw i potozni-
kéw wykorzystywane sa réwniez urzadzenia imitujace badanie noworodkéw
jak na przyklad symulator badania USG przezciemiaczkowego wykonywane-
go w celu obrazowania wnetrza czaszki dziecka. Symulatory te umozliwiaja
¢wiczenie skanowania glowy na specjalnie przygotowanym modelu [19,52].
Pierwszy symulator do takiego badania pod nazwa CranUS zaprezentowali
Markov-Wetter i in. [52]. Urzadzenie to zostalo zastosowane migdzy innymi
w celu nauki wlasciwego pozycjonowania sondy USG, aby uzyska¢ jak naj-
istotniejsze klinicznie informacje. Ulatwia to interfejs urzadzenia, ktéry oprocz
widoku 2D skanowanego obiektu, zawiera réwniez informacj¢ o aktualnym
potozeniu modelu [52]. Inny symulator, stworzony przez W. Arthusa i in. [19]
umozliwia odnalezienie i oznaczenie nawet 30 struktur w mézgu dziecka [19].

Oprécz opisanych symulatoréw badan USG plodu, powstaly réwniez
urzadzenia szkolace studentéw i lekarzy ginekologéw w standardowym ba-
daniu ginekologicznym. USG przezpochwowe jest szczeg6lnie waznym ba-
daniem, poniewaz umozliwia wykrycie szeregu nieprawidlowosci i patologii
macicy u pacjentki i w tym zakresie moze sta¢ si¢ alternatywa dla rezonansu
magnetycznego [53]. Nalezy podkresli¢, ze jest to badanie intymne i wymaga
duzego profesjonalizmu i umiejetnosci od lekarza ginekologa. Jednym z urza-
dzen przygotowujacych lekarzy do wykonywania badai symulator ScanTra-

iner z modufem przeznaczonym do ultrasonografii przezpochwowej. Sktada si¢
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z monitora i sondy podtaczonych do urzadzenia dotykowego, ktéry zapewnia
kompatybilno$¢ poruszanej sondy z obrazem na monitorze, uzyskanym od
rzeczywistych pacjentéw [54]

3.3. Symulatory zabiegéw pod kontrola USG

Symulatory USG sa réwniez wykorzystane do nabywania umiejetnosci
przez lekarzy w dziedzinach, gdzie ultrasonografia pozwala na kontrole prze-
prowadzanego zabiegu inwazyjnego. Jednym z takich zabiegéw jest brachyte-
rapia, polegajaca na wprowadzaniu ziarna radioaktywnego do guza. Pod kon-
trola USG przeprowadzane sa takie zabiegi w przypadku m.in. raka prostaty,
szyjki macicy i odbytu [55]. W przypadku raka prostaty niewlasciwe wprowa-
dzanie igly z ziarnem radioaktywnym moze powodowa¢ zniszczenie sasiednich
tkanek, dlatego tak wazna jest duza precyzja podczas przygotowan do plano-
wanego zabiegu [3,20]. Nowotwér gruczotu krokowego jest najczesciej wyste-
pujacym nowotworem w USA. W Polsce w roku 2018 odnotowano 16414
przypadkéw zachorowan [56]. W przypadku podejrzenia tego nowotworu
wykonuje si¢ biopsj¢ pod kontrolg USG, pobierajac wycinek prostaty. Wy-
maga to od lekarza skoordynowania ruchéw reki w tréjwymiarowej anatomii
prostaty w stosunku do dwuwymiarowego obrazu na monitorze. Stworzony
do imitowania tego zabiegu symulator Biopsym pozwala na trenowanie przez
lekarza umiejgtno$ci zaréwno za pomoca specjalnego narzedzia dotykowego,
jak i myszki standardowego komputera stacjonarnego co sprawia, ze proces
uczenia si¢ jest fatwiejszy i bezpieczny dla pacjenta [57,58].

Symulatory wykonywania biopsji pod kontrola USG maja cz¢sto wysoka
ceng, dlatego istnieje kilka rozwiazarni, aby umozliwi¢ symulacje warunkéw tej
procedury. W celu imitowania biopsji nerki pod kontrolg USG zaproponowa-
no uzycie nerki $wini wszczepionej pod pier§ indyka. Struktura ta nasladuje
ludzkg nerke pod wzgledem wielkosci i glebokosei narzadu, echogenicznosci
i ogélnej strukeury [59]. Inne tanie rozwigzanie majace symulowaé warunki
wprowadzania cewnika nadlonowego pod kontrolag USG zaproponowat Non-
de i in. [60], a stworzenie takiego symulatora jest mozliwe z prostych materia-
téw dostgpnych w kazdym gabinecie zabiegowym [60]. Rozwigzania te, mimo
prymitywnosci budowy moga wiernie odwzorowywac obraz uzyskany podczas
skanowania zywego pacjenta i sg szczegdlnie potrzebne w sytuacji ograniczo-
nych zasobéw finansowych [59,60].

Innym zabiegiem przeprowadzanym pod kontrolg USG jest dooskrzelo-

wa aspiracja iglowa, w ktérej proces zdobywania umiej¢tnosci przez operatora
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wymaga dlugiego okresu uczenia si¢ [61], dlatego symulator do tego typu
badania wydaje si¢ by¢ niezbednym narzedziem w edukacji pulmonologéw
i chirurgéw klatki piersiowej. Takim symulatorem jest the AccuTouch
Flexible Bronchoscopy Simulator zawierajagcym modut do treningu ultrasono-

grafii dooskrzelowej [62,63].

4, SKUTECZNOSC ZASTOSOWANIA SYMULATOROW USG
W EDUKAC]JI MEDYCZNEJ

W ciagu wielu lat od powstania pierwszych symulatoréw USG przepro-
wadzono szereg badan, ktdre sprawdzaly jak trening z uzyciem takiej metody
wplywa na postep edukacyjny lekarzy, ratownikéw medycznych, studentéw
kierunkéw medycznych oraz innych uzytkownikéw symulatoréw. Wyniki
tych ocen jednoznacznie wskazywaly, ze symulatory zostaly uznane za cenne
narzedzie w edukacji ze wzgledu na szereg zalet [7,18,69].

Wykazano, ze trening na symulatorach moze znaczaco podnies¢ u lekarzy
poziom pewnosci siebie podczas wykonywania badania USG i w konsekwengji
ograniczy¢ pobyt pacjenta w gabinecie lekarskim. Istotnym elementem, kté-
ry o tym decyduje jest mozliwo$¢ wielokrotnego powtarzania poszczegdlnych
czynnosci na symulatorze [18]. Jest to szczegdlnie istotne przy wykonywaniu
badar, ktdre s3 mato komfortowe lub wstydliwe zaréwno dla pacjenta i dla
lekarza, jak na przyklad USG dopochwowe. Zastosowanie do edukacji lekarzy
i studentéw medycyny symulatoréw USG zamiast badai zywych pacjentéw,
nalezy uwaza¢ za rozwiazanie korzystne, poniewaz nie powoduje znaczacych
réoznic w skutecznosci pézniejszego diagnozowania, a daje mozliwo$é whasciwe-
go przygotowania personelu medycznego do pracy zawodowej [64]. Podobne
whnioski wyciagnieto uzywajac do treningu protokotu FAST (ang. The Focused
Assessment with Sonography for Trauma) symulatora SonoMan, sprawdzajac
w trakcie badania dwie grupy studentéw tj. grupe badawcza, ktéra uzywata do
treningu ww. symulatora i grupe kontrolna, ¢éwiczaca na zywych pacjentach.
Ewaluacja wynikéw osiagnie¢ edukacyjnych obu zespotéw na zywych pacjen-
tach wykazata, brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy poréwnywanymi
grupami, co pozwala stwierdzi¢, ze zastapienie zywych modeli symulatorami
nie wplywa negatywnie na proces zdobywania umiej¢tnosci w postugiwania si¢
metoda ultrasonografii [7]. Nalezy réwniez podkresli¢, ze w szkoleniu ultraso-
nograficznym istotne znaczenie ma liczba samodzielnie wykonanych skanéw
przez lekarzy, a nie ilo§¢ godzin dydakeycznych, ktéra spedzajg przy urzadze-
niu [65]. Dodatkowa zaleta wykorzystania symulatoréw USG w edukagji
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medycznej jest wprowadzenie metod interaktywnego nauczania co w efekcie
pozwala zmniejszy¢ czas poswigcony na przekazanie wiedzy przez prowadza-
cych i sprawia, ze studenci szybciej nabywaja praktycznych umiejetnosei [66].

Bardzo istotne w kwestii wyciggania wnioskéw na temat trenazeréw USG
jest badanie poziomu satysfakeji ich uzytkownikéw i uwag jakie zglaszaja.
W 2013 Uniwersytet Zachodniej Anglii wlaczyt do metod ksztalcenia pody-
plomowego w zakresie ultrasonografii uzycie trenazera ScanTrainer. Dla wielu
studentéw wykonywanie badania na tym urzadzeniu bylo lepsza metoda nauki
niz jedynie zapoznawanie si¢ z tresciami teoretycznymi z podrecznika czy wy-
ktadu, co znaczaco podniosto wiedze szkolacych si¢ 0séb w zakresie stosowanie
techniki USG. Istotng kwestia wymieniana przez badanych byta réwniez moz-
liwo$¢ zobaczenia rzadko wystepujacych patologii, ktére niemozliwe s3 do za-
obserwowania w standardowych warunkach [18]. W przypadku symulatoréw
bronchoskopii pod kontrolg USG badania jednoznacznie wykazaly, ze trening
za pomocg symulatoréw przynosi szybsze efekty niz konwencjonalne nabywa-
nie wiedzy, a ponadto pozwala na odciazenie pacjentdw, na ktérych zwykle
odbywalo si¢ szkolenie lekarzy [63]. Inne badania przeprowadzone na grupie
uzytkownikéw symulatora CAE Vimedix pokazaly, ze 40 os6b na 41 bada-
nych uwaza uzycie trenazeréw USG za warto$ciowe narzedzie w nauczaniu
i ¢éwiczeniu umiejetnosci wykonywania badan przez lekarzy, a az 100% bada-
nych sadzilo, ze ich uzycie powinno by¢ na stale wpisane w program nauczania
szkét medycznych [67]. Uzycie tego samego symulatora w przypadku treningu
PoCUS (ang. Point of Care Ultrasound) sprawilo, ze osoby poddane szkoleniu
uzyskaly pewien stopieli kompetencji wlasciwy w zakresie zdobywania i inter-
pretowania obrazéw na monitorze aparatu USG [68]. Préby przeprowadzone
na rezydentach radiologii przed ich pierwszymi nocnymi dyzurami wykazaly,
ze trening symulacji ultrasonograficznej moze by¢ dobrym narzedziem w wy-
kryciu stabych punktéw badajacego i ich korekty przed spotkaniem z pacjen-
tem w warunkach klinicznych [29].

Na przyklad symulator SonoTrainer zostal poddany szczegétowej oce-
nie przez lekarzy praktykujacych na tym urzadzeniu. Osiemdziesiat procent
oceniajacych stwierdzilo, ze jako$¢ generowanego obrazu jest dobra, a 96%
badanych oceniato swoje efekty ksztalcenia na symulatorze jako dobre (w skali:
zty/umiarkowany/dobry). Wszyscy z nich natomiast zgodzili si¢, ze powinien
on na state znalez¢ si¢ wéréd urzadzen shuzacych do edukacji medycznej [12].
Przeprowadzona przez Dromeya et al. [69] metaanaliza majaca na celu ustale-
nie czy symulacja jest skuteczng metodg nabywania umiejetnosci prakeycznych

w zakresie poloznictwa jednoznacznie wskazala na fakt, ze jest ona najlepsza
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metodg w ksztalceniu studentéw w zakresie ultrasonografii, a przynosi jeszcze

lepsze rezultaty, gdy jest poszerzona o whasciwe przygotowanie teoretyczne [69].

S. PROBLEMY, WYZWANIA 1 PERSPEKTYWY
DALSZEGO STOSOWANIA SYMULATOROW USG
W EDUKAC]JI MEDYCZNE]J

Szereg badan sprawdzajacych uzytecznos¢ symulatoréw USG w edukagji
medycznej umozliwia wyciagniecie wnioskdw na temat zastosowania i proble-
moéw, ktore nalezy rozwiazaé w najblizszej przysztosci [62]. Jednakze, istotnym
elementem w ocenianiu efektywnosci takiego rodzaju treningu jest pézniejsze
skonfrontowanie zdobytej wiedzy z realnym $rodowiskiem klinicznym i zy-
wym pacjentem [68].

Jednym ze zglaszanych probleméw dotyczacych uzytkowania symulato-
ré6w USG byly odstgpstwa od rzeczywistego obrazu uzyskiwanego na moni-
torze aparatu USG. Wykazano, ze w przypadku symulatora ultrasonografii
dooskrzelowej, obraz uzyskiwany na wysokosci strun glosowych odpowiada
obrazowi obserwowanemu w zwyklym bronchoskopie elastycznym, co moze
by¢ mylace dla studentéw, szczegdlnie na poczatku edukacji w zakresie po-
prawnosci wykorzystania techniki USG [62]. Jednocze$nie w omawianym sy-
mulatorze dooskrzelowym obrazowane wezly chlonne sa lepiej widoczne niz
w standardowym badaniu, co réwniez moze wplywaé na wyniki procesu na-
uczania i wykonywania badad USG w realnych warunkach [62,63]. W niekt6-
rych symulatorach USG, pomimo dobrego obrazu na monitorze, studenci roz-
poznawali inne struktury niz podawal klucz odpowiedzi w oprogramowaniu
urzadzenia, co skutkowalo niezaliczeniem sesji treningowej [18]. Kolejnym
zglaszanym aspektem dotyczacym nieprawidlowosci wyswietlanego obrazu na
symulatorach USG byly liczne artefakty powstajace w wyniku procesu rekon-
strukcji obrazu szczegdlnie podczas zmiany plaszczyzny skanowania, utrud-
niajace studentom wnioskowanie [29]. Wada niektérych symulatoréw jest
niedostatecznie dobry obraz, ktéry nie urzeczywistnia deformacji obrazu pod
wplywem kompresji sondy i nie zachowuje realizmu oddziatywania pomiedzy
naciskiem sondy, a odksztalceniem manekina. Problem ten wynika z réznicy
w strukturze manekina i ciala cztowieka, wykazujacych inne wlasciwosci
fizyczne [70].

Ograniczenia w postugiwaniu si¢ symulatorami USG dotycza réwniez
kontaktéw lekarz-pacjent, dlatego konieczne jest takie dobranie treningéw

symulacyjnych, aby uczacy si¢ (szczegélnie studenci medycyny) mogli naby¢

330



ZASTOSOWANIE SYMULATOROW USG W EDUKAC]JI MEDYCZNE]

jak najwiecej umiejetnosci komunikacyjnych dotyczacych kontaktéw mie-
dzyludzkich [71]. Czgsto pojawiajacym si¢ problemem, w treningu z uzyciem
symulatoréw USG jest brak w poblizu do$wiadczonej osoby, ktérej studenci
mogliby zadawa¢ dodatkowe pytania i zasigga¢ rad w przypadku pojawiajacych
si¢ watpliwosci [18].

Wyzwaniem dla nowych generacji symulatoréw USG jest lepsza poréw-
nywalno$¢ obrazu na urzadzeniu do warunkéw rzeczywistych, zaprojektowa-
nie manekinéw w najwickszym stopniu oddajacych funkcjonowanie ludzkiego
ciala i jego poszczegdlnych organéw oraz wyeliminowanie bledéw pojawia-
jacych si¢ w oprogramowaniu [63,72]. Przy konstruowaniu nowych urza-
dzen warto réwniez zwréci¢ uwage na specyficzne wyposazenie i mozliwosci
symulatora dostosowane do przeprowadzania konkretnych badan lub biopsji
w warunkach kontroli USG. Na przyktad przy testowaniu symulatora do USG
przezodbytniczego szczegdlna uwage zwrécono na potrzebe rozbudowania
tego urzadzenia o moduly symulacyjne do biopsji prostaty i pulsacji tetniczych
podczas zastosowania metody Dopplera [23]. Wyzwaniem dla konstruktoréw
symulatoréw USG jest poprawienie i ciagle udoskonalanie urzadzen, aby moz-
liwie najwierniej oddawaly warunki panujace podczas badania USG [63,72].
Ponadto symulatory powinny odzwierciedla¢ jak najwigcej zaréwno fizjolo-
gicznych, jak i patologicznych przypadkéw dla lepszego oswojenia si¢ perso-
nelu medycznego z réznymi sytuacjami spotykanymi podczas badania USG
[7]. Nalezy jednak podkresli¢, ze wykorzystanie symulatoréw USG jest tylko
jedna z mozliwosci ksztalcenia lekarzy, a kazda sesja treningowa powinna by¢
skojarzona dla maksymalizacji umiejetnosci z wiedza ksigzkowa oraz z kon-
taktem z zywym pacjentem [9,10,29,72]. Konieczne jest zatem sprawdzenie
wielu symulatoréw USG pod katem skutecznosci treningu w przelozeniu na
realne warunki kliniczne [68,73], ktére bezposrednio przeloza si¢ na poprawe
kompetencji zawodowych szkolacych si¢ lekarzy[74-706]

6. PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwosci, ze symulatory USG wniosty nowa jakos¢ do
ksztalcenia studentéw, lekarzy, ratownikéw medycznych i innych pracow-
nikéw shuzby zdrowia. W przypadku ultrasonografii trening na zywych pa-
¢jentach jest bardzo czasochlonnych i klopotliwy oraz wielokrotnie nie daje
mozliwosci zapoznania si¢ z rzadko wystepujacymi patologiami oraz mozli-
wosci ¢wiczenia na przyklad biopsji pod kontrolg USG W celu przyspieszenia

edukacji pracownikéw medycznych w zakresie prawidlowego wykonywania
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i interpretowania badait USG zwraca si¢ coraz wicksza uwage na wykorzy-
stanie urzadzeri symulujacych proces i przebieg badania w toku nauczania na
studiach medycznych. Narzedziami, ktére pomaga w nabywaniu umiejetno-
$ci praktycznych w zakresie ultrasonografii sa symulatory USG. Nie wplywaja
one negatywnie na proces ksztalcenia si¢ w zakresie poznawania zasad ultra-
sonografli, a nawet poprawiajg umieje¢tnosci éwiczacych zaréwno w zakresie
poprawnego skanowania, jak i postugiwania si¢ urzadzeniem. Pomimo, ze na
rynku oferowanych jest wiele réznych symulatoréw USG, to jednak niektére
z nich wymagaja dopracowania m.in. w zakresie wiernosci przekazywanego
obrazu. Alternatywa dla urzadzen stacjonarnych sa oprogramowania dostgpne
w Internecie, ktére pozwalaja na trening badania USG w kazdych warunkach,
jednak brak sondy w wyposazeniu niektérych z tych oprogramowan ogranicza
zakres wykonywania wielu ¢wiczent. Nalezy podkresli¢, ze symulatory USG
powinny stanowi¢ wyposazenie kazdej uczelni ksztalcacej studentéw medycy-
ny oraz szpitali klinicznych, w ktérych wykonuje si¢ skomplikowane zabiegi
z wykorzystaniem tej techniki. Praca z symulatorami USG powinna stanowi¢
wazny etap przygotowujacy lekarzy do wykonywania zabiegdw, pozwalajacy
zapoznal si¢ z nowoczesnymi urzadzeniami rutynowo stosowanymi w medy-
cynie, ale nie moze by¢ traktowana jako podstawowe zrédlo wiedzy lekarskiej

w zakresie wykonywania badari USG.
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Abstrakt:
W ostatnim czasie nastapil istotny postep w diagnostyce i leczeniu szeregu guzéw litych. Wsréd
najbardziej innowacyjnych strategii leczenia nowotworéw szczegélne miejsce zajmuje immuno-
terapia, ktdra opiera sw6j mechanizm dzialania na pobudzaniu ukladu odpornosciowego, posia-
dajacego wrodzone przeciwnowotworowe strategie obronne. Najnowsza jej odmiana jest terapia
CAR-T, wykorzystujaca chimeryczne receptory antygenowe (ang. chimeric antygen receptors
— CARs). Osiagnela ona ogromny sukces kliniczny w terapii nowotworéw hematologicznych,
szczegblnie w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej (acute lymphoblastic leukemia — ALL)
oraz chloniaka rozlanego z duzych komérek B (diffuse large B-cell lymphoma — DLBCL).
Komérki CAR-T sa limfocytami T pacjenta, poddanymi procesom inzynierii genetycznej. Mo-
dyfikacja in-vitro genomu limfocytéw T zapewnia im nowe przeciwnowotworowe wiasciwosci,
przez co nowo powstale reprogramowane limfocyty T (CAR-T) nazywane s ‘zywym lekiem’.
Mimo niewatpliwego postepu, jaki terapia CAR-T dokonala w zakresie hematoonkologii, wy-
zwaniem dalej pozostaje terapia guzéw litych. Poprawa skutecznosci tej formy immunoterapii
sa obecnie obicktem wielu badan klinicznych. Znamienita wigkszo$¢ z nich skupia si¢ przede
wszystkim na poprawie wlasciwosci komérek CAR-T oraz przezwyciezeniu niekorzystnego,
immunosupresyjnego wplywu mikro§rodowiska guza na ich aktywnos¢. Kluczowymi wyzwa-
niami w zastosowaniu komérek CAR-T w leczeniu innych nowotworéw stanowig trzy obsza-
ry: rozpoznanie, migracja oraz przezycie w odniesieniu do komérki nowotworowej. Niniejszy
rozdzial poswiecony jest oméwieniu podstawowych zagadnieni zwiazanych z terapia CAR-T
guzéw litych, przedstawieniu gléwnych przeszkéd w jej optymalizacji i zwigkszeniu potencjatu
antynowotworowego, a takze opisaniu przyszlych strategii terapeutycznych, kierunku zmian
oraz rozwoju terapii CAR-T w przysztosci.

Stowa kluczowe: guz lity, immunoterapia, CAR-T, receptor
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Abstract:

Recently, some significant progress has been made in the field of diagnosis and treatment the
number number of solid tumors. Immunotherapy occupies a special place among the most in-
novative cancer treatment strategies as its mechanism of action is based on a stimulation of the
immune system together with its innate anti-cancer defense responses. Its latest version is CAR-
T-T therapy which uses chimeric antigen receptors (chimeric antygen receptors - CARs). It has
achieved great clinical success in the treatment of hematological malignancies, especially in the
treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) and diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL).
The CAR-T cells are the patient’s T cells that have been genetically engineered. In-vitro modi-
fication of the T lymphocytes’ genome provides them with new anti-cancer properties, making
the newly created reprogrammed T lymphocytes (CAR-T) called 'living medicine'. Despite the
undoubted progress made by CAR-T therapy in the field of hematooncology, the treatment of
solid tumors remains a challenge. Improving the effectiveness of this form of immunotherapy is
currently the target of many clinical trials. The vast majority of them focus primarily on impro-
ving the properties of CAR-T cells and overcoming the negative, immunosuppressive influence
of the tumor microenvironment on their activity. The key challenges in the use of CAR-T cells
in the treatment of other cancers are three areas: recognition, migration and cancer cell survival.
This chapter discusses the fundamental issues of CAR-T therapy for solid tumors, describes the
main obstacles to its optimization and enhancement of anti-cancer potential, as well as describes
future therapeutic strategies, direction of change and future development of CAR-T therapy.

Keywords: solid tumor, immunotherapy, CAR-T, receptor

1. WSTEP

Immunoterapia z wykorzystaniem hybrydowych receptoréw CAR (Chi-
meric Antigen Receptors) to mloda, innowacyjna strategia leczenia nowotwo-
réw. W ostatnim czasie amerykariska Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA, Food
and Drug Administration) zarejestrowala oficjalnie dwie terapie, z ktérych
jedna wykorzystuje lek Kymriah (Novartis) w leczeniu chioniaka rozlanego
z duzych komérek B (DLBCL - diffuse large B-cell lymphoma) oraz nawroto-
wej i opornej na leczenie ostrej biataczki limfoblastycznej z komérek B (B-ALL,
acute lymphoblastic leukemia), a druga lek Yescarta (Kite Pharma) w lecze-
niu chloniaka pierwotnego srédpiersia z duzych komérek B ( PBBCL - pri-
mary mediastinal large B-cell lymphoma) oraz nawracajacego lub opornego
na leczenie DLBCL [1]. Wyposazone w chimeryczne receptory limfocyty T
zyskuja nowe wlasciwosci oraz nabywaja zdolno$¢ do efektywniejszego roz-
poznawania specyficznych antygenéw na komoérkach nowotworowych [2].
Gl6éwna ideq terapii jest uzyskanie w stosunkowo krétkim czasie komérek nie
tylko odporniejszych, ale tez zdolnych do wzbudzenia w organizmie pacjenta
silniejszej odpowiedzi immunologicznej. Fake, iz komérkami bazowymi, pod-
danymi procesom inzynierii genetycznej, sa naturalne i nieobce dla pacjenta
jego whasne limfocyty T, sprawia, ze dzialaja one jak ‘zywy lek’, zapewniaja-
cy szybki i dlugotrwaly efekt terapeutyczny [3]. Jednakze heterogenicznosé
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komérek nowotworowych guzéw litych oraz ich réznorodna lokalizacja w or-
ganizmie sprawiaja, iz zastosowanie terapii CAR-T w ich leczeniu napotyka
wiele przeszkéd. Naleza do nich immunosupresyjne mikrosrodowisko nowo-
tworu, toksyczno$¢ on-target i off-target, zwiazana z obecnoscig antygenéw
nowotworowych na zdrowych komérkach oraz odmienny poziom ekspresji
antygenéw powierzchniowych [4]. W celu przezwycigzenia przeszkéd, jakie
leza na drodze implementagji tej terapii do programéw leczenia guzéw litych,
wykorzystano wiele mozliwosci oferowanych przez inzynieri¢ genetyczna. Jed-
na ze strategii jest inaktywacja receptora programowanej $mierci 1 (ang. pro-
grammed death receptor 1, PD-1), ktéry naturalnie wyst¢puje na powierzchni
limfocytéw T. Czasteczka ta odpowiada za hamowanie odpowiedzi przeciw-
nowotworowej oraz znacznie zwigksza podatno$¢ limfocytéw T na supresje,
a nawet apoptoz¢. Jej zwiazanie z ligandami PD-L1 i PD-L2 hamuje aktywa-
cje ukladu odpornosciowego, a sam szlak PD-1/PD-L1 uznawany jest za me-
chanizm ucieczki komérek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego
[5]. Dodatkowo, aby zniwelowa¢ niekorzystne dziatanie receptora PD-1, wy-
korzystywane sa specyficzne przeciwciata skierowane przeciwko tym czastecz-
kom. Poprzez redukcj¢ populacji komérek supresorowych w mikrosrodowisku
guza, odpowiedz przeciwnowotworowa komérek CAR-T ulega zwickszeniu
[6]. Najtrudniejsza jednak kwestia, ktdra stoi na drodze przeniesienia sukcesu
terapii nowotwordéw hematologicznych do terapii guzéw litych jest wybér tar-
getowego antygenu dla komérek CAR-T. Trwajace obecnie na calym $wiecie
liczne badania kliniczne maja na celu odnalezienie takich antygendw, ktére
z jednej strony beda wykazywaé ekspresj¢ na wszystkich komérkach nowo-
tworowych, a z drugiej nie beda obecne na powierzchni komérek zdrowych.
Mimo wielu staran, jak dotad zadna z terapii CAR-T w leczeniu guzéw litych
nie zostala oficjalnie zarejestrowana. Optymistycznym wydaje si¢ jednak fake,
iz w samych Chinach trwa obecnie ponad 40 badan klinicznych, ktére skon-
centrowane sg wokét guzéw narzadowych i mozliwosciach wdrozenia terapii
CAR - T do ich leczenia (rycina 1.) [7]. Ponizszy rozdziat poswigcony jest ana-
lizie badari klinicznych nad terapia guzéw litych, przeszkéd, kedre nalezy po-
kona¢, aby te terapi¢ wdrozy¢ oraz przedstawieniu kierunku przyszlych zmian
oraz strategii rozwoju nowatorskiej immunoterapii CAR -T.
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Rycina 1. Chiny - wybrane badania kliniczne oceniajace skuteczno$é¢ terapii CAR-T
w leczeniu guzéw litych [Zrédlo: heeps://www.clinicaltrials.gov]

2. PRZESZKODY W LECZENIU GUZOW LITYCH
TERAPIA CAR-T

Sukces terapii CAR-T wywodzi si¢ z hematoonkologii, w ktérej wyka-
zano wysoka skuteczno$¢ w leczeniu ALL oraz DLCBL a takze innych nowo-
tworéw hematologicznych, z ekspresja antygenu powierzchniowego CD-19.
W osrodkach medycznych na calym $wiecie trwa obecnie ponad 100 badan
klinicznych, ktérych celem jest powielenie sukcesu terapeutycznego terapii
CAR-T w guzach litych [8]. Mimo wielu toczacych si¢ badari nad odnalezie-
niem odpowiednich antygenéw, jak dotad nie udalo si¢ przenies¢ tej strategii
leczenia na inne nowotwory niehematologiczne. Liczne bariery, wynikajace z
heterogenicznosci tych guzéw oraz ich mikrosrodowiska sa przyczyna wolniej-
szego i trudniejszego procesu projektowania takich komérek CAR-T, ktére po
infuzji do organizmu pacjenta przynioslyby oczekiwany efeke terapeutyczny

- remisj¢ choroby [rycina 2.] [8].
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(a) CAR T-cell-induced autoimmunity
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy 3 najwicksze bariery w zastosowaniu terapii
CAR-T do leczenia guzéw litych: a) identyfikacja odpowiednich antygenéw doce-
lowych oraz autoimmunizacja wywolana komérkami CAR-T; b) dotarcie komérek
CAR-T do komérek nowotworowych i infiltracja guza; c) pokonanie bariery immu-
nosupresyjnego mikrosrodowiska guza; [Zrédlo:hteps://ascpt.onlinelibrary.wiley.com/
doi/full/10.1002/cpt.1280]

2.1 Transport komérek CAR-T i infiltracja guza

Terapia komérkami CAR-T w przypadku nowotworéw hematologicz-
nych jest mniej ograniczona w poréwnaniu do guzéw litych, poniewaz komér-
ki CAR-T krazace w krwioobiegu majg staly kontakt z komérkami nowotwo-
rowymi. W drugim przypadku, komérki nie zawsze sa w stanie spenetrowac
tkanki guza przed $rédblonek naczyniowy [13]. Dodatkowo, szereg mechani-
zméw supresorowych w obrebie tkanki guza znacznie ogranicza mozliwosci
infiltracji komérek CAR-T do jego wnetrza. Jednym z nich jest nadekspresja
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receptora dla endoteliny B, prowadzaca w konsekwencji do mechanizmu ‘re-
gulacji w dot dla czasteczki ICAM-1, uniemozliwiajac przenikniecie komé-
rek CAR-T poza naczynie krwiono$ne. Z drugiej strony migracja komérek
CAR-T zalezy od poziomu ekspresji chemokin tj.: CCL11 i CCL1, ktéry
zmniejszony jest w przypadku komérek guzéw litych [14]. Skutkiem wszyst-
kich wyzej opisanych proceséw, migracja i infiltracja masy guza przez komér-
ki CAR-T jest w duzym stopniu ograniczona [15]. Ze wzgledu na trudnosci
w dotarciu do komérek guza, opracowano strategic miejscowego podawania
zmodyfikowanych limfocytéw T jako alternatywe dla drogi ogélnoustrojowej,
stosowanej w terapii guzéw hematologicznych. Pozytywna odpowiedz w ba-
daniach przedklinicznych uzyskano w wyniku wewnatrzczaszkowego podania
leku w terapii glejaka wielopostaciowego. Podobny wynik otrzymano w te-
rapii migdzybloniaka oplucnej, wybierajac zamiast drogi systemowej, droge
dooplucnows [16]. Komérki CAR-T modyfikowane sa w ten sposdb, ze na
ich powierzchni pojawiajg si¢ specyficzne receptory dla chemokin, w szczegél-
nosci CCR2 i CCR4, ktérych znaczng ekspresje obserwuje si¢ na komérkach
nowotworowych guza, co w oczywisty spos6b wzmacnia adhezj¢ zmodyfiko-
wanych limfocytéw (rycina 3.) [17]. Aby zwigkszy¢ szanse komérek CAR-T
na dotarcie i infiltracj¢ masy nowotworowej w guzach litych, w dalszym stop-
niu modyfikuje si¢ strukture receptora CAR lub faczy z wektorem w postaci
wirusa onkolitycznego, doprowadzajac ostatecznie do wzmacnienia odpowie-
dzi zapalnej w obrgbie guza [18]. Zamiast rutynowego modyfikowania lim-
focytéw T i dostosowywania struktury ich receptoréw do specjalnego profilu
chemokin wydzielanych przez komérki nowotworowe, bardziej preferowana
metodg jest zmiana profilu wydzielanych chemokin na takie, na ktére limfo-
cyty T wezesniej reagowaly. Do tej transformacji profilu chemokin guza uzy-
wany jest wlasnie wirus onkolityczny, powodujacy, ze komoérki guza zdolne
sa do wydzielania czasteczki CCL5. Do grupy receptoréw, ktérych ekspresja
rutynowo zachodzi na powierzchni komérek CAR-T naleza czasteczki z grupy
RANTES: CCR1, CCR3, CCR5. Polaczenie ekspresji CCRS5 i wirusa onkoli-
tyczneo, jako wektora genu dla chemokiny swoistej dla tego receptora - CCL5,
dato pozytywna odpowiedZ w badaniach przedklinicznych, zmniejszajac popu-
lacje komérek nowotworowych [18,19].

2.2 Bariera immunosupresyjnego $srodowiska

Kolejnym waznym wyzwaniem w efektywnym namierzeniu komérek no-

wotworowych przez komérki CAR-T jest pokonanie immunosupresyjnego
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srodowiska guza (TME - tumor microenvironment). W przeciwieistwie do
nowotwordéw hematologicznych, w ktérych nie wystepuja lokalne szlaki supre-
sji immunologicznej, guzy lite moga by¢ nacickane w duzym stopniu przez
komérki promujace ich proliferacj¢, angiogenezg oraz tworzenie przerzutéw w
innych tkankach [20]. Limfocyty T regulatorowe (Tregs), komérki supresyjne
pochodzace z linii mieloidalnej (MDSCs - myeloid-derived suppressor cells)
oraz populacje makrofagéw M2 (TAMs- tumor-associated macrophages) sa
czotowym przykladem komérek supresorowych w mikrosrodowisku guza [21].
Komérki te odpowiadaja za wzrost i proliferacje komérek nowotworowych,
dzigki lokalnej produkeji czynnikéw wzrostu, cytokin i chemokin
tj.: VEGF, IL-4, IL-10 oraz TGFp, tym samym znacznie ograniczajac odpo-
wiedz przeciwnowotworows [19]. Tak niekorzystne warunki z licznymi czyn-
nikami supresorowymi panujacymi w najblizszym otoczeniu guza, znaczaco
ograniczaja mozliwoéci zastosowania terapii CAR-T w ich leczeniu. Liczne
badania naukowe skupily si¢ wigc na prébach wzmocnienia funkeji komérek
CAR-T poprzez modyfikacje ich szlakéw metabolicznych. Ich celem bylo za-
pewnienie komérkom wigkszej aktywnosci i odpornosci w niesprzyjajacych
warunkach panujacych w mikrosrodowisku guza. Jak wiadomo, wysoki po-
ziom adenozyny zewnatrzkomérkowej oraz reaktywnych form tlenu (ROS -
reactive oxygen species) naleza do czynnikéw zakl6cajacych efektywne funk-
cjonowanie limfocytéw T. Analogicznie do nich dziala wysokie st¢zenie potasu
zewnatrzkomérkowego w obrebie guza, ktére hamuje fosforylacje kinazy Akt-
mTOR zaleznej od receptora TCR limfocytéw T, zmniejszajac wtdrnie ich
aktywnos¢ efektorowa. Obecne dziatania inzynierii genetycznej skupily si¢ na
zwickszeniu ekspresji biatka kanalowego dla potasu, majacego zapewni¢ wigk-
szy pozakomérkowy wyplyw jondw, niwelujac tym samym niekorzystny
wplyw ich wysokiego stezenia [22]. Badania wykazaly, ze inhibicja aktywnosci
supresorowych komérek w mikrosrodowisku guza jest niezbednym czynni-
kiem do uzyskania pozadanego efektu terapii CAR-T w guzach litych. Dziata-
nia wykorzystujace przeciwciala supresorowe w polaczeniu z deplecjq limfocy-
tow T regulatorowych oraz MDSCs przyniosty pozadany efekt w badaniach
na modelach zwierzecych [23,24]. Inng grupa komérek, wykazujacych ekspre-
sj¢ bialka aktywujacego fibroblasty (FAP- fibroblast activation protein) sa fi-
broblasty zwiazane z nowotworem (CAFs - cancer-associated fibroblasts). Sa
one subpopulacja komérek podscieliska, ktére nie tylko sprzyjaja wzrostowi
guza, ale tez nasilaja angiogenez¢ oraz przyczyniaja si¢ do przebudowy macie-
rzy miedzykomdrkowej. Odgrywajg one kluczows role w ksztaltowaniu im-

munosupresyjnego charakteru TME poprzez uwalnianie bialek macierzy
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy wyizolowanie limfocytéw T z krwi obwodowej pa-
cjenta na drodze leukaferezy oraz interakcje komérek CAR-T z antygenami swoistymi
nowotworowo na powierzchni tkanek guza. Po pobraniu od pacjenta limfocytéw T
poddane s3 one procesom inzynierii genetycznej, w wyniku czego na ich powierzchni
dochodzi do ekspresji receptoréw CAR, ktdrych targetem sa markery nowotworowe
komorek docelowych. Przed infuzja do organizmu pacjenta, ulegaja one proliferacji
w warunkach in-vitro. Po infuzji, dzi¢ki obecnosci receptora CAR, Iacza si¢ one z od-
powiednim ligandem na powierzchni guza, prowadzac do sekrecji cytokin oraz czyn-
nikéw indukujacych apoptoze. W konsekwencji, wszystkie te mechanizmy prowadza
do $mierci komérek nowotworowych [Zrédto:hteps://stemcellres.biomedcentral.com/
articles/10.1186/s13287-020-02128-1]

pozakomérkowej (ECM - extracellular matrix), oslabiajacych zdolnos¢ do
penetracji komoérek T. Przedmiotem obecnych badan jest stworzenie komoé-
rek CAR-T, ktérych targetem bedzie biatko FAP oraz stworzenie populagji
komérek CAR-T zdolnych do wydzielania enzyméw rozkladajacych ECM,
a wtornie do lizy samego guza [25]. Druga strategia rozwoju jest zaprogramo-
wanie komérek CAR-T zdolnych do syntezy prozapalnej IL-12, doprowadza-
jac tym samym do modyfikacji TME oraz zwickszonej aktywacji i rekrutacji
makrofagéw [26]. Liczne zespoly badawcze prébowaly wzmocni¢ aktywnosé
komérek CAR-T, wykorzystujac zaréwno adoptywny transfer limfocytéw T,
jak i czynniki modulujace ECM. Inna strategia terapeutyczna, ktéra wykazala
znaczacy skuteczno$¢ jest wykorzystanie inhibitoréw punktéw kontrolnych,

348



INNOWACJE W LECZENTU GUZOW LITYCH - ZASTOSOWANIE TERAPII CAR-T

ktérych celem sa szlaki: PD1/PD-L1 oraz CTLA-4 [27]. W tym przypadku
modyfikacja komérek CAR-T polega na uwalnianiu przeciwciat anty-PD-L1
skierowanych przeciwko czasteczkom PD-1 oraz LAG3, wykorzystujac meto-
d¢ CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
[28]. Podczas gdy przeciwciata anty-CTLA-4 wzmacniaja odpowiedz przeciw-
nowotworowa endogennych limfocytéw T w sposéb znany, to analogiczny
mechanizm, w jakim stymuluja one egzogenne komérki CAR-T do tej sa-
mej odpowiedzi nie zostal wyjasniony. Co wiecej, przeciwciala anty-CTLA-4
moga wywola¢ odpowiedz immunologiczna na drodze zewnatrzkomérkowej,
poprzez redukeje liczby limfocytéw T regulatorowych CLTA4+, towarzysza-
cych komérkom CAR-T [29].

2.3. Specyficznos¢ antygenowa w guzach litych

Najwickszym wyzwaniem we wdrozeniu terapii CAR-T do leczenia
guzéw litych jest odnalezienie odpowiedniego antygenu powierzchniowego
na komérce docelowej. Jedng z dominujacych whasciwosci komérek nowo-
tworowych w guzach litych jest ich wysoka heterogeniczno$¢, co oznacza, ze
wykazuja one rézng morfologic i odmiennos¢ profili fenotypowych. Ta nie-
jednorodno$¢ populacji komérek nowotworowych wplywa niekorzystnie na
skuteczno$¢ immunoterapii, ze wzgledu na ograniczone mozliwosci identyfi-
kowania ich przez uklad odpornosciowy. Aby wyeliminowa¢ problem niskiej
swoistosci antygenowej oraz réznej ekspresji antygenéw na réznych komér-
kach, konieczne jest wyposazenie komérek CAR w jeszcze bardziej swoiste dla
tych antygendw receptory. Jednym z proponowanych antygenéw dla komoérek
CAR-T jest specyficzny receptor naskérkowego czynnika wzrostu EGFRvIII
(ang. epidermal growth factor variant III), uznawany za jedyny antygen swo-
isty dla nowotworu, rozpoznawany przez komérki CAR-T. Wykazano, ze jego
ekspresja zachodzi wylacznie na powierzchni komérek nowotworowych raka,
jednak nie na komérkach zdrowych organizmu, co czyni go idealnym kandy-
datem docelowym dla reprogramowanych limfocytéw T [9,10]. Tak zaprojek-
towane limfocyty, ukierunkowane na czasteczke EGFR, znacznie zmniejszaja
toksyczno$¢ oraz zwigkszajg efektywnos$¢ odpowiedzi immunologicznej. Sto-
sunkowo mata ilo§¢ antygenéw swoistych nowotworowo znaczaco ogranicza
mozliwoéci wykorzystania komérek CAR-T. Wigkszo$¢ obecnych badan sku-
pia si¢ wi¢c na zidentyfikowaniu odpowiedniego antygenu, ktéry postuzylby
jako idealny target dla komérek CAR-T (rycina 4.).
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W celu pokonania bariery heterogenicznosci antygenowej podjgto probe wy-
korzystania koekspresji kilku receptoréw na pojedynczym limfocycie T, za-
programowania poziomu ich ekspresji na powierzchni samej komérki oraz
zwielokrotnienia ilosci domen rozpoznajacych antygen w obrebie jednego
receptora CAR [11]. Potencjalnym celem dla komérek CAR-T sa réwniez
markery macierzystych komérek nowotworowych, jak w przypadku czasteczki
CD133, ktérej to ekspresja warunkuje owa heterogenicznos$¢ komoérek guzéw
litych. Wykorzystanie jej jako komérki targetowej dla komérek CAR-T znacz-
nie ograniczyloby réznorodnos¢ fenotypowa, a przez to polepszylo przeciwno-

wotworowa odpowiedz immunologiczna [12].
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Rycina 4. Grafika przedstawiajaca najwazniejsze guzy lite oraz ich antygeny nowotwo-
rowe, bedace obecnie przedmiotem bada nad wdrozeniem terapii CAR-T [Zrédto:
hetps://science.sciencemag.org/content/359/6382/1361/tab-article-info]
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3. TERAPIA CAR-T W LECZENIU GUZOW LITYCH -
NAJNOWSZE POSTEPY

7 uwagi na mnogo$¢ mechanizméw, w jakich nowotwory powoduja su-
presje limfocytéw T, ilo$¢ potencjalnych modyfikacji genetycznych komérek
CAR i ilo¢ terapii skojarzonych, bedacych przedmiotem badan jest réwnie
nieograniczona. Ta cz¢$¢ rozdzialu pos$wigcona jest ocenie najnowszych wy-
nikéw badan nad wdrozeniem terapii CAR-T w leczeniu konkretnych guzéw

litych oraz analizie jej efektywnosci w badaniach przedklinicznych. (rycina 5.).

SOLID CAR T CLINICAL TRIALS - PER TARGET SOLID CAR T CLINICAL TRIALS - PER APPROACH

VEGFR2 AXL (p191
CD20
AFP co70

CDBO/86 .
0/8 Loco-regional

P16

NY-ESO-1

NKG2D ligands
Mucie

Claudin18.2
cMet
DRS

gional + cytokines
MuC1

ines + mitigation ot toxicity
MMP neutralization + cytokines

me7 DLL-3

Only CAR (i.e. without JFS
further optimization
specific to solid tumors)

TME neutralization

TME neutralization +
mitigation of toxicity
TME neutralization + other

FAP
FR-alpha oiticr

Other + mitigation of toxicity
Mitigation of toxicity

HER2 GPC3 gpl00

Rycina 5. Wykresy kotowe przedstawiajace 1. udzial procentowy badan klinicznych
nad konkretnymi antygenami targetowymi dla komérek CAR-T oraz 2. udzial pro-
centowy badanych mechanizméw dziatania komérek CAR-T [Zrédlo: hteps://link.
springer.com/article/10.1007/s40259-019-00368-z]

3.1 Rak jajnika

W roku 2018 rak jajnika byt 7 najczestszym nowotworem wystepujacym
u kobiet w skali $wiata oraz drugim najczgstszym, po raku piersi, nowotworem
u kobie po 40. roku zycia [30]. Ze wzgledu na wysoka tendencj¢ nawrotéw tej
choroby nowotworowej, mimo zastosowanego wczesniej leczenia chirurgicz-
nego oraz chemioterapii wielolekowej, konieczne jest wdrozenie nowatorskich,
skuteczniejszych metod leczenia. Jednym z wykorzystywanych w badaniach
antygenéw targetowych dla komoérek CAR-T jest swoista nowotworowo gli-
koproteina TAG72, ktérej ekspresje obserwuje si¢ na znacznej ilosci komérek
raka jajnika. Zgodnie z wynikami badari, zhumanizowane, ukierunkowane na
marker TAG72 komérki CAR-T wykazaly istotng cytotoksyczno$é w terapii
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raka jajnika. Ograniczyly tez znaczaco potencjal proliferacyjny komoérek no-
wotworowych, a badania prowadzone na modelach zwierzecych potwierdzity
wydtuzenie dtugosci zycia [31]. Kolejnym przykladem komérek CAR-T wy-
kazujacych silny potencjat przeciwnowotworowy w badaniach in-vitro byly
komérki ukierunkowane na marker MUC-16. Wykazano, ze dozylne lub
dootrzewnowe wstrzykniccie komérek MUC16-CAR-T moze catkowicie za-
hamowa¢ progresj¢ raka jajnika lub doprowadzi¢ do redukgji ztosliwych ko-
morek w badaniach na modelach mysich. Tym samym pokazano, jak bardzo
kluczowym markerem jest czasteczka MUC-16, mogaca zosta¢ wykorzystana
jako potencjalny target w terapii raka jajnika. Inne badania wykazaly réw-
niez skuteczno$¢ w dzialaniu komérek CAR-T ukierunkowanych na receptor
Her2 w mechanizmie hamowania wzrostu komérek linii raka jajnika SKOV
3, wykazujacych ekspresj¢ tego receptora na swojej powierzchni [32]. Inny-
mi komérkami CAR-T, ktére doprowadzily do zahamowania wzrostu i pro-
gresji komoérek raka jajnika byly komérki CAR-T nakierowane na czasteczki
5T4, FRa, CD19 oraz MSN. Ekspresje¢ receptoréw na powierzchni limfocy-
téw T nakierowanych na dwie ostatnie czasteczki uzyskano z wykorzystaniem
transferu genéw przez wektor w postaci lentiwirusa. Badania w warunkach in-
-vitro daly pozytywna odpowiedz, doprowadzajac do redukc;ji liczby komérek
nowotworowych raka jajnika [33].

3.2. Rak piersi

Badania nad markerami targetowymi dla komérek CAR-T w terapii po-
tréjnie ujemnego raka piersi (TNBC - Triple-Negative Breast Cancer) wy-
kazaly skuteczna odpowiedz po infuzji zmodyfikowanych limfocytéw T. Po
rozpoznaniu markera MUCI, znajdujacego si¢ na powierzchni komoérek
TNBC, obserwowano wzmozong syntez¢ substancji tj.: granzymu B, INF--y
oraz innych cytokin i chemokin przez limfocyty T pomocnicze. W badaniach
wykazano, ze pojedyncza infuzja komérek MUC28z-CAR-T spowodowata
istotne ograniczenie proliferacji komérek TNBC na modelach zwierzecych
po ksenotransplantacji [34]. Podobny efekt osiagnicty zostal w badaniach
przedklinicznych z wykorzystaniem komérek CAR-T przeciwko antygenowi
HRGI1P. Perspektywa wykorzystania receptoréw z rodziny HER w projekto-
waniu komérek CAR-T moglaby znaczaco utatwi¢ pokonanie bariery opor-
nosci na terapi¢ bazujaca na inhibitorach owych receptoréw [35]. Poza wyzej
wymienionymi targetami dla komérek CAR-T obiecujacg alternatywa wydaje
si¢ by¢ mezotelina. Jej identyfikacja przez zmodyfikowane limfocyty CAR T
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Ze SWOis i receptorami powierzchnio i stanowi prekursoro oWy ce
istymi receptorami ierzchniowymi stanowi prekursorowy nowy cel

immunoterapii w leczeniu raka piersi [36].
3.3. Rak prostaty

Dwoma najbardziej powszechnymi celami terapeutycznymi w immuno-
terapii CAR-T raka gruczotu krokowego sa antygeny: swoisty antygen gruczo-
tu krokowego (PSA - prostate specific antigen) oraz antygen macierzystych ko-
moérek nowotworowych raka prostaty (PSCA- prostate stem cell antigen) [37].
Udowodniono, ze komérki PSCA-CAR-T wykazuja silng migracje w kierun-
ku komérek nowotworowych wraz z silnym efektem cytotoksycznym. Badania
kliniczne przeprowadzone przez Junghans i wsp. oraz Slovin i in. potwierdzily

bezpieczenistwo i skutecznos¢ tej terapii w leczeniu raka prostaty [38,39].
3.4. Rak nerki

Wedlug ostatnich badani najnowszym celem terapii komérkami CAR-T
w raku nerki jest anhydraza weglanowa IX (CA-IX, carboxy-anhydrase-IX).
CA-IX to metaloproteaza katalizujaca odwracalng reakcje uwadniania dwu-
tlenku wegla. CA-IX jest rowniez jednym z dwéch izoenzyméw transblono-
wych, ktére sg silnie eksprymowane w niektérych nowotworach. Moga by¢
one zaangazowane w zakwaszanie srodowiska zewnatrzkomérkowego otaczaja-
cego komérki nowotworowe, tworzac mikrosrodowisko sprzyjajace wzrostowi
i rozprzestrzenianiu si¢ nowotworu. Ekspresja CA-IX wiaze si¢ réwniez z gor-
szym rokowaniem u pacjentéw nie tylko z rakiem nerki, ale tez z rakiem pluc,
piersi, szyjki macicy i mézgu [40]. To niepozorne biatko daje duza nadzieje
dla immunoterapii z powodu ekspresji takze w obrebie komérek: sluzéwki
zotadka, nablonka dwunastnicy, jelita cienkiego oraz drég z6tciowych. Co cie-
kawe, zaobserwowano, ze hipoksja stymuluje zwigkszong ekspresje CA-IX na
powierzchni wielu tkanek oraz ze sama zwigkszona ekspresja CA-IX jest nie-
zaleznym markerem prognostycznym gruczolakoraka przelyku i zotadka [41].
W badaniach z wykorzystaniem komoérek CAR-T skierowanych na to biatko
uzyskano pozytywna odpowiedz w postaci efektu cytotoksycznego w stosunku

do komérek nowotworowych raka nerki.
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3.5. Rak zotadka

Ostatnie badania wykazaly, ze bezposrednia, donowotworowa iniekcja
bispecyficznych komérek Trop2/PDL1 CAR-T znaczaco ograniczyla wzrost
guza, osiagajac silniejszy efekt supresyjny, w poréwnaniu z iniekcja komé-
rek CAR-T specyficznych tylko dla Trop2. Oznacza to zatem, ze nowator-
skie komérki Trop2/PDL1 CAR-T uczestnicza w szlaku Trop2/PDL1 oraz
blokadzie punktéw kontrolnych w obrebie komérek raka zotadka. Wywieraja
pozytywny wplyw na cytotoksycznos¢ obserwowana nie tylko w raku zotadka,
ale tez innych guzach litych [42]. Podobny efekt zahamowania wzrostu guza
osiagnigto po iniekcji komérek CAR-T specyficznych dla mezoteliny, obejmu-
jac czasteczki: scFv, CD3(, CD28. W terapii raka zoladka brane pod uwage
sa takze komérki CAR-T specyficzne dla antygenéw, do ktérych zaliczamy:
klaudyne 18.2, NKG2D, FOLR1 oraz Her-2 [43,44]. W ostatnim badaniu
Jung i in. wykazali skutecznos¢ infuzji limfocytéw CAR -T specyficznych dla
ICAM-1 podanych samodzielnie lub w polaczeniu z chemioterapeutykiem -
paklitakselem. Ta terapia stanowi obiecujace podejécie, ktdre moze znacznie

poprawi¢ rokowania pacjentéw, zwlaszcza z wysoko zaawansowanym rakiem

zotadka [45].
3.6. Rak trzustki

Wykazano w najnowszych badaniach, ze komérki CAR-T wykazujace na
swojej powierzchni ekspresje receptora dla CXCR2 szybciej migruja w kie-
runku mikrosrodowiska guza z ekspresja IL-8. W badaniach in vitro oraz na
mysich modelach udowodniono takie skuteczno$¢ terapii komérkami B7-
H3 CAR-T w leczeniu gruczolakoraka trzustki. Co wigcej, badania kliniczne
pierwszej fazy na grupie pacjentéw cierpiacych na: raka watrobowokomérko-
wego, raka trzustki, raka zoladka oraz raka jelita grubego wykazaly supresoro-
wy potencjal komérek CD133-CAR-T na tworzenie przerzutéw odleglych w
ww, nowotworach [46]. Oprécz czasteczki CD-133 badane s takze inne an-
tygeny docelowe dla komérek CAR-T tj.: CD24, CEA, PSCA, MUC-1, FAP,
mezotelina oraz Her-2. Trwajace obecnie badania przedkliniczne i kliniczne
majg oceni¢ w najblizszej przysztosci skuteczno$¢ terapii z wykorzystaniem ich

jako swoistych targetéw dla zmodyfikowanych limfocytéw T [47,48].
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3.7. Rak ptuc

Udowodniono pozytywny wplyw limfocytéw ROR1-CAR-T na wzmoc-
nienie odpowiedzi przeciwnowotworowej w obrebie komérek ludzkiego gru-
czolakoraka pluc linii A549. Co ciekawe, komorki te, infiltrujac masg guza
oraz jego mikrosrodowisko, doprowadzaja do stopniowej redukgji licznych
warstw komoérek nowotworowych [49]. Podobny efekt przeciwnowotworo-
wy uzyskano w odpowiedzi na podanie komérek EGFRVIII-CART, ktére to
po infuzji sprawnie zidentyfikowaly, dotarly oraz doprowadzity do zniszczenia
komorek linii A549, uwalniajac jednoczesnie cytokiny tj.: granzym B, IFN-y
oraz TNF-a. Co wigcej, badania na modelach mysich pokazaly, ze komérki
EGFRVIII-CART znaczaco zmniejszyly ilos¢ przerzutéw pochodzacych z ko-
morek ludzkiego gruczolakoraka ptuc linii A549 z jednoczesnym wydtuzeniem
dtugosci zycia modelu, bez towarzyszacych jakichkolwiek skutkéw ubocznych
[50]. Wykazano réwniez, ze pozadany cel terapeutyczny w leczeniu raka ptuc
mozna osiagna¢ dzigki wykorzystaniu antygenéw tj.: mezotelina, EphA2,
PCSA oraz mucyna-1 [51]. Pojawily si¢ doniesienia o skutecznosci limfocytéw
PD-L1-CAR -T w stosunku do komérek raka niedrobnokomérkowego phuc
(NSCLC - non-small cell lung carcinoma), wykazujace ekspresje PDL-1 oraz
EGFR. Oprécz zaobserwowanego efektu cytotoksycznego, u czg¢éci pacjentéw
z PDL-1+ NSCLC doszlo do petnego wyzdrowienia [52]. W ostatnich bada-
niach przeprowadzonych przez Chen i in. wskazano na potencjal czasteczki
DLL3 jako atrakcyjnego targetu dla komérek CAR w leczeniu raka drobnoko-
moérkowego ptuc (SCLC - small cell lung carcinoma). Odpowiednio zmodyfi-
kowane komérki CAR-T wykazywaly silny efekt cytotoksyczny w stosunku do
linii komérkowych SCLC: H82, H196 oraz H446 [53].

3.8. Rak jelita grubego

Wedtug najnowszych wynikéw badan terapia komérkami CAR-T moze
okazac¢ si¢ skuteczng formga leczenia takze raka jelita grubego. Do grupy najbar-
dziej obiecujacych antygenéw, ktére moglyby zapewnic¢ sukces terapeutyczny
zaliczamy czasteczki: NKG2D, CD133, GUCY2C, TAG-72 [46, 54]. Zgod-
nie z badaniami Humbach i in. mezenchymalne komérki macierzyste podda-
ne inzynierii genetycznej tak, aby uwalnia¢ cytokiny IL-7/12 takze zwigkszaly
przeciwnowotworowg aktywnos¢ komérek CAR-T. Mechanizm ich dzialania
polegal na zmianie profilu wydzielanych czasteczek bioracych udzial w powsta-
waniu procesu zapalnego z limfocytéw Th2 na limfocyty Th1 i Th17 w obrebie

355



M. SWIATKO, M. WATROBA, N. WOZNIAK, A. MALCZYK, M. NICZE

mikro§rodowiska guza [55]. Zgodnie z wynikami wcze$niejszych badani wie-
my, ze zwigkszona ekspresja kinazy DCLK 1 na komérkach raka jelita grubego
jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym, zwickszajacym $miertelnos¢.
Wykorzystujac ten fakt, najnowsze badania wykazaly, ze komérki CAR-T
ukierunkowane na ww. antygen, kinaz¢ DCKL, sa w stanie skutecznie wy-
eliminowa¢ komorki raka jelita grubego zaréwno z ogniska pierwotnego, jak

iz przerzutéw [56].
3.9. Rak watroby

Wedtug stanu na rok 2020, badania nad mozliwosciami zastosowania te-
rapii CAR-T w leczeniu raka watrobowokomérkowego (HCC - hepatocellular
carcinoma) sg dopiero na swoich poczatkowych etapach. Badaniom podda-
wane sa komoérki CAR-T, dla ktérych targetem sa antygeny tj.: CEA, glipi-
kan 3 (GPC3), mucyna-1, czasteczka adhezji komérek nablonkowych oraz
antygen rakowo-plodowy (CEA - carcinoembrionic antigen). W badaniach
przedklinicznych ich skutecznos$¢ oraz potencjalna pézniejsza mozliwos¢ dal-
szych badan pod katem wykorzystania ich w terapii raka watroby zostaly po-
twierdzone [57]. Zastosowanie przeciwcial anty-GPC3 w polaczeniu z terapia
CAR-T moze sta¢ si¢ innowacyjna strategia leczenia zto$liwych nowotworéw
tego narzadu. W wyniku badan in vitro oraz in vivo na modelach zwierzecych,
przeprowadzonych przez Liu i in. wykazano, ze przeciwcialo monoklonalne
32A9 w polaczeniu z terapia CAR-T prowadzi do $mierci GPC3+ komérek
raka watrobowokomérkowego oraz regresji choroby na mysich modelach raka
[58]. Kolejne badania potwierdzily réwniez skuteczno$é terapii komérkami
GPC3/CAR-T wydzielajacymi cytokiny IL-15 i IL-21, zdolne do wywotania
odpowiedzi przeciwnowotworowej w stosunku do komérek raka watrobowo-

komérkowego [59].
4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Badania przedkliniczne i kliniczne pokazaly, ze terapia CAR-T stanowi
obiecujaca alternatywe dla leczenia guzéw litych. Jest to niewatpliwie naj-
bardziej innowacyjna, dostgpna obecnie, opcja terapeutyczna w leczeniu za-
awansowanych nowotworéw, zwlaszcza w hematoonkologii. Ta nowatorska
immunoterapia jest owocem interdyscyplinarnej, migdzynarodowej wspot-
pracy lekarzy, bioinzynieréw genetycznych oraz biotechnologéw z calego

$wiata. Jednak sukces tej terapii jak na razie ograniczony jest do nowotworéw
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hematologicznych. Dalszy rozwéj badan nad wdrozeniem terapii CAR-T do
programéw leczenia nowotworéw nie hematologicznych wymaga¢ bedzie wie-
lu nowych badari oraz pokonania wielu istniejacych juz barier, takich jak: im-
munosupresyjne mikrosrodowisko guza, heterogennos¢ komérek nowotwo-
rowych oraz identyfikacja najwlasciwszego antygenu, bedacego targetem dla
komoérek CAR-T. Konieczne s3 nie tylko nowe badania, ale i dalszy postep
juz trwajacych w zakresie nastepujacych plaszczyzn: 1. optymalizacja komérek
CAR-T poprzez usprawnienie ich aktywagji, 2. efektywniejsze rozpoznawanie
i docieranie do komérek nowotworowych oraz 3. zmniejszenie toksycznosci
terapii. Dalsze poszukiwania nowych, bardziej optymalnych domen sygna-
lizacyjnych i stymulujacych dla receptora CAR stanowi kolejny cel badan.
Zastosowanie bispecyficznego receptora CAR jest obiecujaca droga, mogaca
doprowadzi¢ do wzmocnienia odpowiedzi swoistej na antygen nowotworowy,
ograniczajac jednoczesnie szkodliwy wplyw na zdrowe komérki. Ze wzgle-
du na znaczng heterogeniczno$¢ komérek, dalsze perspektywy udoskonalenia
terapii CAR-T zakladaja personalizacje projektowanych komérek pod katem
kazdego pacjenta osobno. Taka strategia - strategia odpowiedniego dostoso-
wania do indywidualnego profilu antygenowego nowotworu jest kierunkiem,

w ktérym zmierza i dalej podaza innowacyjna immunoterapia CAR-T.
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PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA
KOMOREK MACIERZYSTYCH
W GOJENIU RAN BEZ POWSTANIA BLIZNY
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Studenckie Koto Naukowe im. Zbigniewa Religii przy Katedrze Biofizyki w Zabrzu,
Wydziat Nauk Medycznych w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Abstrakt

Gojenie si¢ rany jest ztozonym procesem obejmujacym kilka faz: zapalenie, proliferacje i prze-
budowe tkanki. Warunkiem prawidlowej regeneracji skéry jest harmonijna wspétpraca miedzy
komérkami, czynnikami wzrostu, cytokinami i chemokinami. Zaburzenie réwnowagi w ktérej-
kolwiek z faz skutkuje powstaniem blizny. Gojenie rany, ktére prowadzi do wytworzenia zbli-
znowacialej tkanki moze by¢ wynikiem m.in. przedluzajacego si¢ stanu zapalnego, nieprawidlo-
wej syntezy widkien kolagenowych lub nadprodukeji macierzy zewnatrzkomérkowej. Obecnosé¢
blizn w obrebie skéry prowadzi do zaburzeri zaréwno fizycznych, jak i psychicznych. Obecnie
wyrézniamy szereg metod leczenia, jednakze zadna z nich nie przynosi satysfakcjonujacych re-
zultatéw. W zwiazku z tym, zaistniala potrzeba szukania nowych rozwiazad, ktére polepszylyby
jakos¢ zycia pacjentdw. Obiecujacym celem terapeutycznym sa komérki macierzyste ze wzgledu
na ich ogromny potencjal rozrodezy i zdolno$¢ do inicjacji rozwoju w kierunku wielu typéw
komérek. W gojeniu rany najistotniejsze jest ich réznicowanie do keratynocytéw, fibroblastéw
i komorek srédblonka naczyni. Dodatkowo wydzielaja rézne czynniki wzrostu, ktére moga sty-
mulowa¢ endogenne komérki rezydujace w tozysku rany. Dokladne mechanizmy, dzicki keé-
rym przeszczepione komérki moga stymulowaé proces gojenia nie zostaly wyjasnione. Préby
stosowania komorek macierzystych sa w trakcie badan przedklinicznych i klinicznych. W pracy
zostaly przedstawione rodzaje komoérek, ktdrych zastosowanie daje najwigksze nadzieje na sku-
teczng terapi¢. Zanim stang si¢ powszechng metoda leczenia musza przej$¢ szereg szczegdtowych
badani, w celu oceny bezpieczenistwa ich stosowania.

Stowa kluczowe: blizna, gojenie rany, mezenchymalne komérki macierzyste z galarety Wharto-
na, ludzkie komorki macierzyste plynu owodniowego, komdrki macierzyste z tkanki thuszczowej,

Abstract
Wound healing is a complex process, which involves several phases: inflammation, proliferation
and tissue remodelling. The condition for proper skin regeneration is a harmonical cooperation
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between cells, growth factors, cytokines and chemokines. Any kind of imbalance in any of the
phase’s results in a scar formation. Scars can be a result of prolonging inflammation, faulty syn-
thesis of collagen fibers or overproduction of the extracellular matrix. Forming scars lead to both
physical and psychological disorders. Nowadays, there are various treatments methods, however,
none of them provide in satisfactory results. Therefore, there is a need for a search of new solu-
tions, which would improve patient’s life quality. Stem cells are promising therapeutic target,
which have immense reproductive potential and an ability to differentiate into many types of
tissues. They can support wound healing through differentiation into keratocytes, fibroblasts
and endothelial cells. Additionally, by secreting various growth factors they can stimulate en-
dogenic cells residing directly in the wound. Precise mechanisms, thanks to which transplanted
cells can stimulate wound healing process, have not been explained. The attempts of the usage of
the stem cells are under preclinical and clinical trials. The paper outlines the types of cells whose
application offer tremendous hope for effective therapy. Before they become a common treat-
ment method, they must undergo several in-depth studies in order to evaluate safety of their use.

Keywords: scar, wound healing, Wharton’s jelly-derived mesenchymal stem cells, human
amniotic fluid stem cells, adipose-derived mesenchymal stem cells

1. WSTEP

Co roku, u milionéw pacjentéw na $wiecie pojawiajg si¢ blizny po opa-
rzeniach, urazach i operacjach [1]. Obecnos¢ blizn w obrebie skéry niesie ze
soba konsekwencje fizyczne (uposledzenie funkeji narzadu, ograniczenie ru-
chu), jak réwniez wiaze si¢ z oddzialywaniem w sferze psychicznej [2,3]. Zwia-
zane jest to ze zmniejszona akceptacja siebie i obnizong samoocena, co ma
implikacje w funkcjonowaniu w spoleczenistwie [4].

Obecnie medycyna oferuje kilka schematéw leczenia blizn, w tym: kor-
tykosteroidy, krioterapie, radioterapig, laseroterapie, terapie¢ uciskowa, zel sili-
konowy, ale zadna z tych metod nie prowadzi do catkowitego usunigcia blizny
(5,6].

Regeneracja uszkodzonej skéry z wytworzeniem w miejscu urazu blizny
jest skutkiem wspéldziatania réznych rodzajéw komérek, czynnikéw wzrostu,
chemokin i cytokin [2,7]. Skéra niektorych gatunkéw zwierzat charakteryzuje
si¢ ogromnymi mozliwo$ciami regeneracyjnymi, ma zdolnos¢ naprawy uszko-
dzenia bez wytworzenia blizny [8]. Pelna regeneracja skéry zachodzi réwniez
u plodu. Skéra ptodu do 24 tygodnia ciazy jest w stanie wygoi¢ si¢ nie pozo-
stawiajac zadnego Sladu. W pézniejszym okresie rozwoju wlasciwosci regenera-
cyjne skéry maleja [8-10]. Wykorzystanie metod nasladujacych proces gojenia
ran u plodu moze by¢ pomocne w opracowaniu skutecznej terapii minima-

lizujacej lub eliminujacej powstawanie blizn [11]. Nowatorskim podejsciem
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do leczenia blizn moglyby by¢ terapie bazujace na whasciwosciach regeneracyj-

nych komérek macierzystych [8].
2. BUDOWA 1 FUNKCJE SKORY

Skoéra jest najwickszym organem ludzkiego ciata, ktdrej powierzchnia
moze wynosi¢ nawet 2 m? [12,13]. Nieuszkodzona stanowi barier¢ mie-
dzy $rodowiskiem wewngtrznym organizmu, a $wiatem zewnetrznym [14].
Do najwazniejszych jej funkeji naleza: ochrona (zapobieganie urazom mecha-
nicznym, termicznym, chemicznym, uniemozliwianie wnikania mikroorga-
nizméw), naprawa i adaptacja (gojenie ran), odbieranie bodzcéw (obecnosé
termoreceptoréw, mechanoreceptoréw, nocyceptoréw), regulacja temperatury
ciala (zapobieganie wychlodzeniu i przegrzaniu ciata) [13,15].

Skéra jest zbudowana z dwéch gtéwnych warstw: naskérka i skéry whasci-
wej. Naskérek stanowi najbardziej zewnetrzng oraz najcierisza warstwe. W jego
sktad wchodzi kilka rodzajéw komérek: keratynocyty, melanocyty, komérki
dendrytyczne, komérki Langerhansa, komérki odpornosciowe oraz zakon-
czenia czuciowe aksonéw [16]. Najglebiej polozona jest warstwa podstawna,
obejmujaca komérki o whasciwosciach rozrodcezych, ktére sg odpowiedzialne
za proces odnowy naskérka. Keratynocyty sa dominujacym typem komorek
naskorka, ktére w warstwie podstawnej, kolezystej i ziarnistej posiadaja jadro
komérkowe i sg komérkami zywymi. W miar¢ dojrzewania keratynocytéw
w ich cytoplazmie syntezowane sg bialka strukturalne i lipidy, co stopniowo
powoduje szereg zmian w ich morfologii. Migruja one z warstwy podstawnej
w stron¢ powierzchni. Koricowym etapem ich dojrzewania jest przeksztalce-
nie si¢ w plaskie, pozbawione jadra komérkowego, komérki warstwy rogowej,
ktére w miar¢ uplywu czasu ulegaja rogowaceniu [13,17]. Czas odnowy na-
skérka w zdrowej skérze wynosi 28 dni [8].

Skére wlasciwg tworza wldkna kolagenowe i elastyczne, zatopione w ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej (ang. extracellular matrix ECM), ktére zorganizo-
wane sa w przestrzenne sieci, zapewniajac wytrzymalo$¢ i elastycznos¢ skéry.
Do komérek rezydujacych w obrebie tej warstwy zalicza sig: fibroblasty syn-
tezujace sktadniki ECM oraz makrofagi odpowiedzialne za usuwanie obcych
mikroorganizméw i fragmentéw uszkodzonej tkanki [8,15,17,18]. W obrebie
skéry whasciwej obecna jest gesta sie¢ naczyri krwionosnych i limfatycznych
oraz umiejscowione sa gruczoly potowe, fojowe oraz mieszki wlosowe [17].

Urazy towarzyszace uszkodzeniom tej warstwy s3 przyczyna powstawania blizn [8].
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Pod skéra whasciwg jest obecna tkanka podskérna, w ktérej sktad wcho-
dzg adipocyty. Ich zadaniem jest zapobieganie wychlodzeniu i przegrzaniu
oraz ochrona przed urazami mechanicznymi [15,17].

3. GOJENIE SIE RANY

Proces gojenia jest niezbedny do przywrécenia prawidlowych funkgji
skéry. Zlozony jest z kilku etapéw, ktére obejmuja: hemostaze, stan zapalny,
proliferacj¢ i przebudowe tkanki. Przebieg trzech ostatnich etapéw ma klu-
czowa role w okresleniu czy regeneracja uszkodzenia przebiegnie z nadmierna
produkcja ECM i procesem wi6knienia [11].

W naprawie uszkodzonej tkanki biora udzial jednojadrzaste komérki krwi
obwodowej, rezydentne komérki skéry, ECM, cytokiny, chemokiny, czynniki
wzrostu i czasteczki regulatorowe [16].

3.1. Hemostaza i faza zapalna

W wyniku uszkodzenia dochodzi do podraznienia zakonczen nerwéw
czuciowych skéry oraz receptoréw nocyceptywnych keratynocytéw, komé-
rek tucznych, komérek dendrytycznych, komérek $rodblonka. Z zakornczen
nerwowych uwalniana jest substancja P i peptyd zwiazany z genem kalcyto-
niny (ang. calcitonin gene-related peptide CGRP). Wynikiem dzialania tych
neuropeptyddw jest: rozszerzenie naczyni krwionosnych, zwigkszenie przepusz-
czalnosci naczyn (obrzek), rekrutacja komérek uktadu odpornosciowego i de-
granulacja mastocytéw [2]. Uszkodzenie srédblonka naczyniowego i odstonie-
cie kolagenu prowadzi do aktywacji plytek krwi, ktére uruchamiajg kaskade
krzepnigcia. Powstajacy skrzep zapobiega dalszemu wynaczynieniu krwi [19].
Ziarnistosci wydzielane przez plytki krwi maja whasciwosci chemotaktyczne,
ktére rekrutujg komérki ukladu odpornosciowego, dlatego trombocyty wyka-
zuja dwojaka funkcje: hemostatyczna i zapalna [20].

Gléwnymi komoérkami efektorowymi w inicjacji zapalenia sa neutrofile,
ktére stanowia 50% wszystkich komérek w pierwszym dniu po urazie [19].
Razem z neutrofilami wspéldzialaja makrofagi rozpoznajace struktury mole-
kularne zwiazane z uszkodzeniem (ang, damage associated molecular patterns
DAMP) i wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen associa-
ted molecular patterns PAMP) poprzez receptory PRR. Kooperacja tych komé-
rek powoduje usunigcie bakterii, martwych komérek, resztek tkanek i obcego
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materiatu. Oczyszczenie rany jest czynnikiem inicjujacym ustapienie fazy za-
palnej. Ta wspSlpraca mielomonocytowa jest kluczowa w gojeniu si¢ rany [21].

Innymi komérkami bioracymi udzial w reakgji zapalnej sa: ILC2 (pro-
mujace reepitelizacj¢ i zamknigcie rany), komérki NKT (pobudzajace réznico-
wanie miofibroblastéw i angiogenezg), limfocyty T CD8+ (uwalniajace media-
tory prozapalne, immunoregulujace i mikrobdjcze), niecyrkulujace tkankowe
limfocyty T pamigci (limfocyty T obecne w skérze w spoczynku, stanowiace
pierwsza linie pamieci immunologicznej skéry), limfocyty Treg (hamujace
nadmierng aktywno$¢ komérek odpornosciowych), limfocyty TCD4+ (uwal-
niajace cytokiny prozapalne), limfocyty B (wytwarzajace cytokiny wzmacnia-
jace proces gojenia si¢ rany) [16].

3.2. Proliferacja

Na faz¢ proliferacyjna sktada si¢ z kilku proceséw: fibroplazja (prolifera-
cja fibroblastéw i réznicowanie si¢ w miofibroblasty, odkladanie ECM), reepi-
telializacja i interakcje nablonkowo-mezenchymalne miedzy keratynocytami

i fibroblastami, angiogeneza i naprawa nerwéw obwodowych [16].
Fibroplazja

Fibroblasty sa niejednorodna i dynamiczna linia komérek, ktére cechuja
si¢ réznorodnoscia zaréwno miedzy tkankami organizmu, jak i w obrebie jed-
nej tkanki.

W skérze wihasciwej fibroblasty powierzchowne i glebokie réznia si¢ ro-
dzajem wytwarzanego kolagenu oraz fibroblasty warstwy glebokiej wytwarzaja
mniej kolagenazy.

Fibroblasty odznaczajg si¢ réwniez plastycznoscia, czyli adaptacjg do
zmian fizjologicznych pod wplywem mikrosrodowiska i czasteczek sygnato-
wych [22].

W tym procesie gléwna role odgrywaja makrofagi, ktére wydzielaja m.in.
TGEF-B, PDGF, kontrolujac wydzielanie ECM przez regulacj¢ metaloprote-
inaz i ich inhibitoréw [23]. ECM zapewnia rusztowanie dla naplywajacych
komérek, adhezje i réznicowanie [7].

W regulacji procesu fibroplazji uczestnicza réwniez neutrofile, plytki
krwi, monocyty, keratynocyty, miofibroblasty, ktére wydzielaja: IL-1, TNF-
-0, EGF, FGF-2, CTGF, IGF-1, VEGF [7]. Dojrzate fibroblasty wytwarzaja

kolagen oraz mogg przeksztalca¢ si¢ do miofibroblastéw, ktére posiadajg cechy
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komérek migsniowych gladkich, umozliwiajac skurcz rany [24]. BodZce me-
chaniczne odbierane przez fibroblasty mogg stanowi¢ sygnat do modyfikacji

ich fenotypu i wydzielania czynnikéw wzrostu [25].
Reepitelializacja

Termin reepitelializacja oznacza pokrycie uszkodzonej skéry nabtonkiem.
Rozpoczyna si¢ miedzy 16 a 24 godzina, ktéra uplynela od urazu i trwa do
fazy przebudowy. Uszkodzenia skéry sa klasyfikowane w dwéch kategoriach:
rany cze$ciowej lub pelnej grubosci. W przypadku reepitelializacji ran czgécio-
wej grubosci komérki nowego nablonka pochodza gtéwnie z komérek macie-
rzystych gruczotéw potowych i z jednostek wlosowo-tojowych, w mniejszym
stopniu natomiast z komérek rozrodczych warstwy podstawnej naskérka [26].
Rany pelnej grubosci, ktérych uszkodzeniu ulegly przydatki skéry odbudowu-
ja si¢ z keratynocytéw obecnych na brzegach rany, mogace odzyska¢ zdolnos¢
do podziatéw [27]. Komérki nadpodstawne warstwy kolczystej naskérka sta-
nowig krawedz? rany i tworzg tzw. jezyk naskérka

Aktywowane keratynocyty charakteryzuja si¢ odmienna organizacja cy-
toszkieletu, w poréwnaniu do tych w zdrowym naskérku. Aktywacja keraty-
nocytéw prowadzi do migracji komérek i przesuwania si¢ jezyka naskérka po
fozysku rany. Komérki migrujg poza krawedzie rany, proliferuja i prowadza
do odnowienia naskérka na powierzchni uszkodzenia [26,27]. W kolejnym
etapie gojenia pojawiaja si¢ bialka tworzace polaczenia skérno-naskérkowe, za-
kotwiczajace keratynocyty, ktére nastgpnie wracajg do stanu spoczynku. Bar-
dzo wazng role w reepitelializacji odgrywa ECM, cytokiny, czynniki wzrostu
wydzielane przez keratynocyty, fibroblasty, neutrofile, makrofagi i komérki
$ré6dbtonka [28].

Angiogeneza

Gléwnym bodZcem stymulujacym angiogenezg jest hipoksja tkanek, wy-
nikajaca ze zwigkszonego metabolizmu komérek naprawiajacych uszkodzona
tkanke i zmniejszonego przeplywu krwi. Do komérek bioracych najwigk-
szy udzial w tym procesie mozna zaliczy¢: makrofagi, fibroblasty, komérki
$rédblonka naczyniowego i keratynocyty. W odpowiedzi na hipoksj¢ syntezuja
one czynnik 1 indukowany hipoksja (ang. hypoxia-inducible factor 1 HIF1)
[29]. Do czynnikdéw inicjujacych powstawanie nowych naczyn krwiono$nych

zalicza sie: VEGF, VEGFA, FGE2, PDGF, TGF-B1 [30].
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Naprawa nerwéw obwodowych

Nerwy obwodowe sa w stanie zregenerowac si¢ dzigki odrastaniu kon-
céw przerwanego nerwu. Prowadzi to do ponownego polaczenia uszkodzo-
nego nerwu. Komérki biorace udziat w tym procesie to: makrofagi, komérki
Schwanna, fibroblasty oraz cytokiny prozapalne, czynniki transkrypcyjne, do-
pelniacz i metabolity kwasu arachidonowego [16].

3.3. Przebudowa tkanki

Ostatnig faza gojenia si¢ rany jest przebudowa tkanki. Trwa od kilku ty-
godni do kilku miesi¢cy i jej celem jest przywrdcenie integralnosci bariery
przez modernizacj¢ utworzonej tkanki [2]. Proces ten obejmuje: przebudowe
naczyni krwionosnych, odkladanie si¢ ECM oraz zastapienie tkanki ziarnino-
wej przez blizne. Kolagen typu III, obecny w tkance ziarninowej, jest degrado-
wany przez metaloproteinazy kolagenowe i jego miejsce zajmuje silniejszy —

kolagen typu I. Towarzyszy temu reorganizacja ECM [16,31].
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Rycina 1. Etapy gojenia si¢ rany [32]
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4. MECHANIZM POWSTAWANIA BLIZN

Blizna powstaje w wyniku zastapienia uszkodzonej tkanki gesta siecia
widkien kolagenowych, czgsto z nadprodukeja ECM, nie obserwuje si¢ nato-
miast wystgpowania gruczotéw i wloséw [33,34]. Nadprodukcja kolagenu jest
charakterystyczna dla blizn przerostowych (ang. hypertrophic scars) i bliznow-
coéw (ang. keloid scars) [35]. Powstaja one jako odpowiedz tkanki tacznej na
uraz, stan zapalny, zabieg chirurgiczny lub oparzenia [6].

Blizny przerostowe sa zwykle wypukle, czerwone lub rézowe, moga po-
wodowa¢ swedzenie. Tworza si¢ w granicach rany. Z uplywem czasu ulegaja
splaszczeniu, blednigciu, a ich wielko$¢ moze si¢ zmniejszy¢ [22,36]. Budowa
histologiczna ujawnia, ze w obrebie blizny wystepuja wiazki kolagenowe zbu-
dowane gléwnie z kolagenu typu III, o falistym wzorze, przebiegajace réw-
nolegle do powierzchni naskdrka. Obecne s réwniez miofibroblasty i mate
naczynia [6].

Bliznowce w trakcie tworzenia wykraczajg poza brzeg rany i ulegaja ewo-
lucji z biegiem czasu. Obecne w ich obrebie wlékna kolagenowe typu I i I1I nie
tworza wiazek, sa losowo zorientowane na powierzchni nablonka. Obecnos¢
miofibroblastéw nie jest obserwowana we wszystkich bliznach keloidowych.
Naczynia krwiono$ne sa zwykle niedrozne [6,34]. Za przyczyne tych zmian
jest odpowiedzialne dlugotrwale utrzymywanie si¢ sygnaléw gojenia i braku
ujemnej regulagji [6].

Procesy obserwowane w trakcie powstawania blizn to: zwigkszona synteza
kolagenu, zwigkszony stosunek wystgpowania kolagenu I do III (szczegélnie
w bliznowcach), wysoka aktywnos¢ proliferacyjna fibroblastéw. Czynnikiem,
ktéry w gléwnej mierze jest odpowiedzialny za wystgpowanie tych zmian jest
TGE-B, ktéry nie podlega inhibicji przez autokrynne mechanizmy sygnaliza-
cyjne. Fibroblasty bliznowcéw posiadaja wicksza ilo$¢ receptoréw czynnikéw
wzrostu, przez co wykazuja wicksza aktywno$¢ niz ta obserwowana w normal-
nych tkankach. Ich nadmierna proliferacja jest zwigzana réwniez z nieefek-
tywng apoptoza. Nadprodukeja i nieprawidlowy sktad ECM spowodowany
jest malg aktywno$cia metaloproteinaz macierzy pozakomérkowej (ang. ma-
trix metalloproteinases MMP) [6,35].

S. EMBRIONALNE KOMORKI MACIERZYSTE

Embrionalne komérki macierzyste (ang. embryonic stem cells ESCs) s

komérkami pluripotencjalnymi tzn. moga réznicowaé si¢ we wszystkie typy
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tkanek, ktére pochodza z trzech listkéw zarodkowych: endodermy, mezoder-
my i ektodermy [37,38]. Udowodniono, ze ESCs mogg przeksztatcad si¢ do
keratynocytéw, gléwnego typu komoérek budujacych naskérek, a ich poda-
nie w miejscu uszkodzenia wspomagalo gojenie si¢ rany [39,40]. W badaniu
przedklinicznym, w ktérym do rany pelnej grubosci u szczuréw z cukrzyca
zostaly wstrzyknicte miejscowo ESCs, zaobserwowano szybsze gojenie si¢ skd-
ry [41].

ESCs nie sa komérkami czgsto wykorzystywanymi w badaniach, ponie-
waz s3 trudne do wyizolowania oraz kontrowersje etyczne zwiazane z ich pozy-
skiwaniem ograniczaja kliniczne zastosowanie [38]. Kolejna bariera stosowania
ich w terapiach komérkowych jest mozliwo$¢ odrzucenia przez uktad odpor-
no$ciowy gospodarza i wysokie ryzyko transformacji nowotworowej [42,43].

6. MEZENCHYMALNE KOMORKI MACIERZYSTE

Mezenchymalne komérki macierzyste (ang. Mesenchymal stem cells
MSCs) sa obecne w wielu tkankach dorostego organizmu. Stanowia pulg od-
nawialnych komérek o duzych mozliwosciach regeneracyjnych i proliferacyj-
nych, umozliwiajac odnowe uszkodzonych tkanek. Sg multipotencjalne, co
oznacza, ze mogg réznicowaé si¢ w komorki réznych linii mezenchymalnych
[44]. Gléwnym ich Zrédlem jest szpik kostny, ale ze wzgledu na wysoce in-
wazyjng procedur¢ pobierania, w badaniach sa wykorzystywane alternatyw-
ne zrédta tych komérek [45]. MSCs moga by¢ pozyskiwane m.in. z: galarety
Whartona (ang. Wharton’s jelly-derived mesenchymal stem cells WJ-MSCs),
plynu owodniowego (ang. human amniotic fluid stem cells hAFS), tkanki
tuszczowej (ang. adipose-derived stem cells ASCs) [45,40].

6.1. Komérki mezenchymalne z galarety Whartona

Galareta Whartona z ludzkiej pepowiny jest fatwo dostgpnym Zrédlem
MSCs. Badania z wykorzystaniem tych komérek nie budza kontrowersji etycz-
nych [47], dlatego moga by¢ pomocne w opracowaniu nowej strategii terapeu-
tycznej wspomagajacej gojenie si¢ ran [48].

W badaniach przedklinicznych, na modelach mysich badane byly wla-
$ciwosci WJ-MSCs pod katem leczenia uszkodzonej skéry. Najlepsze rezul-
taty uzyskano, gdy zastosowano WJ]-MSCs na rusztowaniu z bezkomérkowej
blony owodniowej. Rana ulegla catkowitej regeneracji bez wytworzenia bli-

zny. Oprécz dobrego efektu estetycznego, skéra charakteryzowala si¢ bardzo
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dobrymi wiasciwosciami biomechanicznymi [46]. Inne badania prowadzone
na modelach zwierzgcych potwierdzaja gojenie si¢ rany bez oznak bliznowace-
nia tkanki [47-50]. Regeneracja skéry byta wynikiem dziatania m.in. mecha-
nizméw parakrynnych [47,48,50] oraz czynnikéw stymulujacych angiogeneze
[51], jednak w celu poznania doktadnego schematu dziatania niezbedne jest
prowadzenie dalszych badar [46]. Otrzymane wyniki wskazuja na perspekty-
we wykorzystania WJ-MSCs w leczeniu trudno gojacych si¢ ran, wplywajac na
znaczng poprawe jakosci zycia pacjentéw [48,49].

6.2. Ludzkie komérki macierzyste plynu owodniowego

Dotychczasowe badania sugeruja, ze na proces gojenia si¢ rany u plo-
du, oprécz czynnikéw wewnetrznych, moga mie¢ wplyw komoérki obecne
w plynie owodniowym [52,53]. HAFS s3 atrakcyjnymi kandydatami do tera-
pii komérkowych leczenia ran. Badania prowadzone z ich udzialem nie budza
kontrowersji etycznych. Atutami tych komorek sa: tatwos¢ pobierania z ply-
nu owodniowego, mozliwo$¢ ich przechowywania do badan prowadzonych
w pdzniejszym terminie, duzy potencjat réznicowania, ktdry nie niesie ze soba
ryzyka transformacji nowotworowej [54,55].

Badania na modelach zwierzecych, ktdrym w miejscu rany zostaly podane
hAFS, potwierdzajg wyjatkowy potencjal tych komérek, bowiem stymulowaly
naprawe skéry bez widocznych oznak blizny. Mechanizmy, ktére byly odpo-
wiedzialne za regeneracje to bezposrednie réznicowanie si¢ komérek naskérka
i keratynocytéw oraz parakrynne dziatanie czynnikéw uwalnianych przez hAFS.
Wynikiem ich dzialania bylo przyspieszenie angiogenezy, immunomodulacja
i rekrutacja endogennych komérek macierzystych. Ponadto, zwigkszona eks-
presja kolagenu III, zmniejszona liczba miofibroblastéw i przebudowa ECM
nie spowodowaly wytworzenia blizny po przebudowie tkanki. Do uzyskania
tego efektu kluczowa byta niska reakcja zapalna toczaca si¢ w pierwszej fazie
po urazie, ktéra wynikata z intensywnego wydzielania przez komérki IL-10.
Obserwowane zmiany s3 podobne do tych, ktére wystepuja podczas gojenia
si¢ skéry plodu [54,56]. Wstrzyknigte hAFS do rany pooparzeniowej przyspie-
szyly gojenie si¢ tkanki, hamowaly apoptoz¢ komérek obecnych w skérze oraz
promowaly ich proliferacje przez aktywacje szlaku PI3K/AKT [55].

Wyniki uzyskane podczas badaii na modelach zwierzecych sklaniaja do
myslenia perspektywicznego w odniesieniu do hAFS jako nowoczesnej terapii

komoérkowe;.
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6.3. Komérki macierzyste z tkanki thuszczowej

Komérki macierzyste pochodzace z tkanki ttuszczowej, dzigki swoim wiha-
$ciwoéciom biologicznym, ciesza si¢ ogromnym zainteresowaniem w medycy-
nie regeneracyjnej [57]. ADSCs maja dziatanie immunosupresyjne, moga r6z-
nicowa¢ si¢ w komérki réznych linii mezenchymalnych np. komérki tkanki
chrzestnej, kostnej i thuszczowej. Wystepuja w duzej obfitosci w tkance thusz-
czowej, pobieranie ich jest malo inwazyjne, ich hodowla w standardowych
warunkach hodowli tkankowej nie jest problematyczna [45, 57-59]. Wydaje
si¢, ze jedynym ograniczeniem stosowania ADSCs jest wystgpowanie réznych
fenotypéw tych komérek, dlatego przed przeszczepem wazne jest ich sortowa-
nie [60].

Terapie oparte na wykorzystaniu ADSCs obecnie sg wykorzystywane
m.in. w ortopedii do leczenia choroby zwyrodnieniowej stawow, choroby
zwyrodnieniowej kregostupa, chordb sciggien i migsni. Wyniki leczenia sa za-
dowalajace [57]. Autologiczny przeszczep tkanki thuszczowej jest stosowany
jako wypelniacz w chirurgii plastycznej np. w rekonstrukgji piersi. Zabiegi te
sa skuteczne i bezpieczne [38].

W badaniach wykazano, ze ADSCs umieszczone na rusztowaniu i do-
starczone w miejsce uszkodzenia majg zdolno$¢ do réznicowania w fibroblasty,
keratynocyty, komérki naskérka oraz komérki srédblonka naczyri. Dzigki tym
ostatnim mozliwa byla stymulacja angiogenezy w lozysku rany. Neowaskula-
ryzacja byla pobudzana przez cytokiny przeciwzapalne. Komérki macierzyste
wspomagaly gojenie rany réwniez przez wydzielanie czynnikéw o dzialaniu
parakrynnym, takich jak: FGF-2, IGF-1, HGF, VEGF, TGEF-B1. Zaobser-
wowano, ze w naprawie uszkodzonej skéry braly udzial endogenne komérki
macierzyste, ktdre zostaly zrekrutowane czynnikami wydzielanymi przez AD-
SCs [61-64].

Istotnym czynnikiem stymulujacym ADSCs do migracji, proliferacji
i réznicowania jest niedotlenienie w tozysku rany [1]. Hipoksja zwicksza
zdolnos¢ adhezji ADSCs do VCAM-1 i ICAM-1, dzigki czemu zostaja one
kierowane w miejsce uszkodzenia [65]. Przeszczepione komérki wykazywa-
ly dzialanie przeciwapoptotyczne i przeciwutleniajace, usprawniajac proces
gojenia [1,60]. Przeszczep ADSCs do tozyska rany na uchu krélika, wykaza-
fo réinicowanie si¢ komérek do fibroblastéw, aktywacj¢ rezydualnych fibro-
blastéw, rekrutacje makrofagéw i zwigkszenie tworzenia tkanki ziarninowej

[67]. Badania przedkliniczne wykazaly, ze medium kondycjonowane z ADSCs
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przyspiesza gojenie, zmniejsza odkladanie si¢ kolagenu, zmniejsza ekspresje
a-aktyny migéni gladkich fibroblastéw, co zapobiega powstaniu blizny [68].
ADSCs maja potencjat do zastosowania ich w terapiach komérkowych
w medycynie regeneracyjnej do szybszego leczenia ran. Wyniki przeprowa-
dzonych badan i préb klinicznych wydaja si¢ by¢ obiecujace, jednakze w celu
zapewnienia bezpieczeristwa terapii nalezy przeprowadzaé dalsze badania eks-
perymentalne i wigksze randomizowane badania kontrolne [38,69].

7. PODSUMOWANIE

Obecnie medycyna nie dysponuje terapiami, ktére w znaczacy sposob
przyspieszylyby gojenie rany i zapobiegalyby powstawaniu blizn. Idealne
leczenie powinno przynosi¢ satysfakcjonujacy efeke zaréwno kliniczny jak
i kosmetyczny. Do osiagnigcia tego celu niezb¢dne jest poszukiwanie nowych
terapii. Nowatorskim podejsciem byloby wykorzystanie komérek macierzy-
stych. Komorki pozyskane z galarety Whartona, plynu owodniowego i tkanki
tuszczowej stanowig najbardziej obiecujace Zrédlo komérek do badan oraz
nie wzbudzajg kontrowersji etycznych. Ich potencjal terapeutyczny wynika
zaréwno ze zdolnosci do réznicowania w komérki obecne w skérze (keraty-
nocyty, fibroblasty, komérki §rédblonka), jak réwniez z wydzielanych przez
nie czynnikéw przyspieszajacych gojenie rany. Efekt ten moze by¢ osiagnicty
przez przeszczep komérek do fozyska rany, podaz na specjalnym rusztowaniu
lub podanie medium kondycjonowanego. Badania nad doborem najskutecz-
niejszej formy terapii oraz ocena bezpieczeristwa stosowania komérek macie-

rzystych wymaga dalszych, bardziej szczegétowych badar.
REFERENCJE

1. Lee EY, Xia Y, Kim W-S, et al. Hypoxia-enhanced wound-healing
function of adipose-derived stem cells: Increase in stem cell proliferation and
up-regulation of VEGF and bFGF. Wound Repair Regen. 2009;17(4):540-547.
doi:10.1111/j.1524-475X.2009.00499.x

2. El Ayadi A, Jay JW, Prasai A. Current approaches targeting the wound
healing phases to attenuate fibrosis and scarring. Int | Mol Sci. 2020;21(3).
doi:10.3390/ijms21031105

376



PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA KOMOREK MACIERZYSTYCH ...

3. Monavarian M, Kader S, Moeinzadeh S, Jabbari E. Regenerative
Scar-Free Skin Wound Healing. 7issue Eng - Part B Rev. 2019;25(4):294-311.
doi:10.1089/ten.teb.2018.0350

4, Brown BC, McKenna SP, Siddhi K, McGrouther DA, Bayat A. The
hidden cost of skin scars: quality of life after skin scarring. J Plast Reconstr
Aesthetic Surg. 2008;61(9):1049-1058. doi:10.1016/j.bjps.2008.03.020

5. Park JW, Hwang SR, Yoon I-S. molecules Advanced Growth Fac-
tor Delivery Systems in Wound Management and Skin Regeneration.
doi:10.3390/molecules22081259

6. Wolfram D, Tzankov A, Pu”lzl P, Pulzl P, Piza-Katzer H. Hypertro-
phic Scars and KeloidsFA Review of Their Pathophysiology, Risk Factors, and
Therapeutic Management. doi:10.1111/j.1524-4725.2008.34406.x

7. Greaves NS, Ashcroft KJ, Baguneid M, Bayat A. Current under-
standing of molecular and cellular mechanisms in fibroplasia and angioge-
nesis during acute wound healing. / Dermatol Sci. 2013;72(3):206-217. do-
i:10.1016/j.jdermsci.2013.07.008

8. Giri S, Machens HG, Bader A. Therapeutic potential of endogenous
stem cells and cellular factors for scar-free skin regeneration. Drug Discov To-

day. 2019;24(1):69-84. doi:10.1016/j.drudis.2018.10.014

9. Lo DD, Zimmermann AS, Nauta A, Longaker MT, Lorenz HP. Scar-
less fetal skin wound healing update. Birth Defects Res Part C Embryo Today
Rev. 2012;96(3):237-247. d0i:10.1002/bdrc.21018

10. Li M, Zhao Y, Hao H, Han W, Fu X. Theoretical and practical aspects
of using fetal fibroblasts for skin regeneration. Ageing Res Rev. 2017;36:32-41.
doi:10.1 016/j.arr.2017.02.005

11. Stoica AE, Grumezescu AM, Hermenean AO, Andronescu E, Vasile

BS. Scar-Free Healing : Current Concepts and Future Perspectives. :1-18.

12. Dabrowska AK, Spano F, Dertler S, Adlhart C, Spencer ND, Rossi
RM. The relationship between skin function, barrier properties, and body-de-
pendent factors. Ski Res Technol. 2018;24(2):165-174. doi:10.1111/srt.12424

13. Proksch E, Brandner JM, Jensen JM. The skin: An indispensable
barrier. Exp Dermatol. 2008;17(12):1063-1072. doi:10.1111/j.1600-0625.
2008.00786.x

377



KINGA DWORAK, NATALIA TREDOTA, JULIA CIESLA, ANETA RASINSKA

14. Ramos-e-Silva M, Jacques C de MC. Epidermal barrier function
and systemic diseases. Clin Dermatol. 2012;30(3):277-279. doi:10.1016/j.
clindermatol.2011.08.025

15. Dabrowska AK, Rotaru GM, Derler S, et al. Materials used to si-
mulate physical properties of human skin. Ski Res Technol. 2016;22(1):3-14.
doi:10.1111/srt.12235

16. Canedo-Dorantes L, Cafiedo-Ayala M. Skin Acute Wound Healing:
A Comprehensive Review. Published online 2019. doi:10.1155/2019/3706315

17. Baroni A, Buommino E, De Gregorio V, Ruocco E, Ruocco V, Wolf
R. Structure and function of the epidermis related to barrier properties. Clin
Dermatol. 2012;30(3):257-262. doi:10.1016/j.clindermatol.2011.08.007

18. Lam MT, Nauta A, Meyer NP, Wu JC, Longaker MT. Effective de-
livery of stem cells using an extracellular matrix patch results in increased cell
survival and proliferation and reduced scarring in skin wound healing. 7issue
Eng - Part A. 2013;19(5-6):738-747. d0i:10.1089/ten.tea.2012.0480

19. Yun SH, Sim EH, Goh RY, Park JI, Han JY. Platelet activation:
The mechanisms and potential biomarkers. Biomed Res Int. 2016;2016:10-14.
do0i:10.1155/2016/9060143

20. Herter JM, Rossaint J, Zarbock A. Platelets in inflammation and im-
munity. / 7hromb Haemost. 2014;12(11):1764-1775. doi:10.1111/jth.12730

21. Soehnlein O, Lindbom L. Phagocyte partnership during the onset
and resolution of inflammation. Nat Rev Immunol. 2010;10(6):427-439.
doi:10.1038/nri2779

22. Tracy LE, Minasian RA, Caterson EJ. Extracellular Matrix and Dermal
Fibroblast Function in the Healing Wound. Adv Wound Care. 2016;5(3):119-
136. doi:10.1089/wound.2014.0561

23. Wynn T, Barron L. Macrophages: Master Regulators of In-
flammation and Fibrosis. Semin Liver Dis. 2010;30(03):245-257.
doi:10.1055/s-0030-1255354

24. Hinz B. The role of myofibroblasts in wound healing. Curr Res Trans!
Med. 2016;64(4):171-177. d0i:10.1016/j.retram.2016.09.003

25. Chiquet M, Gelman L, Lutz R, Maier S. From mechanotransduction
to extracellular matrix gene expression in fibroblasts. Biochim Biophys Acta -
Mol Cell Res. 2009;1793(5):911-920. doi:10.1016/j.bbamcr.2009.01.012

378



PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA KOMOREK MACIERZYSTYCH ...

26. Rousselle P, Braye F, Dayan G. Re-epithelialization of adult skin
wounds: Cellular mechanisms and therapeutic strategies ¥. Published online
2018. doi:10.1016/j.addr.2018.06.019

27. Rittié L. Cellular mechanisms of skin repair in humans and other
mammals. / Cell Commun Signal. Published online 2079. doi:10.1007/
$12079-016-0330-1

28. Rousselle P, Montmasson M, Garnier C. Extracellular matrix
contribution to skin wound re-epithelialization. Published online 2018.
doi:10.1016/j.matbi0.2018.01.002

29. Weidemann A, Johnson RS. Biology of HIF-1a. Cell Death Differ.
2008;15(4):621-627. doi:10.1038/cdd.2008.12

30. Tonnesen MG, Feng * Xiaodong, Clark RAF. Angiogenesis in Wound
Healing. Vol 5.; 2000.

31. Rodrigues M, Kosaric N, Bonham CA, Gurtner GC. Wound Hea-
ling: A Cellular Perspective. Physiol Rev. 2019;99:665-706. doi:10.1152/
physrev.00067.2017.-Wound

32. Negut I, Grumezescu V, Grumezescu AM. Treatment Strategies for
Infected Wounds. Molecules. 2018;23(9). doi:10.3390/molecules23092392

33. Rippa AL, Kalabusheva EP, Vorotelyak EA. cells Regeneration
of Dermis: Scarring and Cells Involved. Cells. 2019;8:607. doi:10.3390/
cells8060607

34. Martin P, Nunan R. Cellular and molecular mechanisms of repair
in acute and chronic wound healing. Br J Dermarol. 2015;173:370-378.
doi:10.1111/bjd.13954

35. Ghazawi FM, Zargham R, Gilardino MS, Sasseville D, Jafarian F.
Insights into the Pathophysiology of Hypertrophic Scars and Keloids: How
Do They Differ? Adv Skin Wound Care. 2018;31(1):582-595. doi:10.1097/01.
ASW.0000527576.27489.0f

36. Sorg H, Tilkorn D], Hager S, Hauser J, Mirastschijski U. Skin
Wound Healing: An Update on the Current Knowledge and Concepts. Eur
Surg Res. 2017;58(1-2):81-94. doi:10.1159/000454919

37. Sikora MA, Olszewski WL. Komérki macierzyste - biologia i zastoso-
wanie terapeutyczne. Postpy Hig i Med Doswiadczalnej. 2004;58:202-208.

379



KINGA DWORAK, NATALIA TREDOTA, JULIA CIESLA, ANETA RASINSKA

38. Hassanshahi A, Hassanshahi M, Khabbazi S, et al. Adipose-de-
rived stem cells for wound healing. / Cell Physiol. 2019;234(6):7903-7914.
doi:10.1 002/jcp.27922

39. Uluer ET, Vatansever HS, Aydede H, Ozbilgin MK. Keratinocytes
derived from embryonic stem cells induce wound healing in mice. Biotech
Histochem. 2019;94(3):189-198. doi:10.1080/10520295.2018.1541479

40. Kasap §, Barutgu A, Gi¢ H, Yazgan §, Kivang M, Vatansever HS.
Effects of Keratinocytes Differentiated from Embryonic and Adipogenic
Stem Cells on Wound Healing in a Diabetic Mouse Model. Wounds a Com-
pend Clin Res Pract. 2017;29(11):297-305. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/28976339

41. Lee K-B, Choi J, Cho S-B, et al. Topical embryonic stem cells en-
hance wound healing in diabetic rats. / Orthop Res. 2011;29(10):1554-1562.
doi:10.1002/jor.21385

42. Kanji S, Das H. Advances of Stem Cell Therapeutics in Cutaneous
Wound Healing and Regeneration. Mediators Inflamm. 2017;2017:1-14.
doi:10.1155/2017/5217967

43, Salibian AA, Widgerow AD, Abrouk M, Evans GR. Stem Cells in
Plastic Surgery: A Review of Current Clinical and Translational Applications.

Arch Plast Surg. 2013;40(6):666. doi:10.5999/aps.2013.40.6.666

44. Pittenger MF. Multilineage Potential of Adult Human Mesenchy-
mal Stem Cells. Science (80- ). 1999;284(5411):143-147. doi:10.1126/
science.284.5411.143

45. Kern S, Eichler H, Stoeve ], Kl"uter H, Kl uter K, Bieback K. Com-
parative Analysis of Mesenchymal Stem Cells from Bone Marrow, Umbilical
Cord Blood, or Adipose Tissue. doi:10.1634/stemcells.2005-0342

46. Sabapathy V, Sundaram B, Vm S, Mankuzhy P, Kumar S. Human
wharton’s jelly mesenchymal stem cells plasticity augments scar-free skin
wound healing with hair growth. PLoS One. 2014;9(4). doi:10.1371/journal.
pone.0093726

47. Zhao G, Liu F, Lan §, et al. Large-scale expansion of Wharton’s jel-
ly-derived mesenchymal stem cells on gelatin microbeads, with retention of
self-renewal and multipotency characteristics and the capacity for enhancing
skin wound healing. Published online 2012. doi:10.1186/s13287-015-0031-3

380



PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA KOMOREK MACIERZYSTYCH ...

48. Arno Al, Amini-Nik S, Blit PH, et al. Human Wharton's Jelly Mesen-
chymal Stem Cells Promote Skin Wound Healing through Paracrine Signaling.;
2014. http://stemcellres.com/content/5/1/28

49, Milldn-Rivero JE, Martinez CM, Romecin PA, et al. Silk fibroin scaf-
folds seeded with Wharton’s jelly mesenchymal stem cells enhance re-epithe-
lialization and reduce formation of scar tissue after cutaneous wound healing.
doi:10.1186/s13287-019-1229-6

50. Yamamoto A, Shohara R, Takikawa S, et al. Mesenchymal stromal
cells of human umbilical cord Wharton ’ s jelly accelerate wound healing by
paracrine mechanisms. Published online 2012. doi:10.3109/14653249.2012.
706705

51. Edwards SS, Zavala G, Prieto CP, et al. Functional analysis reveals
angiogenic potential of human mesenchymal stem cells from Wharton’s jelly
in dermal regeneration. doi:10.1007/s10456-014-9432-7

52. Hu MS, Maan ZN, Wu J-C, et al. Tissue Engineering and Regenera-
tive Repair in Wound Healing. doi:10.1007/510439-014-1010-z

53. Klein JD, Turner CGB, Steigman SA, et al. Amniotic Mesenchy-
mal Stem Cells Enhance Normal Fetal Wound Healing. Stem Cells Dev.
2011;20(6):969-976. d0i:10.1089/5¢d.2010.0379

54. Fukutake M, Ochiai D, Masuda H, et al. Human amniotic fluid
stem cells have a unique potential to accelerate cutaneous wound healing
with reduced fibrotic scarring like a fetus. 2019;32:51-63. doi:10.1007/
s13577-018-0222-1

55. Li J-Y, Ren K-K, Zhang W-]J, et al. Human amniotic mesenchymal
stem cells and their paracrine factors promote wound healing by inhibiting heat
stress-induced skin cell apoptosis and enhancing their proliferation through
activating PI3K/AKT signaling pathway. doi:10.1186/s13287-019-1366-y

56. Xiao S, Huang G, Wei Z, et al. IL-10 Gene-Modified Human Amnio-
tic Mesenchymal Stem Cells Augment Regenerative Wound Healing by Mul-
tiple Synergistic Effects. Published online 2019. doi:10.1155/2019/9158016

381



KINGA DWORAK, NATALIA TREDOTA, JULIA CIESLA, ANETA RASINSKA

57. Brzezicka A. Kondej K. Blazynska-Spychalska A. Spychalski P.Jankau
J. Pikula M. Medical applications of adipose-derived stem cells — the latest
trends. Chir Plast i Oparzenia. Published online 2018:79-86. https://ev-
ereth.pl/zastosowanie-komorek-macierzystych-tkanki-tluszczowej-w-medy-

cynie-najnowsze-trendy/

58. Minteer D, Marra KG, Peter Rubin J. Adipose-derived mesenchymal
stem cells: Biology and potential applications. Adv Biochem Eng Biotechnol.
2013;129(July 2012):59-71. doi:10.1007/10_2012_146

59. Owczarczyk-Saczonek A, Wociér A, Placek W, Maksymowicz W,
Wojtkiewicz J. The Use of Adipose-Derived Stem Cells in Selected Skin Di-
seases (Vitiligo, Alopecia, and Nonhealing Wounds). Published online 2017.
doi:10.1155/2017/4740709

60. Schumacher A, Cichorek M, Pikuta M. Adipose-derived stem cells for
tissue engineering and therapy of non-healing wounds | Komérki macierzyste
tkanki thuszczowej w inzynierii tkankowej i terapii trudno gojacych sig ran.
Postepy Hig Med Dosw. 2018;72:806-821.

6l. Expert Opinion on Biological Therapy Adipose-derived stem cells for
wound repair and regeneration Yoshiaki Shingyochi (PhD student), Hakan
Orbay (Visiting Project Scientist) & Hiroshi Mizuno. Published online 2015.
doi:10.1517/14712598.2015.1053867

62. Ebrahimian TG, Pouzoulet F, Squiban C, et al. Cell Therapy Based
on Adipose Tissue-Derived Stromal Cells Promotes Physiological and Patho-
logical Wound Healing. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2009;29(4):503-510.
doi:10.1161/ATVBAHA.108.178962

63. Rehman J, Traktuev D, Li ], et al. Secretion of Angiogenic and
Antiapoptotic Factors by Human Adipose Stromal Cells. Circulation.
2004;109(10):1292-1298. doi:10.1161/01.CIR.0000121425.42966.F 1

64. Cerqueira MT, Pirraco RP, Santos TC, et al. Human Adipose
Stem Cells Cell Sheet Constructs Impact Epidermal Morphogenesis in
Full-Thickness Excisional Wounds. Published online 2013. doi:10.1021/
bm4011062

65. Amos PJ, Bailey AM, Shang H, Katz AJ, Lawrence MB, Peirce SM.
Functional Binding of Human Adipose-Derived Stromal Cells. Ann Plast Surg.
2008;60(4):437-444. doi:10.1097/SAP.0b013e318095a771

382



PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA KOMOREK MACIERZYSTYCH ...

6. Kim W-§, Park B-S, Sung J-H. Expert Opinion on Biological The-
rapy The wound-healing and antioxidant effects of adipose-derived stem cells
The wound-healing and antioxidant effects of adipose-derived stem cells. Ex-

pert Opin Biol Ther. 2009;9(7):879-887. doi:10.1517/14712590903039684

67. Hong SJ, Jia S-X, Xie P, et al. Topically Delivered Adipose De-
rived Stem Cells Show an Activated-Fibroblast Phenotype and Enhance

Granulation Tissue Formation in Skin Wounds. Eisenberg L, ed. PLoS One.
2013;8(1):e55640. doi:lO.1371/j0urnal.p0ne.0055640

68. Li Y, Zhang W, Gao ], et al. Adipose tissue-derived stem cells sup-
press hypertrophic scar fibrosis via the p38/MAPK signaling pathway. Szem
Cell Res Ther. 2016;7(1):102. doi:10.1186/s13287-016-0356-6

69. Gir P, Oni G, Brown SA, Mojallal A, Rohrich R]J. Human Adi-
pose Stem Cells. Plast Reconstr Surg. 2012;129(6):1277-1290. doi:10.1097/
PRS.0b013e31824¢ecaet

383






MATERIALY HYDROZELOWE
JAKO SKAFOLDY ORAZ SYSTEMY TRANSPORTU
/WIAZKOW CHEMIGZNYCH
W PROCESIE REGENERACJI KOSCI

Magdalena Lisik, Aleksandra Kwiatkowska, Magda Nowak, Martyna Zurek

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

Abstrakt:

Czgstotliwos$¢ wystgpowania urazéw i stanéw chorobowych w obrebie kosci wzrasta zwlasz-
cza w spoleczetistwach starzejacych sig, otylych i unikajacych aktywnosci fizycznej. Przeszezepy
kostne jako konwencjonalna metoda leczenia urazéw posiada wady w postaci ograniczonej po-
dazy materialéw, ryzyka przeniesienia choréb od dawcy, odrzucenia przeszczepu oraz innych
powiklan. Inzynieria tkanek kostnych, poprzez indukcje funkcjonalnej regeneracji kosci przez
uzupelniajace si¢ polaczenie funkcji komérek i biomateriatéw, m.in hydrozeli, jest postrzegana
jako alternatywa dla przeszczepéw kostnych. Hydrozele jako materialy o wysokiej zawartoéci
wody, przygotowane z usieciowanych polimeréw, sa w stanie zapewnic¢ stale, lokalne dostarcza-
nie §rodkéw terapeutycznych oraz tworza swoiste rusztowania, ktdre zastgpujac ECM pozwalaja
na skuteczne zastapienie uszkodzonych tkanek z uniknigciem wymienionych, charakterystycz-
nych dla przeszczepéw kostnych wad. Uzycie hydrozeli jako skafoldéw oraz systemu transportu
zwiazkéw chemicznych moze usprawni¢ proces regeneracji kosci, co zachgca do stosowania tych
materialéw w prakeyce klinicznej.

Stowa kluczowe: inzynieria tkankowa, regeneracja kosci, hydrozel,

Abstract:

The incidence of bone injuries and conditions is increasing especially in societies that are aging,
obese, and avoid physical activity. Bone transplantation, as a conventional method of treating
trauma has disadvantages in terms of limited supply of materials, risk of disease transmission
from the donor, transplant rejection and other complications. Bone tissue engineering, through
the induction of functional bone regeneration using complementary combinations of cell func-
tion and biomaterials, such as hydrogels, is seen as an alternative to bone transplantation. Hy-
drogels, as high-water content materials prepared from cross-linked polymers, are able to provi-
de continuous local delivery of therapeutic agents and form specific scaffolds that, by replacing
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the ECM, allow effective replacement of damaged tissues with avoidance of the previously
mentioned disadvantages characteristic of bone grafts. Thus, the use of hydrogels as capsules
and chemical transport system can improve the bone regeneration process, which encourages
the use of these materials in clinical practice.

Keywords: tissue engineering, bone regeneration, hydrogel

1.  WSTEP

Inzynieria tkankowa jest dziedzing laczaca elementy laboratoryjnego
przetwarzania komoérek, syntezy czynnikéw wzrostowych oraz macierzy bio-
logicznej, ktére po wszczepieniu stymuluja procesy regeneracji [1]. Produkt
inzynierii tkankowej zawiera badz sklada si¢ ze zmodyfikowanych komérek
lub calych tkanek oraz posiada whasciwosci regeneracji, naprawy lub zastgpo-
wania tkanek. Moze réwniez zawiera¢ dodatkowe substancje, m.in. produkty
komoérkowe, biomolekuly, biomaterialy, podtoze lub matryce. Komérki lub
tkanki moga by¢ zywotne lub niezywotne [2].

Obecnie, zlotym standardem przeszczepédw kostnych sg autoprzeszcze-
py, poniewaz s3 one histokompatybilne, nieimmunogenne oraz posiadaja za-
sadnicze elementy niezbedne do osiagniecia osteoindukgji [3]. Autologiczne
przeszczepy kosci sa bardzo kosztownymi procedurami i moga powodowaé
b6l w miejscu pobrania lub réznego rodzaju powiklania miejscowe, takie jak
krwiak lub ztamanie [4]. Wysoka czgstos¢ wystgpowania zachorowalnosci
podczas przeszczepu autogennego sprawia, ze pozyskiwanie materialu z in-
nych zrédel jest bardziej pozadane [5]. Alloprzeszczepy stanowia druga co do
czgstosci technike przeszczepiania kosci. W poréwnaniu do autoprzeszczepdw,
alloprzeszczepy wiaza si¢ z wickszym ryzykiem wystapienia reakeji immuno-
logicznych oraz zmniejszonymi whasciwosci osteoindukcyjnymi [6]. Inne po-
wszechnie stosowane techniki naprawy kosci moga obejmowaé osteogeneze
dystrakcyjna, cement kostny, wypelniacze i biatka morfogeniczne kosci [7].
Mimo, ze wymienione wczesniej interwencje kliniczne poprawiaja naprawe
kosci, zadna z nich nie posiada wszystkich cech idealnego BTM (bone tissue
materials) [8].

Do wspomnianych cech idealnego BTM zalicza sig: (i) biokompatybilne
rusztowanie, jak najbardziej zblizone do naturalnie wyst¢pujacej ECM, (ii) bio-
zgodnos¢, (iii) bioaktywnos¢, (iv) biofunkcyjnosé, (v) brak reakeji toksycznych
oraz alergicznych, (vi) wystgpowanie komorek osteogenicznych, ktére umoz-

liwiajg tworzenie macierzy tkanki kostnej, (vii) wytwarzanie morfogenicznych
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sygnatéw, ktére pomagaja nakierowaé komérki na fenotypowo pozadany typ,
(viii) wysoki potencjal angiogenny, (ix) dlugi okres przechowywania, (x) niskie
koszty [9,10]. Znalezienie zwigzku chemicznego posiadajacego wszystkie wy-
mienione powyzej whlasciwosci jest wyzwaniem dla $wiata naukowego. Biorac
pod uwagg, ze produkt inzynierii tkankowej moze powsta¢ z wigcej niz jed-
nej substangji, wysitki naukowcéw moga zostaé skierowane na dopracowanie
BTM stworzonego z kilku réznych zwiagzkéw chemicznych, posiadajacych réz-
ne cechy. Wyjatkowo obiecujacym materialem wydaja si¢ by¢ zaréwno natu-
ralne, jak i syntetyczne polimery. Wszystkie naturalne polimery (biopolimery)
sa biokompatybilne, biodegradowalne i bioaktywne, jednak jednoczesnie sg
stabe mechanicznie. Istnieja trudnosci w kontrolowaniu ich zmiennosci w po-
szczegdlnych partiach [11]. Co wigcej, polimery naturalne pochodzenia zwie-
rzgcego moga by¢ Zrédlem potencjalnych reakeji immunologicznych [12] oraz
zakazeri [13]. Zaletami stosowania polimeréw syntetycznych sa: (i) unikanie
infekeji, transfekcji oraz immunogennosci; (ii) zwigkszona kontrola nad wia-
$ciwosciami chemicznymi i mechanicznymi; (iii) biodegradowalno$¢. Biorac
pod uwagg réznice w cechach materiatéw, w celu uzyskania lepszego efektu
terapeutycznego stosuje si¢ roznego rodzaju mieszanki, np chitozanu oraz po-
lieteroimidu [14]. Wykorzystanie polimeréw jako substytutéw kosci ma pew-
ne potencjalne wady, m.in. wytwarzanie toksycznych produktéw degradacji,
w tym jonéw wodorowych w miejscu implantu [15].

Pomimo wymienionych wczesniej réznic w cechach fizycznych i che-
micznych poszczegdlnych hydrozeli, wszystkie one skladaja si¢ z sieci polime-
rowych, ktére posiadaja duza liczb¢ domen lub grup hydrofilowych. Sieci te
maja wysokie powinowactwo do wody, ale nie ulegaja rozpuszczeniu z powo-
du wiazani utworzonych pomiedzy poszczegélnymi taricuchami polimerowy-
mi. Woda, przenikajac przez sieci powoduje pecznienie hydrozelu. Mozliwo$¢
pecznienia oraz struktura sieci powoduja, ze hydrozele stosunkowo fatwo do-
pasowuja si¢ do ksztaltu przestrzeni, w ktérej sa zamknicte [16]. Hydrozele
maja pewne wlasciwosci zblizone do natywnej macierzy pozakomérkowej,
takie jak elastyczna, migkka i plastyczna strukeura oraz niskie napigcie mie-
dzyfazowe z woda lub plynami biologicznymi [17]. Stwierdzono, ze struktura
hydrozeli moze zminimalizowa¢ podraznienie otaczajacych tkanek po implan-
tacji, z kolei niskie napigcie migdzyfazowe pomiedzy powierzchnia hydrozelu
a plynem ustrojowym minimalizuje adsorpcje protein i adhezj¢ komérek, co
zmniejsza szanse na wystapienie negatywnej reakcji immunologicznej [18].
Poniewaz wlasciwosci fizykochemiczne hydrozelu sg zblizone do natywnej ma-
cierzy pozakomérkowej, hydrozele moga dziata¢ dwojako. Po pierwsze, moga
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tworzy¢ skafoldy, czyli rusztowania stuzace jako syntetyczna i tymczasowa re-
plika ECM, wspierajac przytaczanie komérek i wytwarzanie tréjwymiarowej
struktury tkanki kostnej [19]. Po drugie, hydrozele moga by¢ wykorzystywane
do kontrolowanego dostarczania lekéw bezposrednio do obszaru wymagajace-
go leczenia.

Pomimo odkrycia duzej liczby akeywnych zwiazkéw usprawniajacych re-
generacje tkanek, niewiele z nich odniosto sukces kliniczny. Porazki na tym
polu przypisywane sa niskiej biodostepnosci, tzn. poziomu stezenia i szybkosci
z jaka $rodek terapeutyczny dociera do tkanki docelowej i na nig oddziatuje.
W przypadku podania ogélnoustrojowego, biodostepnos¢ leku jest zazwyczaj
bardzo niska, a st¢zenie leku w osoczu krwi moze szybko spas¢ ponizej pozio-
mu skutecznego poziomu, co wymaga ponownego podania leku. To z kolei
zwicksza prawdopodobieristwo przedawkowania. Systemy kontrolowanego
dostarczania lekéw (DDS) stanowig alternatywne podejscie do regulowania
biodostgpnosci $rodkéw terapeutycznych. W systemach kontrolowanego
dostarczania lekéw, aktywny $rodek leczniczy jest wlaczony w strukture hy-
drozelu tworzacego skafold w taki sposéb, ze lek jest uwalniany z materialu
w okreslony sposéb i pod wplywem okreslonych czynnikéw [20]. Mnogosé
dostepnych lekéw i réznorodnos$¢ materialéw hydrozelowych, przy réwnocze-
snej mozliwosci precyzyjnego dopasowania ich whasciwosci fizycznych i che-
micznych tak, aby st¢zenie i czas uwalniania leku byly optymalne sprawia, ze
DDS oparte na hydrozelach znajduja swoje zastosowanie w inzynierii tkanek
kostnych.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie zastosowania hydrozeli w in-
zynierii tkanek kostnych jako wszechstronnego materialu umozliwiajacego
jednoczesne pelnienie funkcji rusztowania o odpowiednich whasciwosciach
mechanicznych dla odbudowujacej si¢ tkanki, jak i systemu kontrolowanego

transportu lekéw.
2. HYDROZELE JAKO SKAFOLDY

Tréjwymiarowe sztuczne rusztowanie jest zaprojektowane tak, aby nie tyl-
ko zapewnialo komérkom poczatkows integralnos¢ strukturalna, do czasu, az
tkanka kostna zostanie naprawiona lub zregenerowana i przywrécona zostanie
jej prawidtowa funkcja biomechaniczna, ale takze kierowalo réznicowaniem
i proliferacja komoérek, co ostatecznie prowadzi do powstania funkcjonalnej
tkanki [21]. Oczywistym wiec jest, ze chemiczne, fizyczne i mechaniczne wha-

$ciwosci rusztowan majg zasadnicze znaczenie dla funkcjonalnej regeneracji
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tkanek. Rusztowanie kostne jest zwykle wykonane z porowatych biodegrado-
walnych materialéw, ktére zapewniajg mechaniczne wsparcie podczas napra-
wy i regeneracji uszkodzonej lub chorej kosci. Badania nad inzynieria tkanki
kostnej w ciagu ostatnich dekad zainspirowaly innowacje w zakresie nowych
materialéw, technik wytwarzania, oceny wydajnosci i zastosowan. Znaczacy
postep dokonat si¢ w dziedzinie materialéw tworzacych rusztowania wspiera-
jace osteogeneze i angiogeneze. Obecnie mozliwe jest tworzenie bioresorbo-
walnych rusztowan o okreslonej porowatosci i dostosowanych whasciwosciach
[24]. Naturalnymi polimerami stosowanymi w inzynierii tkankowej sa przede
wszystkim zwiazki cukrowe oraz bialkowe. Sa one nie tylko materialem bu-
dujacym rusztowanie, ale tez skadnikami odzywczymi dla komérek. Wiele
naturalnych polimeréw, cechuje si¢ wrodzong bioaktywnoscia z sekwencjami
peptydowymi, ktére wplywaja na adhezje, proliferacje i réznicowanie komoé-
rek. Kolagen, zelatyna, jedwab, chitozan i inne sa powszechnie stosowanymi
naturalnymi polimerami do wytwarzania rusztowar, jednak nalezy mie¢ na
uwadze fakt, Ze moga ulec denaturacji w przypadku stosowania biatek [25].
Do polimeréw syntetycznych, bioracych udziat w tworzeniu rusztowan naleza
polikaprolakton (PCL), polilaktyd (PLA), poliglikolid (PGA), kopolimer po-
li(laktyd-co-glikolid) (PLGA) oraz kopolimery (PPF) [26].

Budowa w skali mikro i nano odgrywa kluczowa role w fizjologii kosci,
dlatego naukowcy badaja nowe techniki wytwarzania, ktére pozwolityby na
jak najwierniejsze odwzorowanie naturalnej struktury elementéw szkieletu.
W ostatnich latach testowane sa dziatania polegajace na polaczeniu mecha-
nicznie mocnych, porowatych rusztowari z nano-funkcjonalnymi, samoskta-
dajacymi si¢ hydrozelami peptydowymi jako systemem rusztowar osteoin-
dukceyjnych [22]. Polaczenie silnego mechanicznie komponentu rusztowania,
stabilizujacego miejsce uszkodzenia oraz komponentu hydrozelowego umozli-
wi efektywne dostarczanie komérek do miejsca implantacji, utworzenie niszy
komoérkowej i promocje¢ mineralizacji. Co wigcej, obecno$¢ komponenty hy-
drozelowej pozwala na regulacje biodost¢pnosci lekéw poprzez ich wlaczanie
i uwalniane z sieci polimerowej, oraz na dostarczenie do uszkodzonych miejsc

komérek i czynnikéw niezbednych do osteogenezy [23].
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2.1. Cechy majace wplyw na zastosowanie i dzialanie skafoldéw
Okres péttrwania

Kluczowa cecha rusztowan BTE jest zapewnienie tymczasowej integral-
nosci mechanicznej w miejscu uszkodzenia do czasu, az tkanka kostna zostanie
naprawiona lub zregenerowana i przywrécona zostanie prawidlowa funkcja
biomechaniczna. Aby rusztowanie do inzynierii tkankowej kosci bylo "funk-
cjonalne" natychmiast po wszczepieniu, jego wlasciwosci biomechaniczne mu-
szg odpowiada¢ fizycznym wymaganiom zdrowej, otaczajacej go kosci [27].
Wsréd czynnikéw wplywajacych na kinetyke degradacji znajduja si¢ miedzy
innymi: sklad chemiczny, konfiguracja struktury, sposéb przetwarzania mate-
riatlu, masa molowa, czynniki srodowiskowe, naprezenia, odksztalcenia, kry-
stalicznos¢ oraz rézne dodatki i wypelniacze. Kontrolowany proces degradacji
materiatu wszczepionego do zywego organizmu jest jednym z najwazniejszych
zagadnien, nad ktérym ciagle prowadzone s3 prace badawcze [28]. Okres pot-
trwania ma duzy wplyw na szybko$¢ uwalniania substancji chemicznych za-
wartych w hydrozelu. Ponadto, materialy o szybszej degradacji czgsto generuja

produkty uboczne i moga powodowaé deformacje rusztowania [29].
Porowatos¢

Struktura poréw rusztowania, tj ich wielko$¢ i wzajemne powiazania, jest
niezwykle istotnym czynnikiem dla prawidlowego wzrostu i rozmieszczenia
komérek, tempa ich migracji, mozliwosci wytwarzania ECM [30]. Srednia
wielko$¢ poréw rusztowania jest decydujacym czynnikiem determinujacym
prawidlowy rozwdj unaczynienia tkanki- badania wykazaly, ze do wrastania
naczyn krwiono$nych niezbedne jest zaprojektowanie takiego rusztowania,
zeby $rednia wielko$¢ poréw byla wigksza niz 300 pm [31]. Rusztowania o wy-
sokiej porowatosci sg zalecane w inzynierii tkankowej ze wzgledu na ich zwigk-
szong powierzchnig, ktéra pozwala na zwigkszenie gestosci zasiewu komérek
przed implantacja, oraz na optymalny transport substancji odzywczych i tlenu.
Co wigcej, zmiany porowatosci majg wplyw na szybkos$¢ biodegradacji oraz
og6lna wytrzymalo$¢ mechaniczng rusztowania. Wytrzymato§¢ mechaniczna
rusztowania wplywa na mechanotransdukcje przylegajacych do rusztowania
komérek kostnych, co odgrywa kluczows rol¢ w procesach naprawy i remode-
lingu kosci [32]. Pory o wigkszych rozmiarach sprzyjaja wrastaniu tkanki i jej

unaczynieniu [33].
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Relaksacja naprezen

Rézne tkanki, m.in szpik kostny, regenerujace si¢ kosci sa lepkosprezyste
i wykazuja cz¢$ciows relaksacje naprezen przy zastosowaniu statego odksztalce-
nia- 15% [34]. Dla poréwnania, komérki w hodowlach 2D wywieraja zwykle
odksztalcenia bliskie 3-4% [35], a w hodowlach 3D wynosza $rednio 20-30%
[36]. Zmniejszenie naprezenia odpowiada zmniejszeniu modulu relaksacji lub
odpornosci na odksztalcenia w czasie. Whasciwosci mechaniczne materiatéw
reguluja zachowanie komérek do nich przylegajacych [37], oraz zdolno$¢ pod-
foza do reagowania na bodzce mechaniczne. Zmiana lepkosprezystosci pod-
foza, niezaleznej od jego sztywnosci, ma wplyw na rézne zachowania poje-
dyriczych komérek, m.in promowanie ich rozprzestrzeniania, proliferacji, oraz

réznicowania co przyczynia si¢ do powstawania calych tkanek [38,39].
Usieciowanie

Kluczowym czynnikiem warunkujacym kontrolowane uwalnianie za-
wartych w hydrozelach zwiazkéw jest szybko$¢ jego degradacji. O stopniu
pecznienia hydrozeli decyduje stopieri usieciowania. Stopieri ten okresla si¢
jako stosunek moli czynnika sieciujacego do moli powtarzajacych si¢ jedno-
stek polimeru. Hydrozele, ktére byly sieciowane przez krétszy czas, tj mialy
mniej zwarta strukture, a wicksza zawarto$¢ wody, ulegaly szybszej degradacji
w poréwnaniu z hydrozelami, ktére wykazywaly wicksza gestos¢ usieciowania.
Gestos¢ usieciowania mozna okresli¢ poprzez wykonanie préby rozciagania
arkuszy zelatyny [40], lub okreslenie zawartosci wody, ktdra definiuje si¢ jako
procentowy udzial wody w specznionym hydrozelu [41]. Zasadniczo, szybsze
tempo degradacji hydrozeli wynika z mniejszego stopnia usieciowania, ktére

powoduje zwickszona ruchliwo$¢ taricuchéw polimerowych [42].
3. HYDROZELE W SYSTEMACH PODAWANIA LEKOW

Systemy kontrolowanego dostarczania lekéw stanowia nowatorskie po-
dejscie do regulowania biodostgpnosci $rodkéw terapeutycznych. W syste-
mach kontrolowanego dostarczania lekéw (DDS), aktywny $rodek leczniczy
jest na rézne sposoby wiaczany i uwalniany z sieci polimerowej. Hydrozele
moga by¢ wykorzystywane do kontrolowanego dostarczania wielu zwiazkéw
chemicznych, poczawszy od maloczasteczkowych lekéw, az po duze biomole-
kuly takie jak kwasy nukleinowe, peptydy i biatka. DDS-y wykorzystuja ich
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szerokie spektrum sktadnikéw hydrofobowych i hydrofilowych, a takze ich
polaczenia polimer-polimer, polimer-lek, oddzialywania polimer-polimer, po-
limer-lek, polimer-rozpuszczalnik lub polimer-$srodowisko fizjologiczne. Ze
wzgledu na réznorodno$¢ skfadu chemicznego i wielkosci dostarczanych cza-
steczek, sposéb dostarczenia oraz kontrolowanego uwalniania leku moze si¢
znacznie rézni¢ w zaleznosci od zastosowania oraz cech hydrozelu. Jedynymi
ograniczeniami dla badaczy sa biokompatybilnos¢, obecno$¢ toksycznych pro-
duktéw ubocznych oraz koszty produkeji [43]. Podawanie lekéw za pomoca
DDS moze by¢ niezwykle pomocne podczas leczenia niektérymi czynnikami
wzrostu, ktore maja krotki terapeutyczny czas péttrwania. Konwencjonalna
metoda wymagataby czestego podawania czynnikéw w celu utrzymania sku-
tecznego stezenia substancji czynnej. Hydrozele z powodzeniem sg wykorzy-
stywanie w roli DDS- mikrosfery hydrozelowe chitozanowo-albuminowe
wykazaly ciagle uwalnianie czynnikéw wzrostu ponad trzy tygodnie po im-

plantacji podskérnej u szczuréw [44].
3.1. Sposoby transportu zwiazkéw aktywnych do hydrozeli
Transport bezposredni

Fizyczna enkapsulacja czynnikéw wzrostu w celu ich kontrolowanego
uwalniania jest jedna z gléwnych strategii lokalnego dostarczania czynnikéw
wzrostu [45]. Bezposredni fadunek terapeutyczny do hydrozelu moze by¢ do-
starczony poprzez enkapsulacje, podczas ktdrej faficuchy polimerowe sa usie-
ciowane w obecnosci leku, biatka lub makroczasteczki [46]. Enkapsulacja jest
réwniez wykorzystywana do transportu odpowiednich komérek do miejsca
objetego procesem terapeutycznym. Enkapsulacja komérek, polegajaca na za-
mknieciu komérek wewnatrz hydrozelu, jest powszechnie stosowana w celu
ochrony komérek przed ukladem immunologicznym [47]. Stosujac t¢ metode,
komérki moga by¢ enkapsulowane indywidualnie lub w okreslonej objetosci
materiatu, w postaci sferycznej lub wiékien [48]. Obecnie gtéwnym ogranicze-
niem enkapsulacji komoérek jest réwnowaga pomiedzy odpowiednim wspét-
czynnikiem dyfuzji dla transportu tlenu i skfadnikéw odzywezych do komérek,
a zachowaniem wlasciwosci immunoprotekeyjnych [49]. Badania przeprowa-
dzone na szczurach dowiodly, ze hydrozele z enkapsulowanymi osteoblastami
maja duzy potencjal terapeutyczny. Obecnie, chociaz mechanika sieci hydro-
zelowych moze by¢ niewystarczajaca dla duzych ubytkéw w kosciach narazo-

nych na znaczne obciazenia, materialy i techniki enkapsulacji osteoblastéw
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w hydrozelach moga by¢ odpowiednie dla naprawy ubytkéw kostnych w ob-
rebie twarzoczaszki [50]. Innym sposobem jest dyfuzja zwiazkéw do poréw
hydrozelu juz po jego usieciowaniu [51]. Dyfuzja oraz enkapsulacja stanowia
najlatwiejsze sposoby dodawania substancji aktywnych do hydrozelu, jednak
uwalnianie zaladowanych czasteczek nie moze by¢ precyzyjnie kontrolowane.
Typowy schemat polega na szybkim uwalnianiu lekéw podczas poczatkowego
pecznienia hydrozelu tuz po przeniesieniu in vivo, po czym nastepuje przedtu-
zone uwalnianie pozostatych lekéw zamknigtych w sieci zelowej. Taki przebieg
procesu moze prowadzi¢ do utraty wickszosci substancji terapeutycznej, jed-
nak przy zwigkszonym usieciowaniu polimeru, warto$¢ ta moze si¢ zmniejszy¢

do jedynie 10-25% [52,53].
Umieszczenie w hydrozelu oddzielnych ukladéw uwalniajacych

Terapeutyki moga by¢ réwniez fadowane do malych no$nikéw wtérnego
uwalniania (np. mikroczasteczek, mikrozeli, liposoméw i miceli) przed enkap-
sulacja w hydrozelach. Uwalnianie substancji z nosnika zalezne jest m.in od
dyfuzji. Oznacza to, ze na szybko$¢ uwalniania bedzie mial wplyw stosunek
powierzchni do objetosci nosnika- nananosfery (1 - 100 nm) lub mikroczastki
(1-100 pm), jako no$niki substancji beda prowadzi¢ do zréznicowanego czasu
dostarczania [54]. Dzieki dostosowaniu wielkoéci noénika mozna dostosowad
predko$¢ uwalniania substancji do otoczenia, co pozwoli na udoskonalenie
procesu terapeutycznego. Na przyktad, uwalnianie TGF-betal moze by¢ pre-
cyzyjnie regulowane przez kilka tygodni poprzez enkapsulacj¢ mikroczasteczek
zelatyny obciazonych tym zwiazkiem [55]. W miar¢ degradacji hydrozelu, en-
kapsulowane leki lub bialka sa uwalniane z hydrozelu i moga powoli dyfundo-
waé do $rodowiska zewnetrznego. Zastosowanie no$nikéw w nano- skali, poza
precyzyjnym dostrojeniem czasu uwalniania, pozwala réwniez na zwigkszenie
biodostgpnosci poprzez zwigkszenie stabilnosci fadunku. Mniejsze rozmiary
czastek ulatwiaja glebsza penetracje do naczyn wlosowatych, a w rezultacie
zwickszona absorpcje komérkowa- czastki o rozmiarze 100 nm wykazujg sku-
teczno$¢ absorpcji in situ 15-250-krotnie wigksza w poréwnaniu z malymi
mikroczasteczkami (1 i 10 pm) [56].

Mikroczasteczki i mikorozele hydrozelowe

Opracowano techniki wytwarzania hydrozeli w postaci mikroskalowych
czastek (~1-1,000pm), zwanych mikroczastkami hydrozelowymi (HMPs) lub
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mikrozelami. Mikroczasteczki hydrozelowe sa obiecujacym materiatlem uzy-
wanym do terapeutycznego dostarczania komérek i lekéw. Substancje biolo-
giczne (komérki i leki) moga by¢ zamknicte w HMP o predefiniowalnych
ksztaltach i rozmiarach przy uzyciu réznych technik wytwarzania (mikroflu-
idyka, litografia, natryskiwanie elektrohydrodynamiczne emulsja porcjowa,
i fragmentacja mechaniczna). HMP moga by¢ dostarczone jako agregaty
czastek (hydrozele ziarniste) w celu utworzenia mikroporowatych rusztowan
sprzyjajacych infiltracji komérek lub osadzone wewnatrz hydrozelu, w celu
uzyskania zachowan wieloskalowych. HMP moga by¢ wytwarzane zaréwno
z naturalnych, jak i syntetycznych polimeréw oraz moga by¢ wytwarzane
w réznych ksztaltach i rozmiarach przy uzyciu technik, ktére sa kompatybilne
z kapsutkowaniem substangji biologicznych (np. komérek i lekéw) [57]. Cza-
steczki w skali mikro i nano poprawiaja biodostepnos¢ poprzez zwigkszenie
rozpuszczalnodei i stabilnosci fadunku. Mniejsze rozmiary czastek ulatwiaja
glebsza penetracje tkanek oraz zwigkszone wchtanianie przez komérki- czast-
ki o rozmiarze 100 nm wykazuja skutecznos¢ absorpcji in situ 15-250-krot-
nie wicksza niz te wielkosci 11 10 pm [58]. W przypadku degradacji mikro
i nanoczastek, nalezy jednak wzia¢ pod uwagg, ze produkty degradacji moga
tworzy¢ mikroobszary o podwyzszonej kwasowosci, co mogloby negatywnie
wplynaé na czasteczki sygnalizacyjne (np. punkt izoelektryczny, faldowanie,
aktywnos¢ itp.) [59].

Liposomy i egzosomy

Liposomy sa sa badane i analizowane od ponad pi¢ciu dekad i staly si¢
uznanym sposobem dostarczania lekéw, co zaowocowalo dopuszczeniem do
obrotu wielu zatwierdzonych klinicznie produktéw opartych na liposomach
w leczeniu réznych choréb [60]. Najczgstszym sposobem podawania lipo-
soméw i egzosoméw obciazonych lekami jest iniekcja. Nie jest to skuteczna
metoda, poniewaz czasteczki trudno jest utrzyma¢ w miejscu docelowym, a za-
tem nieuniknionym efektem jest szybkie usunigcie leku. Jednym z mozliwych
rozwiazan jest unikniecia wielokrotnych wstrzyknig¢ i uwalniania leku przez
dtugi okres jest osadzenie liposomdw i egzosoméw w systemie hydrozelowym.
W przeciwieristwie do liposoméw, egzosomy osadzone w hydrozelach sa naj-
czgéciej wykorzystywane jako czasteczki bioaktywne, a nie jako nanoczasteczki
do kontrolowanego dostarczania lekéw i molekul. Kontrolowane uwalnianie
egzosoméw z systeméw hydrozelowych zwigksza ich skuteczno$¢ terapeutycz-

na poprzez tworzenie rezerwuaru egzosomow w miejscu urazu, zmniejszajac
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tym samym szybko$¢ ich wydalania z organizmu. Egzosomy osadzone w HA,
zelatynie, chitozanie i hydrozelach na bazie polipeptydéw byly uzywane m.in.
do naprawy ubytkéw i niedokrwienia kosci [61].

Kowalencyjne przylaczenie do polimeru tworzacego hydrozel

W celu lepszej kontroli uwalniania lekéw, moga one by¢ réwniez ko-
walencyjnie wigzane z matryca hydrozelowa. Dzi¢ki koniugacji kowalencyjnej
wydtuzono czas uwalniania lekéw do kilku miesiecy. W ten sposéb mozna
transportowa¢ czynniki ulatwiajace osteogeniczne réznicowanie mezenchy-
malnych komérek macierzystych [62]. Terapeutyki przylaczone kowalencyjnie
sa uwalniane z sieci hydrozelowych w wyniku hydrolizy wiazai chemicznych
pomiedzy czasteczkami leku a polimerem lub w wyniku catkowitej degradacji
hydrozelu. Badania Karageorgiou i wsp. wykazaly, ze kowalencyjne sprz¢ze-
nie fibroiny oraz biatka morfogenetycznego kosci-2 (BMP-2) zintensyfikowa-
ly réznicowanie ludzkich komérek zrebu szpiku kostnego [63]. Poréwnujac
prébke BMP-2 sprzezonego kowalencyjnie z prébka, w ktérej BMP-2 byt
adsorbowany przez fibroing zauwazono, ze sprz¢zenie kowalencyjne umozliwi-
Yo wolniejsze i stabilniejsze uwalnianie biatka morfogenetycznego kosci- pod
koniec czwartego tygodnia badania tylko 10% zaadsorbowanego BMP-2 po-
zostalo w prébcee, podczas gdy 50% kowalencyjnie sprz¢zonego BMP-2 byto

nadal w niej obecne.
3.2. Sposoby uwalniania substangcji z hydrozeli

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ wody w hydrozelach, ich molekularne
mechanizmy uwalniania czasteczek réznig sie znacznie od innych DDS-6w
skfadajacych si¢ z mniej hydrofilowych lub hydrofobowych polimeréw. Wy-
zwalacze $rodowiskowe lub enzymatyczne moga wywolaé trzy rodzaje zmian
struktury hydrozelu: pecznienie, rozpuszezanie lub degradacje. Pecznienie hy-
drozelu "otwiera" sie¢ polimerowa, co pozwala na szybsza dyfuzje uwigzionych
materiatéw. Kontrolowana dyfuzja przez siatk¢ hydrozelu jest podstawowym
mechanizmem uwalniania wielu lekéw. Rozpuszczanie i degradacja powoduja
fizyczny rozpad hydrozelu. Uwalnianie substancji moze by¢ zalezne m.in. od
pH, obecnosci specyficznych enzyméw, pola elektrycznego i magnetycznego

oraz enzyméw [64].
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Uwalnianie zalezne od pH

Hydrozele moga reagowa¢ na zmiany sily jonowej, co powoduje objeto-
$ciowe przejécie fazowe (np. pecznienie prowadzace do uwolnienia leku). Neu-
tralne lub anionowe polimery nie wykazuja znaczacej wrazliwoéci na niskie
pH, natomiast kationowy chitozan (jeden z niewielu naturalnych polimeréw
o fadunku dodatnim) jest na nie wrazliwy, co objawia si¢ jego rozpuszczeniem
[65]. Na bioaktywno$¢ zwigzku wpltyw ma réwniez pH no$nika. Podawane
tej samej substancji za pomoca hydrozeli o réznym pH powoduje zmiany
strukturalne i agregacje transportowanej substangji [66]. Uwigziony w hydro-
zelu thBMP-2, moze wykazywaé rézna aktywnos$¢ osteoindukceyjna nie tylko
w zaleznosci od nosnika, ale réwniez pH $rodowiska. Jak wykazano na podsta-
wie ektopowego tworzenia kosci u szczuréw, hydrozele sa w stanie zwigkszaé
retencj¢ thBMP-2 w miejscu wstrzyknigcia, co indukowalo tworzenie kosci.
Zaobserwowano tendencje do wickszego tworzenia koéci przy niskim pH
w poréwnaniu do wysokiego pH dla hydrozeli z thBMP-2. Zmniejszenie
bioaktywnosci thBMP-2 przy wysokim pH moze by¢ zwiazane z agregacja
i zmianami konformacyjnymi biatka. Przewiduje si¢, ze przesuniecie pH
z nizszego, w kierunku pH fizjologicznego sprzyja agregacji, a co za tym idzie
obniza bioaktywnos$¢ biatka [67]. Wyniki te podkreslaja znaczenie doboru
hydrozelu o odpowiednim punkcie izoelektrycznym w procesie projektowa-
nia optymalnego nosnika dla danego leku w konkretnym $rodowisku oraz
mozliwo$¢ uzycia substangji o réznym pH jako srodkéw powodujacych przej-
$cie fazowe nosnika, a co za tym idzie, majacych wplyw na uwalnianie lekéw

z hydrozelu.
Uwalnianie elektroczule

Metoda elektroczulego uwalniania jest zewnetrznym sposobem uwal-
niania leku. Standardowy przebieg reakcji uwalniania obejmuje podskérna
implantacj¢ biodegradowalnego preparatu hydrozelowo-lekowego. Pole elek-
tryczne stymuluje nosnik leku znajdujacy si¢ pod skéra, a w odpowiedzi hy-
drozel uwalnia lek. Gléwne mechanizmy uwalniania leku obejmuja wyrzuca-
nie roztworu leku podczas rozpuszczenia, dyfuzje, elektroforeze naladowanych
lekéw oraz elektroindukowang elektroforeza erozje zelu. Uwolnienie leku na-
stgpuje dopiero po kilku minutach, jedynie wtedy, gdy zastosowane pole elek-
tryczne jest wystarczajgco wysokie, by spowodowaé zmiany w strukturze zelu.

Uwalnianie leku jest hamowane, gdy nast¢puje zatrzymanie przeplywu pradu.
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Dzi¢ki mozliwosci dostrojenia liczby i czasu trwania impulséw, wysokosci pola
elektrycznego, a takze sktfadu samego nosnika jakim jest hydrozel, metoda ta
moze by¢ niezwykle precyzyjna [68].

Uwalnianie zalezne od enzyméw

Proteazy moga by¢ wykorzystane jako mechanizm wyzwalajacy w procesie
uwalniania zwiazkéw. Najpopularniejsze systemy oparte sa na katalitycznym
oddziatywaniu metaloproteinaz macierzy (MMP). Do wrazliwych na MMP
substangji zaliczajg si¢ m.in zel PEG oraz gabki kolagenowe. Skutecznosci tego
typu uwalniania dowiodly badania na szczurach. Syntetyczne matryce hydro-
zelowe wspomogly gojenie ubytkéw kostnych o duzych rozmiarach. Gabki ko-
lagenowe zawierajace thBMP-2, wrazliwe na MMP prowadzity do zwickszenia
infiltracji komoérek i zintensyfikowanego tworzenia kosci. Syntetyczne zele na
bazie PEG wymagaly degradacji z udzialem MMP do inwazji komérek. Cecha
ta moze by¢ wykorzystana do precyzyjnego, lokalnego uwalniania thBMP-2.
Zaleta ta znacznie zyskuje na wartosci podczas stosowania BMP w regionach
podatnych na kostnienie heterotropowe, takie jak stawy [69]. Biodegrado-
walno$¢ syntetycznej matrycy i jej wlasciwosci biofunkcjonalne moga by¢ re-
gulowane poprzez chemiczna modyfikacj¢ sieci hydrozelowej oraz modulacje
proteaz. Whasciwosci te wykorzystuje si¢ m.in w celu zwigkszenia efektywnosci
dostarczania VEGF w celu kontrolowanej indukeji angiogenezy [70].

4. DYSKUSJA

Szeroki zakres struktur molekularnych, zréznicowane wlasciwosci mecha-
niczne, mozliwosci modyfikacji poziomu usieciowania, porowatosci, okresu
pottrwania, relaksacji naprezen itp czynig z hydrozeli atrakcyjny materiat do
projektowania zaawansowanych rusztowan pozwalajacych na sterowanie na-
prawa tkanek, funkcjonalng inzynieri¢ tkankowa oraz na kontrolowane do-
starczanie lekéw. Istnieje szereg mozliwosci dopasowania sposobu transportu
i uwalniania substancji czynnych z hydrozelu. Umozliwia to efektywne i pre-
cyzyjne uwalnianie leku w poblizu miejsca docelowego, zapobiegajac toksycz-
nosci ogdlnoustrojowe;j.

Nadal istnieje szereg wyzwan, z keérymi trzeba si¢ zmierzy¢. Wigkszo$é
konwencjonalnych metod stosowanych do wytwarzania porowatych ruszto-
wan zazwyczaj nie pozwala na dostosowanie porowatoéci lub wielkosci po-

réw po utworzeniu rusztowania do potrzeb pacjenta. Uzycie rusztowan, ktére
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nie ulegaja wystarczajaco szybkiej degradacji, skutkuje ograniczona migra-
¢ja i proliferacjqg komdrek oraz niedoborem sktadnikéw odzywezych i tlenu
w rozwijajacej si¢ tkance. Z drugiej strony, rusztowanie, ktére ulega degradacji
zbyt szybko, moze zagrozi¢ mechanicznej i strukturalnej integralnosci implan-
tu, zanim tkanka bedzie wystarczajaco dobrze rozwinigta. W obu przypad-
kach regeneracja tkanki jest zahamowana z powodu niedopasowania migdzy
tempem wzrostu tkanki i degeneracja rusztowania. Opracowanie technolo-
gii "inteligentnych", przestrajalnych rusztowan, ktére moga zapewni¢ bardzo
rézne tempo regeneracji réznych tkanek ze wzgledu na indywidualne réznice
w wieku, stosowanej diecie, szybkosci gojenia i czynnikéw zwigzanych ze sty-
lem Zycia wydaje si¢ wicc by¢ niezbedne. Takie rusztowania z mozliwoscia
postfabrykacji s3 konieczne, aby zapewni¢ odpowiednie mikrosrodowisko dla
tych dynamicznych zmian, na przyklad migracji i réznicowania komérek. Pre-
cyzyjny dobdr materiatéw, z ktdrych wykonane sa rusztowania, ich geometria,
wielko$¢ pordw, dlugos¢ okresu péttrwania oraz zwigkszenie stabilnosci en-
kapsulowanych zwiazkéw tak, aby umozliwi¢ ich uwalnianie przez dtuzszy, po-
zadany czas bedzie odgrywato kluczowa role w przysztosci rusztowan kostnych.

Przyszlte badania powinny by¢ ukierunkowane na lepsze odwzorowanie
naturalnych proceséw regeneracji tkanki kostnej, takich jak sprz¢zenie po-
miedzy angiogeneza i osteogeneza, co moze wymagaé rekrutacji i réznicowa-
nia komérek progenitorowych. Ostatnie odkrycia naukowe i technologiczne
wskazujg na mozliwo$¢ uzyskania rusztowar kostnych, ktére intensywniej
wspieralyby lokalne i ogélnoustrojowe funkgcje biologiczne, co jest niezbedne

dla uzyskania pozadanych efektéw terapeutycznych w regeneracji kosci.
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Abstrakt:

Nagle zgony sercowe (NZS) stanowia jedna z gléwnych przyczyn naglej $mierci spowodowa-
nej chorobami uktadu krazenia. Dominujacg przyczyna NZS sg zaburzenia rytmu i przewod-
nictwa, natomiast podtozem tych zaburzen jest zwykle ostre niedokrwienie mig$nia sercowego
w przebiegu choroby niedokrwiennej serca. Brak jednoznacznych, morfologicznych wykladni-
kéw NZS stanowi powazne wyzwanie dla diagnostyki mikroskopowej w praktyce sadowo-lekar-
skiej. Celem pracy bylo oméwienie dotychczasowych wynikéw badan w zakresie diagnostyki
immunohistochemicznej i molekularnej autopsyjnych wycinkéw miesnia sercowego w prze-

biegu NZS.

Stowa kluczowe: nagly zgon sercowy, immunohistochemia, wycinki autopsyjne, diagnostyka
medyczno-sadowa

Abstract:

Sudden cardiac death (SCD) is one of the main causes of an unexpected death due to cardio-
vascular pathology. The dominant reason of SCD is rhythm and conduction disturbances, but
the ground of these pathologies is mostly acute myocardial ischemia in course of ischemic heart
disease. Lack of unambiguous, morphological exponents of SCD poses a serious challenge for
microscopic diagnostics in forensic-medical practice. The aim of this review is to discuss results
of existing studies in a field of immunohistochemical and molecular diagnostics of autopsy

myocardial sections in SCD.

Keywords: sudden cardiac death, immunohistochemistry, autopsy, diagnostics, post mortem

study

! Badania sfinansowano ze $rodkéw Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w zwiazku

realizacja projektu ,Badania nad przydatnoscia oznaczert immunohistochemicznych w diagno-
styce sadowo-lekarskiej zgonéw naglych”; nr umowy KN'W-1-185/K/5/0.
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1. WSTEP

Definicja naglego zgonu sercowego (NZS) obejmuje nagly zgon z przy-
czyn sercowych pojawiajacy si¢ w czasie krétszym niz jedna godzina od poczat-
ku objawéw u 0séb, u ktdrych nie wystgpowaly letalne schorzenia pozaserco-
we [1]. Wsréd najezestszych przyczyn NZS wymienia si¢ obecnos¢ przewleklej
choroby niedokrwiennej serca, niewydolnos¢ serca oraz wrodzone zaburzenia
funkeji kanaléw jonowych predysponujace do wystepowania letalnych zabu-
rzed rytmu serca [2]. W prospektywnym badaniu Bowkera i wsp., obejmujace-
go przypadki NZS u 0séb w przedziale wieku 16-64 lata bez udokumentowanej
kliniczne choroby wiericowej stwierdzono obecnos¢ choroby niedokrwiennej
u 86% [3]. Brak wykladnikéw morfologicznych NZS w rutynowym badaniu
histologicznym stanowi impuls do zastosowania innych metod diagnostyczno-
-badawczych w tym immunohistochemicznych oraz molekularnych dla celéw
po$miertnego badania sadowo-lekarskiego [4]. Celem pracy bylo omdwienie
rezultatéw dotychczasowych badan obejmujacych diagnostyke immunohisto-
chemiczng i molekularng autopsyjnych wycinkéw migénia sercowego w prze-

biegu NZS.

2. NAGEA SMIERC SERCOWA O PODLOZU
HIPOKSYJNYM

Hipoksja to stan, gdy dochodzi do deficytu tlenu w komérkach. W prze-
biegu hipoksji dochodzi do zaburzeri funkgji kardiomiocytéw (m.in. genero-
wania arytmii wskutek nieskoordynowanej depolaryzacji), a w dalszej kolejno-
$ci do ich martwicy. Gléwna przyczyna hipoksiji jest choroba niedokrwienna
sercowego. Stanowi ona dominujaca przyczyne NZS (nawet 70% przypad-
kéw). Do rzadszych przyczyn NZS o podtozu hipoksyjnym naleza schorzenia
prowadzace do niewydolnosci serca: choroba nadci$nieniowa, kardiomiopatia

przerostowa czy patologie zastawkowe serca.
3. OSTRY ZAWAL MIESNIA SERCOWEGO

Zgodnie z aktualnymi wytycznymi EHA (European Heart Association)
terminem ostry zawal serca (OZS) definiujemy kazde uszkodzenie komoérek
miokardium spowodowane przedtuzajacym si¢ niedotlenieniem. Aktualne wy-
tyczne ponadto dzielg ostre zawaly serca na 5 typéw réznych od mechanizméw

i etiologii:
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e Typ 1 — spowodowany zmianami miazdzycowymi lub skrzepem po-
wodujacymi krytyczne zmniejszenie doptywu krwi;

e Typ 2 — spowodowany uszkodzeniem wynikajacymi z deficytu tlenu,
ale spowodowanego przez inne przyczyny niz miazdzyca;

e Typ 3 — nagla $mier¢ sercowa z objawami sugerujacymi zawal (bl
w klatce piersiowej, zmiany w EKG), ale bez dowodéw uszkodzenia migénia
(wzrost cINT);

e Typ 4i5 - zawaly wynikajace z procedur z zakresu kardiologii inwa-
zyjnej [5].

Diagnostyka sadowo-lekarska zgonu w mechanizmie ostrego zawatu serca
obejmuj¢ przede wszystkim zebranie wszystkich danych klinicznych takich jak
obecnos¢ bélu stenokardialnego, zmiany w EKG oraz wzrost enzyméw uszko-
dzenia serca a takze Srodowiskowych pozwalajacych na ustalenie rozpoznania.
W przypadku $mierci poza placowkami ochrony zdrowia nieodzowny staje si¢
wywiad $rodowiskowy oraz zeznania $wiadkéw, co do okolicznosci zgonu [6].

Klasyczna diagnostyka mikroskopowa OZS obejmuje badanie skraw-
kéw barwionych z wykorzystaniem hematoksyliny i eozyny. W wybarwionym
preparacie poszukuje si¢ falujacych widékien migéniowych, hiperoeozynofi-
lii, zmian w obrazie jader komérkowych. Poszczegélne zmiany cytologiczne
w trakcie postgpowania MI sa dobrze opisane w literaturze [6, 7]. Wspoma-
gajaca metoda histochemiczng stosowana w czesci osrodkéw w diagnostyce
OZS jest metoda Nielsena i Selye’ego polegajaca na wykrywaniu fuksynochton-
nosci wiékiert migsniowych. Dotychczasowe wyniki badari wskazuja, ze jest to
metoda malo specyficzna, nie pozwalajaca na jednoznaczna interpretacje ostre-
go uszkodzenia migénia sercowego w przebiegu OZS [4]. Niestety pierwsze
zmiany histologiczne pod postacig segmentarnej hipereozynofilii, ogniskowej
martwicy oraz krwinkotokéw a takze naciekéw neutrofilowych w §rédmiazszu
mozna zaobserwowaé w mikroskopie §wietlnym dopiero w okresie 4-12 go-
dzin od poczatku ostrego niedokrwienia [6, 7]. Tym samym klasyczne badanie
histologiczne nie pozwala zwykle wskazanie na OZS jako przyczyny NZS.

Wykorzystanie metod immunohistochemicznych (IHC) do diagnostyki
OZS opiera si¢ na ocenie markeréw, ktérych ekspresja wzrasta we wezesnej
fazie OZS. Naleza do nich: (1) fibronektyna (biatko wystepujace w surowicy);
(2) terminalny kompleks ukfadu dopetniacza C5C9; (3) kompleks troponin
(biatka strukturalne serca). Barranco i Ventura, na podstawie przeprowadzone-
go przegladu systematycznego literatury zalecaja uwzglednienie w analizy wy-
cinkéw minimum 3 markeréw zawaléw, by unikna¢ zafalszowania wynikéw

[8]. Ci sami autorzy podkreslaja, ze metody IHC pozwalaja zwigkszy¢ czutos¢
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detekeji OZS, jednak metoda nie jest pozbawiona mozliwosci uzyskania wy-
nikéw zaréwno falszywie dodatnich, jak i falszywie ujemnych. Przydatnos¢
odczynéw IHC w diagnostyce post-mortem potwierdzaja badania Rzepeckiej-
-Wozniak [4]. Autorka potwierdzila, ze stosowanie barwienia anty-C9 dopel-
niacza pozwala z wigksza czuloscig wykry¢ OZS w poréwnaniu z klasycznymi
metodami histologicznymi. Ahmed-Amin i wsp. [9], potwierdzili, ze barwie-
nie IHC w kierunku ¢TnT, mioglobiny czy kaspazy-3 stanowi metod¢ pozwa-
lajaca wykry¢ OZS nawet bez wystgpowania $ladéw w klasycznym badaniu
histopatologicznym.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) jest narzedziem pozwa-
lajacym wykry¢ $lady zawatu juz w pierwszych minutach po jego wystapie-
niu. W toku analizy metoda TEM poszukujemy obrz¢ku mitochondriéw czy
uszkodzeri w obrebie sarkolemmy [10]. Metoda niestety wymaga wlasciwego
zabezpieczenia prébki do badan bezposrednio po $mierci, gdyz inaczej zmia-
ny nekrotyczne szybko zafalszuja wynik. TEM ma ograniczone zastosowanie
kliniczne, jednak w szczegélnych przypadkach moze poméc potwierdzi¢ lub

wykluczy¢ zawat.
4. KARDIOMIOPATIA PRZEROSTOWA

Kardiomiopatia przerostowa jest choroba, w ktérej dochodzi do przero-
stu mig$nia sercowego obejmujacego najczesciej lewa komore serca. Przyczyna
kardiomiopatii przerostowej sa najczesciej dziedziczne mutacje w obrebie bia-
fek strukturalnych kardiomiocytéw, rzadziej natomiast choroby metaboliczne
[11]. Szacuje si¢, ze kumulatywne 5-letnie ryzyko NZS u dzieci w przebie-
gu kardiomiopatii przerostowej wynosi 9,1% [12]. Badania autopsyjne serca
pozwolily na wykazanie zmian w naczyniach wiedcowych < 300pm §rednicy
u okoto 80% przypadkéw autopsyjnych pod postacia pogrubienia warstwy
wewnetrznej oraz §rodkowej [13]. Przy réznicowaniu z innymi jednostkami
chorobowymi przebiegajacymi z przerostem serca pomocne sa badania gene-
tyczne potwierdzajace wystgpowanie mutacji genowych obecnych w tym scho-
rzeniu. Brak jest jednak jednoznacznych wytycznych, co do zakresu testéw
molekularnych, jednak standardowo wykonuje si¢ sekwencjonowanie 5-10
genéw obejmujacych: MYH7, MYBPC3, TNNI3, TNNT2, MYL2, TPM1,
TNNI3, MYL2, MYL3, ACTC, CSRP3, and TCAP [14]. Ostateczne stwier-
dzenie NZS w przebiegu kardiomiopatii przerostowej musi obejmowac catosé
obrazu klinicznego, wyniki badait dodatkowych w tym ww. diagnostyki mo-
lekularnej [15, 16].
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5. NAGEA SMIERC SERCOWA O PODLOZU ZAPALNYM

Zapalenie migs$nia sercowego (ZMS) jest choroba, w ktérej dochodzi do
uszkodzenia komérek miokardium na skutek infekeji, dziatania substancji tok-
sycznych a takze reakeji autoimmunologicznych. Najczestsza przyczyna ZMS
w krajach rozwinigtych sa wirusowe infekcje wsierdzia, w szczeg6lnosci zwia-
zane z enterowirusami (w tym Coxsackie) i wirusami grypy. Trwajace ZMS
moze z czasem przeksztalci¢ si¢ w przewlekle ZMS prowadzace ostatecznie do
rozwinigcia si¢ kardiomiopatii rozstrzeniowej (DCM, Dilated Cardiomyopa-
thy) [17]. Nagly zgon sercowy w przebiegu ZMS w jednym badaniu wystapit
u 5% przypadkéw [18].

Nadal ,ztotym standardem” potwierdzajacym obecnos¢ ZMS jest diagno-
styka histologiczna bioptatéw migénia sercowego. Podstawowa rozpoznania
ZMS wyg aktualnych zalecent towarzystw kardiologicznych s3 obecnie metody
immunohistochemiczne. Aby potwierdzi¢ obecnos¢ ZMS nalezy w wycinkach
serca wykaza¢ [19]:

e  Obecno$¢ naciekéw limfocytarnych sktadajacych sie z komérek CD3
i/lub leukocytarnych z komérek CD68 w ilosci > 14 komérek w 1mm?2

e Obecno$¢ wzrostu ekspresji antygenéw ukladu HLA klasy II (DR)

e  Obecno$¢ cech uszkadzania kardiomiocytéw

Wsréd szeregu klasyfikacji ZMS opierajacych si¢ na diagnostyce im-
munohistologicznej wycinkéw migsnia sercowego na podkreslenie zastuguje
Klasyfikacja ZABRZE, obejmujaca oceng naciekéw z komoérek zapalnych,
obecnosci ogniskowej martwicy kardiomiocytéw oraz wzrostu ekspresji obu
klas uktadu HLA [20]. Istotna czgécia morfologicznej diagnostyki MCI jest
wykazanie obecno$ci wiruséw w migéniu sercowym metodq RT-PCR (rea/
time polymerase chain reaction) [21]. Niestety na chwile obecna nie sa dostgpne
zadne gotowe panele do detekcji wiruséw w wycinkach sercach, a stosowane
metody zwykle opieraja si¢ na sekwencjach sond i starteréw do zastosowan
naukowych. Dla metody RT-PCR nie dysponujemy réwniez kryteriami inter-
pretacji ilodciowej poziomu wiremii dla istotnosci klinicznej uzyskanego wyni-
ku. Wskazane ograniczenia ograniczaja rutynowe stosowanie RT-PCR do dia-
gnostyki ZMS. Innymi metodami stuzacymi do detekcji wiruséw w tkankach
serca sa: (1) hybrydyzacja in-siru FISH/CISH; (2) mikroskopia elektronowa
oraz (3) hodowla wirusa z prébek serca [22]. W przypadku podejrzenia ZMS
o etiologii bakteryjnej czy grzybowej kluczowym badaniem uzupelniajacym

bedzie posiew fragmentu serca oraz badania serologiczne z surowicy.
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6. NAGEA SMIERC SERCOWA
O PODLOZU GENETYCZNYM

Po wykluczeniu NZS w nastepstwie ww. schorzen w diagnostyce réz-
nicowej szczegblnie w mlodym wieku nalezy wzia¢ pod uwage obecnosé¢ za-
burzei genetycznych mogacych predysponowaé¢ do wystapienia NZS. Do
najczestszych zaburzen o podlozu genetycznym naleza kanalopatie, a w szcze-
gblnosci zespdt dlugiego QT, choroba Brugadéw czy katecholaminergicznej
polimorficznej tachykardii komorowej [23]. Niestety, kanalopatie nie daja
uchwytnych zmian pozwalajacych na rozpoznanie mikroskopowe. Zgodnie
z aktualnymi wytycznymi APHRS (Asia Pacific Heart Rhytm Society) kluczowe
znaczenie ma wywiad rodzinny z uwzglednieniem wystgpowania chordéb gene-
tycznych do minimum 3 pokolent wstecz. Ponadto podczas kazdej sekcji obo-
wigzkowo powinno zabezpieczy¢ si¢ prébke pod katem badan genetycznych
(krew pobrana do probéwki z EDTA, zamrozona prébka serca lub zamrozo-
na prébka trzustki/watroby/grasicy; zamrozone prébki nalezy przechowywaé
w temp. -20°C lub -80°C; jesli jest dostgpny bufor utrwalajacy np. RNAlater
dopuszcza si¢ przechowywanie zabezpieczonej w nim tkanki w temp. pokojo-
wej). Testy genetyczne zaleca si¢ wykonywad u chorych z fenotypem wskazu-
jacym wystepowanie NZS o podiozu genetyczny oraz u chorych nie udalo si¢
ustali¢ przyczyny zgonu. Aktualne wytyczne nie wskazujg zalecanego zakresu
testébw molekularnych. Przeprowadzone testy powinny obejmowaé choroby
bezposrednia zwigzane relacja przyczynowo skutkowa z wystapieniem NZS
[24]. Warto zwré6ci¢ uwage, ze nieco starsze, lecz bardziej szczegdlowe wy-
tyczne kanadyjskie (Canadian Cardiovascular Society | Canadian Heart Rhy-
thm Society) przewiduja nieco inne kryteria i zasady przeprowadzana testéw
genetycznych [25]. Opracowania innych organizacji i autoréw sa w znacznej
mierze tozsame, potrafig si¢ jednak rézni¢ w szczegdlnosci co do zakresu wyko-
nywanych testéw [26-30]. W wypadku wykrycia NZS o podtozu genetycznym
zaleca si¢ przeprowadzenie badari genetycznych u krewnych [24]. Metoda do
diagnostyki mutacji jest z wyboru sekwencjonowanie metoda Sangera lub me-
todami sekwencjonowania nowej generacji (NGS).

Wsréd dostgpnych paneli diagnostycznych z pewnoscia na uwagg zastu-
guje stosowany przez Mayo Clinic PMARP (Postmorthem arrhythmia Panel)
obejmujacych 20 genéw zwiazanych z wystapieniem Choroby Brugadéw
i zespotu dlugiego QT [31]. Zdaniem autoréw wskazany zestaw jest dobrym
punktem wyjscia w razie koniecznosci wykonywania testéw w kierunku NZS

o podtozu genetycznym.
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7. PODSUMOWANIE

Nagly zgon sercowy stanowi duze wyzwanie dla diagnostyki mikroskopo-
wej w praktyce sadowo-lekarskiej. Podstawa rozpoznania NZS stanowi przede
wszystkim szczegdtowa analiza wszystkich dostgpnych danych klinicznych
oraz wywiadu $rodowiskowego. Zastosowanie dodatkowych metod diagno-
stycznych takich jak metody immunohistochemiczne, elektronomikroskopo-
we oraz techniki biologii molekularnej pozwala na uzyskanie dodatkowych
danych. U czesci przypadkéw metody te pozwalajg na ostateczne ustalenie
przyczyny NZS. Niestety, brak opracowania szeroko akceptowanych protoko-
Yow oraz kryteriéw diagnostycznych ogranicza ich zastosowanie w rutynowe;j

diagnostyce medyczno-sadowe;j.
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