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Terapia genowa padaczki

Arkadiusz Kazula', Ewa Kazula?

! Apeka prywatna, ul. Wolnosci 54a, Nisko
2 Apteka prywatna, ul. Zakladowa 50, Tarnobrzeg

Adres do korespondencji: Arkadiusz Kazula, ul. Portowa 18/4, 27-600 Sandomierz, e-mail: Kazula.gen@interia.pl

Padaczka dotyka ponad 60 milionéw oséb na
calym Swiecie, co powoduje, ze choroba ta
jest najbardziej rozpowszechnionym zaburzeniem
neurologicznym [1]. Termin padaczka obejmu-
je pacjentéw u ktérych zaburzenia neurologiczne
moga by¢ przekazywane genetycznie lub sa naby-
te, a wspdlna cecha jest trwaly wzrost pobudliwo-
$ci neurondw, ktérego efektem jest pojawianie sie
napadéw padaczkowych. Napadem padaczkowym
natomiast okreslamy nadmierny i niekontrolowany
wzrost aktywnosei neuronalnej [2]. Napady moga
by¢ dwojakiego rodzaju: uogélnione, kiedy wyste-
puja szybko i angazuja calg sie¢ neuronalng oraz
ogniskowe, ktdre ograniczajg sie tylko do okreslo-
nej struktury mézgu [ 3]. Etiologicznie, zespoly pa-
daczkowe sg klasyfikowane jako: genetyczne, jezeli
wynikajg ze znanych wad genetycznych, metabo-
liczne, powstajace na skutek strukturalnych lub
metabolicznych uszkodzen, oraz stany padaczko-
we o nieznanej etiologii [3]. Wykazano, ze napa-
dy padaczkowe o podlozu genetycznym najczesciej
sa zwigzane z uogdélnionymi napadami, natomiast
napady padaczkowe o podlozu metabolicznym czy
strukturalnym z napadami ogniskowymi zacho-
dzacymi wokét struktur, gdzie nastepujg zmiany
chorobowe.

Zaden z obecnie stosowanych w praktyce Kkli-
nicznej lekéw przeciwpadaczkowych nie zapo-
biega rozwojowi tego schorzenia. Nalezy réow-
niez podkresli¢, ze w wielu przypadkach leczenie
farmakologiczne jest nieskuteczne i u co trzecie-
go pacjenta leczonego lekami przeciwpadaczko-
wym nadal wystepuja napady drgawkowe. Po-
nadto u pacjentéw, u ktérych napady sa dobrze
kontrolowane za pomoca terapii farmakologicz-
nej, dlugotrwate stosowanie lekéw moze wywierac
wyniszczajace skutki na sie¢ neuronalna, powo-
dujac zaburzenia poznawcze, depresje czy demen-
cje. W czasie przebiegu choroby istnieje potrzeba
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Gene therapy of epilepsy Gene therapy is a promising new
approach for the treatment of epilepsy. Several candidate genes such
as neuropeptide Y and galanin have been demonstrated in preclinical
studies to have a positive effect on seizure activity. For a successful
gene therapy-based treatment, efficient delivery of a transgene to
target neurons is also essential. To this end, advances have been
made in the areas of cell transplantation and in the development of
recombinant viral vectors for gene delivery. Recombinant adeno-
associated viral (rAAV) vectors in particular show promise for gene
therapy of neurological disorders due to their neuronal tropism, lack
of toxicity, and stable persistence in neurons, which results in robust,
long-term expression of the transgene. A relatively large proportion of
patients with temporal lobe epilepsy (TLE) are resistant to antiepileptic
drugs (AEDs) or experience debilitating side effects from long-term
treatment such as cognitive impairment, depression, or dementia.
Surgery to remove the epileptic tissue may offer an improvement over
AEDs, but it is only an option for patients with focal unilateral seizures
in brain regions that can be safely removed without causing severe
cognitive or sensory deficits.

Keywords: gene therapy of epilepsy, antiepileptic drugs, neuropeptide Y,
galanin.
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modyfikacji terapii, aby ograniczy¢ dzialanie neu-
rologiczne czy psychiatryczne stosowanych lekéw
przeciwpadaczkowych. Istnieje réwniez stosunko-
wo duzy odsetek pacjentéw z padaczka skroniows,
ktora jest odporna na dzialanie lekéw przeciwpa-
daczkowych [4].

Pomimo pojawienia si¢ lekéw przeciwpadacz-

kowych nowych generacji (generacja 11 i 11I), te-
rapia padaczki nadal pozostaje powaznym
wyzwaniem. W chwili obecnej nie posiadamy od-
powiednich lekéw cofajacych proces epileptogene-
zy izmian neurodegenaracyjnych, ktére sa nastep-
stwem napadéw padaczkowych. Dostepna obecnie
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farmakoterapia sprowadza si¢ w duzej mierze do
lagodzenia objawow, posiadajac przy tym sze-
reg skutkéw ubocznych. Z tego wzgledu istnie-
je potrzeba opracowania innowacyjnych strategii
terapeutycznych, opartych na znajomosci pod-
stawowych mechanizméw molekularnych i pato-
genetycznych tej choroby. W badaniach przyjeto,
ze jezeli szlak metaboliczny ostatecznie prowadzi
do ekspresji napadéw padaczkowych, to wyda-
je sie sluszne, ze wyciszenie i zahamowanie eks-
presji komponentow tego szlaku (metabolicznego)
powinno zapobiec ekspresji napadéw padaczko-
wych [4]. Nowe koncepcje oparte na terapii ge-
nowej i terapii z wykorzystaniem komdrek ma-
cierzystych daja mozliwos¢ skutecznego leczenia
epilepsji i hamowania zmian molekularnych na-
stepujacych podczas epileptogenezy.

Mimo wprowadzenia

wielu nowych lekéw
przeciwpadaczkowych

(i I generacji),

nadal nie posiadamy
odpowiednich preparatéw
cofajgcych procesy
epileptogenezy i zmian
neurodegenaracyjnych,
ktére sa nastepstwem
napadéw padaczkowych.
Dostepna obecnie
farmakoterapia sprowadza
sie w duzej mierze do
tagodzenia objawéw

i posiada przy tym wiele
skutkéw ubocznych. Z tego
wzgledu istnieje potrzeba
opracowania innowacyjnych
strategii terapeutycznych
opartych na znajomosci
podstawowych
mechanizméw
molekularnych

i patogenetycznych

tej choroby. Nowe
koncepcje oparte na
terapii genowej i terapii

z wykorzystaniem komérek
macierzystych stwarzaja
szanse na mozliwo$¢
skutecznej terapii
padaczki i hamowania
zmian molekularnych
nastepujacych podczas
epileptogenezy.
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Mozliwos¢ zastosowania
terapii genowej
w leczeniu padaczki

Terapia genowa tradycyjnie jest
definiowana jako podejscie terapeu-
tyczne, w ktérym nastepuje wy-
miana wadliwej kopii genu na funk-
cjonalng (niezmutowana) kopie,
a skutkiem tego procesu jest przy-
wrécenie normalnego funkcjono-
wania transfekowanej populacji ko-
morek. To podejscie terapeutyczne
wynika z naszej wiedzy dotyczg-
cej choréb molekularnych. Spo-
séb ten okazal si¢ skuteczny w te-
rapii choréb genetycznych, takich
jak hemofilia, oraz genetycznych
zaburzen metabolicznych [5]. Wa-
runkiem zastosowania metod tera-
pii genowej obejmujgcej hamowa-
nie ekspresji patologicznych genéw
za pomocy interferencji RNA, rybo-
zymow, struktury tripleks czy an-
tysensowych oligonukleotydéw jest
dokladne poznanie kaskady zdarzen
molekularnych i okreslonych punk-
tow uchwytu (zmutowanych genéw)
dla tego typu terapii [6, 7]. Terapia
genowa majaca na celu hamowanie
ekspresji, wymiane i naprawe wa-
dliwych genéw oraz zapewnienie
utrzymania odpowiedniego steze-
nia terapeutycznego zwiazku moze
by¢ odpowiednim narzedziem w te-
rapii przeciwpadaczkowej [7]. Su-
geruje sie, ze terapia genowa moze
by¢ szczegdélnie pomocna w terapii
przewleklych zaburzen napadowych,

w przypadku ktérych nie zidentyfikowano od-
powiednich centréw aktywnosci elektrycznej.
W przeciwienistwie do objawowego hamowania na-
padéw w wyniku farmakoterapii, istnieja nadzieje,
7e terapia tego typu (genowa) posiada odpowiedni
potencjal, aby hamowac i cofa¢ podstawowe me-
chanizmy choroby, a zatem moze stuzy¢ do hamo-
wania i cofania epileptogenezy, co przyczyni sie do
calkowitego wyleczenia [8].

Ten typ terapii padaczki mozna szczegdlnie za-
stosowad, w przypadku gdy jej sprawca jest mu-
tacja pojedynczego genu. Wiekszos¢ przypadkéw
tej choroby nalezy do zlozonych postaci, o przy-
czynach zaréwno genetycznych, jak i Srodowi-
skowych, jakkolwiek autosomalne dominujace
monogenetyczne formy padaczki zostaly réwniez
zidentyfikowane. Na przykiad pewna forma pa-
daczki mioklonicznej, tzw. choroba Unverricht-
-Lundborga, wynika z mutacji genu kodujacego
proteaze cystatyny B [9]. W konsekwencji odtwo-
rzenie aktywnego genu proteazy cystatyny B by-
loby racjonalnym podejSciem w terapii tej formy
padaczki. Innym przykladem, w ktérym uszko-
dzenie genu powoduje powstawanie napaddéw,
jest niedob6r aspartoacylazy (ASPA) u szczuréw
ze spontaniczng padaczka. Wydaje sie, ze dostar-
czenie za pomoca wektoréw ekspresyjnych wia-
Sciwego genu ASPA do neuronéw moze zlagodzi¢
objawy choroby (drgawki toniczne) [8]. Nieste-
ty tylko nieliczne formy genetycznych padaczek
sa nastepstwem defektu pojedynczego genu, na-
tomiast bardziej powszechne odmiany tej cho-
roby wynikajg z dziedziczenia dwéch lub wiek-
szej ilo$ci gendw podatnosci na to schorzenie, co
znacznie utrudnia zastosowanie terapii genowej
w takich przypadkach [10]. Przykladem wielo-
genowego mechanizmu powstawania tej choro-
by jest polimorfizm kanaléw jonowych, ktéry jest
wynikiem mutacji genéw kodujacych podjednost-
ki bialkowe, budujace kanaly jonowe (w recepto-
réw jonotropowych). Pierwsza zidentyfikowana
wada genetyczng byla autosomalna mutacja pod-
jednostki a-4 acetylocholinergicznego recepto-
ra nikotynowego, ktéra wywolywala (nocna) pa-
daczke przedniego plata czolowego [10]. Od tego
czasu zidentyfikowano ponad 12 mutacji w pepty-
dach tworzacych kanaly jonowe, czyli tzw. kana-
lopati [11]. Niemniej jednak terapia genowa poli-
genowych mutacji wywolujacych padaczke moze
by¢ wykorzystywana w celu wywolania lokalne-
go uwalniania substancji o dzialaniu przeciwdr-
gawkowym (neuropeptyd Y, galanina, adenozy-
na) lub w celu przywrécenia réwnowagi pomiedzy
hamowaniem i wzbudzeniem w neuronach mé-
zgu oraz w celu wzmocnienia aktywnosci kana-
16w jonowych lub do wspierania funkeji endogen-
nych neuromodulatoréw. Inng racjonalng strategia
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terapii genowej mogloby by¢ zapobieganie utracie
neuronéw wywolywanych napadami padaczko-
wymi. Pionierem w tych badaniach byt R. Sapol-
sky, ktéry za pomoca wirusa opryszczki induko-
wal nadekspresje genu dla transportera glukozy,
zapobiegajac w ten sposéb apoptozie neuronéw,
co z kolei hamowalo procesy epileptogenezy [12].
Nalezy zauwazy¢, ze hamowanie apoptozy neuro-
néw w niektérych przypadkach nie jest jedynym
warunkiem niezbednym do zahamowania zabu-
rzend neuronalnych [13].

Czyste odmiany jednogenowych padaczek sa
stosunkowo rzadkie, a w zlozonych padaczkach
wplyw czynnikéw $rodowiskowych i genetycz-
nych jest trudny do oceny. Trudno jednoznacznie
okresli¢ podstawy zachodzacych w mézgu mecha-
nizméw molekularnych i zwigzek ich z mutacjami.
Ponadto nalezy stwierdzic, ze trudno jest projekto-
wac odpowiednie podejscie terapii genowej w cho-
robie, ktdra czesto obejmuje duze obszary mézgu.
Jest to obecnie czesto niewykonalne ze wzgledu na
ograniczenia techniczne limitujace transfer genéw
do okreslonych o$rodkéw w mézgu. Z tych po-
wodéw genetyczne formy padaczki naleza do naj-
bardziej trudnych celéw terapii genowej na obec-
nym etapie naszej wiedzy. Ogniskowe padaczki,
w szczegdlnosci padaczki skroniowe, wydaja sie
by¢ lepszymi kandydatami do terapii genowej. Pa-
tofizjologia padaczki skroniowej, zostala dobrze
przebadana na modelach zwierzecych, jak réwniez
na podstawie analizy tkanki otrzymanej podczas
resekeji chirurgicznej, a kilka genéw zostalo ziden-
tyfikowanych jako potencjalny cel terapeutyczny
[14]. Wydaje sie, Ze terapia genowa umozliwi spe-
cyficzne ukierunkowanie terapeutycznych genéw
padaczkowych w regionie, oszczedzajac otacza-
jace zdrowe tkanki i minimalizujac skutki ubocz-
ne, ktore czesto idg w parze ze stosowaniem lekéw
przeciwpadaczkowych [6].

Wybér wektora i drogi podania

W chwili obecnej prébuje sie opracowac stra-
tegie dostarczania genéw do mézgu przez barie-
ry krew-mozg (podanie obwodowe) za pomoca
wektoréw ekspresyjnych zawierajacych terapeu-
tyczne geny. Jedng z takich strategii jest zastoso-
wanie szlaku uzywanego przez wiele krazacych
endogennych molekul, takich jak transferyny lub
insulina, ktére docieraja do neuronéw i komdrek
glejowych [15]. Mechanizm ten polega na tym,
ze endogenna molekula, np. transferyna, wig-
ze sie z komorkami srédbtonka naczyn wlosowa-
tych, powstaje specyficzny pecherzyk zawierajacy
odpowiedni receptor i zwigzany koniugat, ktéry
jest nastepnie transportowany przez cytoplazme
$rédblonka do naczyn wlosowatych obejmujacych
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OUN za posrednictwem mechanizmu transpor-
tu wewnatrzkomdérkowego zwanego transcyto-
za. W terapii genowej wektor zawierajacy tera-
peutyczny gen moze byc¢ sprzezony z ligandem,
np. przeciwcialem przylaczajacym sie do recepto-
ra transcytozy lub peptydem nasladujacym natu-
ralny ligand receptora. Warto zaznaczy¢, ze wek-
tor i zasocjowany ligand ulegaja transportowi przez
bariere krew-mdzg w stanie niemodyfikowanym.
W prowadzonych badaniach na modelach zwie-
rzecych udowodniono, Ze taki transport przez ba-
riere krew-mozg jest mozliwy przy uzyciu wek-
toréw wirusowych AAV [16, 17]. Zastosowanie
takich wektoréw ekspresyjnych umozIliwi przeno-
szenia antypadaczkowych genéw terapeutycznych
w wyniku podawania obwodowego. Droga podania
stosowana obecnie w badaniach nad terapia geno-
wa padaczki jest zazwyczaj bezposrednia iniekeja
wektora z terapeutycznym genem do padaczko-
wego regionu, w wiekszosci przypadkéw do hipo-
kampa. Taki sposéb podania zapewnia wysoki po-
ziom ekspresji podawanego transgenu i ogranicza
odpowiedZ immunologiczng. Jedng z mozliwych
drég testowanych jest podanie donosowe, ktére
zostalo przetestowane przy uzyciu wektora HSV-
2 przenoszgcego antyapoptyczny gen ACP10PK.
Niestety ekspresja transgenu byla malo specyficz-
na i o niskim poziomie ekspresji transgenu.

Wektory w terapii genowej epilepsji

Sposrdd istniejacych koncepeji przenoszenia
terapeutycznych genéw do uszkodzonych neu-
ronéw w wyniku napadéw padaczkowych me-
toda przenoszenia za pomoca wektoréow wiru-
sowych jest najbardziej obiecujacym kierunkiem
badan. Wirusy, ze wzgledu na swoja nature, po-
siadaja zdolnos¢ do namnazania sie w komorkach
eukariotycznych, wnikajac w czasie zakazenia do
ich wnetrza. Genomy wiruséw DNA lub RNA sg za-
mkniete w otoczce bialkowej lub bialkowo-lipi-
dowej i determinuja caly proces zyciowy wiru-
s6w [18-22].

Ogdlna zasada konstrukeji wektorow wiru-
sowych polega na zastapieniu genéw wirusa od-
powiedzialnych za zjadliwo$¢ wirusa genami
terapeutycznymi. Rekombinowany material ge-
netyczny umieszczany jest w otoczce wirusowej,
majacej na swojej powierzchni ligandy wiazace sie
z receptorami okreslonych typéow komérek do-
celowych, np. do neuronéw, astrocytéw czy in-
nych komérek glejowych. Po zwigzaniu z recep-
torem lipoproteinowym na powierzchni neuronu,
wektor wirusowy wprowadza materiat genetycz-
ny z terapeutycznym genem do jego wnetrza,
gdzie moze nawet ulegac¢ rekombinacji z geno-
mem neuronu. Proces integracji zalezy oczywiscie

535



od rodzaju wirusa, ktéry bedzie uzyty do konstru-
owania wektora wirusowego [20]. Wektory wiru-
sowe konstruowane na bazie wiruséw HSV, AAV
i lentiwiruséw przenosza terapeutyczne geny do
dzielacych i niedzielacych sie komérek, a przy za-
stosowaniu specyficznych promotoréw umozli-
wiaja ukierunkowany transfer genéw w wybra-
nej populacji neuronéw. Dalsze badania w celu
poprawienia skutecznosci przenoszenia genéw za
pomoca tych wektoréw sg waznym kierunkiem
badart w rozwoju terapii genowej zaburzen neu-
rologicznych [20].

Promotory
stosowane w terapii genowej

Promotory decyduja o zdolno$ci transkrypcji
istopniu ekspresji terapeutycznych genéw z wek-
torow wirusowych dostarczonych do wnetrza
neuronéw. Wlasciwe promotory moga decydo-
waé o natezeniu i sile ekspresji pozadanych ge-
noéw terapeutycznych, czasie dzialania oraz moga
zapewni¢ wydzielanie terapeutycznego peptydu,
np. neuropeptydu Y, czy galaniny do przestrzeni
pozakomdrkowej. Do najczesciej uzywanych pro-
motoréw nalezy zaliczy¢: promotor wirusa cy-
tomegali (CMV-cytomegalovirus), wirusa SV-40
(SV-40 simian virus), promotory bakteriofago-
we (SP6, T7). Promotory te umozliwiaja wydaj-
na i konstytutywna (stala) ekspresje leczniczych
genéw w transfekowanych komoérkach. Badania
wykazaly, ze najbardziej skutecznym promoto-
rem w terapii genowej pod wzgledem wydajno-
$ci ekspresji wklonowanych gendéw jest promo-
tor wirusa cytomegali (CMV) i z tego powodu pod
taki promotor sa najczesciej wprowadzane lecz-
nicze geny, ktérych biatkowe produkty moga by¢
uzytecznie terapeutycznie [20]. Wiekszos¢ uzy-
tych promotoréw posiada wyrazny tropizm w sto-
sunku do neurondéw, ale niektdre z nich, takie jak
specyficzne promotory z ludzkiego wirusa cyto-
megalii (hCMV) czy promotor ludzkiej p-aktyny,
wykazuja w wektorach stabszy tropizm do komé-
rek glejowych [19, 20].

Terapia genowa —
efekty antyepileptogenetyczne

Celem stosowania terapii genowej w padacz-
ce jest nie tylko uzyskanie trwalego efektu prze-
ciwdrgawkowego, ale réwniez otrzymanie efektu
hamujacego procesy epileptogenezy, czyli bloko-
wanie postepu choroby i jej rozwoju w struktu-
rach mézgu. Proces epileptogenezy jest powia-
zany z ogniskowymi zmianami patologicznymi,
w ktérych nastepuje apoptoza neuronéw, przede
wszystkim utrata neuronéw w hipokampie, tzw.
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skleroza hipokampa (hippocampal sclerosis),
zmiana aktywnosci aksonéw, zmiany w plastycz-
nosci sieci neuronalnej, zaburzenie neurogene-
zy oraz zmiany w funkcjonowaniu kanaléw jono-
wych i polaczeni synaptycznych [21]. Molekularne
mechanizmy lezace u podstaw tych zmian ko-
morkowych weiaz sg slabo poznane, ale kluczo-
wa role w tych zmianach moze odgrywac uposle-
dzenie aktywnosci neurotroficznych czynnikéw
(NTF), ktérych geny terapeutyczne mozna wyko-
rzystaé¢ w terapii genowej padaczki [21]. Czynni-
ki neurotropowe moga stymulowac neurogeneze,
dzialaja neuroprotekcyjnie, ale réwniez w cza-
sie napadéw padaczkowych moga przyczyniaé sie
do powstawania patologicznych polaczen w sieci
neuronalnej, utrwalajacych zmiany patoepilep-
togenetyczne [22].

Jednym z czynnikéw neurotroficznych, ktéry
bierze sie pod uwage w terapii, jest glejowy czyn-
nik neurotroficzny (Glial cell-derived neurotro-
phic factor, GDNF). Czynnik GDNF pochodzacy
z komorek glejowych nalezy do rodziny trans-
formujacych czynnikéw wzrostu, ktére promuja
zdolno$¢ przezycia neuronéw w wyniku stymu-
lowania szlakéw aktywujacych kinazy komdérko-
we. Czynnik ten zostal wykorzystany w badaniach
nad terapia genowa padaczki skroniowej. Na zwie-
rzecym modelu padaczki skroniowej podanie re-
kombinowanego GDNF tlumi napady i zmniejsza
ich intensywno$¢, natomiast nie hamuje proce-
su epileptogenezy [23]. Podczas podania wekto-
ra AAV, zawierajacego gen terapeutyczny GDNF,
do hipokampa szczuréw obserwowano znaczne
zmniejszenie ilosci napadéw wywolanych kwa-
sem kainowym i hamowanie procesu apoptozy
neuronéw. Podanie tego czynnika ogranicza eks-
cytotoksyczna $mier¢ neuronéw GABA-ergicz-
nych (spowodowana uwalnianiem glutaminianu)
w okolicy CA3 hipokampa [40]. Wzrost stezenia
w neuronéw hipokampa czynnika GDNF posia-
da dzialanie przeciwdrgawkowe i neuroprotek-
cyjne [24, 25].

Nastepnymi czynnikami wykorzystanymi
w badaniach nad terapia genowa byly: czynnik
wzrostu fibroblastéw 2 (FGF-2) i mézgowy czyn-
nik neurotroficzny (BDNF), ktére moga odgry-
wac szczegolna role w procesie epileptogenezy.
Czynniki te chronig neurony przed uszkodzeniem
i dzialaja neuroprotekeyjnie, czynnik FGF-2 jest
potencjalnym czynnikiem wplywajacym na pro-
liferacja nowych neuronéw z komdrek macierzy-
stych, podczas gdy BDNF przyczynia sie do réz-
nicowania komérek macierzystych w kierunku
tworzenia neuronéw [25]. Paradiso i wsp. przy-
jeli teze, ze uzupelnienie poziomu FGF-2 i BDNF
w hipokampie zawierajacym ogniska padaczko-
we moze hamowaé szkody wywolane procesem
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epileptogenezy oraz powodowaé neuroprotekcje
neuronéw w tej strukturze mozgu, a efektem tego
bedzie lagodzenie lub hamowanie epileptogenezy
[26]. Do przetestowania tej hipotezy opracowano
wektor ekspresyjny HSV-1 zawierajacy dwa geny
terapeutyczne (FGF-2 i BDNF), ktéry byl wstrzy-
kiwany do hipokampa cztery dni po podaniu pi-
lokarpiny wywolujacej napady padaczkowe i wy-
wolujacej uszkodzenie hipokampa. Obrazy zmian
chorobowych po podaniu pilokarpiny byty podob-
ne do tych u pacjentéw, gdzie wystapienie obrazu
padaczkowego jest w okresie utajenia i poprzedza
poczatek pojawienia sie spontanicznych napadéw.
Wektor HSV-1 podany do hipokampa umozliwial
ekspresje dwdch terapeutycznych genéw, jednak
ekspresja transgenéw byla przejsciowa i trwala
okoto 2 tygodni. W wyniku tej strategii udato sie
zwiekszy¢ zewnatrzkomorkowe stezenie czyn-
nikéw FGF-2 i BDNF poprzez generowanie ko-
morek zdolnych konstytutywnie, ale przejSciowo
wydzielaé te czynniki [27]. Efektem podania wek-
toréw zawierajacych geny terapeutyczne dla czyn-
nikéw FGF-2 i BDNF bylo podwyzszenie procesu
proliferacji, ktéry doprowadzit do wzrostu pro-
dukeji neuronéw w hipokampie, natomiast szko-
dliwe efekty neurogenezy zwigzane z powstawa-
niem niewtasciwych sieci neuronalnych zostaty
obnizone [27].

Terapia genowa -
efekty przeciwpadaczkowe

GABA - terapeutyczne uzasadnienie

Liczne badania i obserwacje kliniczne wskazu-
ja, ze przyczyna powstawania napadéw padaczko-
wych jest zaburzona réwnowaga miedzy pobudza-
jacym systemem glutaminergicznym a hamujacym
ukladem GABA-ergicznym. Wiele sposréd stoso-
wanych obecnie lekéw przeciwpadaczkowych no-
wej generacji zwieksza transmisje GABA-ergiczng.
Mechanizm dzialania tych lekéw polega na pobu-
dzaniu receptoréw GABA,, hamowaniu rozkiadu
GABA (wigabatryna) oraz blokowaniu wychwytu
zwrotnego GABA w szczelinie synaptycznej (tiaga-
bina). Wzrost poziomu GABA w obszarach padacz-
kowych mézgu powoduje podwyzszenie progu
pobudliwosci neuronéw, co skutkuje zmniejsze-
niem czestotliwosci wystepowania napadéw pa-
daczkowych [28]. Na podstawie tych danych lo-
giczne jest, ze jednym z pierwszych celéw terapii
genowej padaczki byt system GABA-ergiczny. Sto-
sujac rézne techniki in vitro i in vivo transfek-
cji genu GAD (dekarboksylazy kwasu glutamino-
wego), kluczowego enzymu w biosyntezie GABA,
préobowano podwyzszy¢ poziom neurotransmite-
ra GABA w pozadanych obszarach OUN. W bada-
niach na modelach zwierzecych epileps;ji (szczury)
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wykazano, ze transplantacja plodowych neuronéw
GABA-ergicznych do istoty czarnej (substantia
nigra, SN), struktury zaangazowanej w propaga-
cje napadéw epileptycznych, wywoluje zmniejsze-
nie natezenia drgawek epileptycznych [28]. Efekty
przeciwdrgawkowe otrzymano réwniez w wyni-
ku przeszczepienia uzyskanych za pomoca inzy-
nierii tkankowej neuronéw korowych i komérek
glejowych, zawierajacych wysoka ekspresje genu
GAD, do hipokampa i kory gruszkowatej (piriform
cortex) [29]. Wszystkie techniki zwigzane z prze-
szczepianiem transfekowanych neuronéw do epi-
leptycznych tkanek wykazywaly tylko przejsciowe
efekty terapeutyczne. Obserwowane efekty tera-
peutyczne byly konsekwencja calkowitego wzro-

stu poziomu GABA, a efekty takiej
strategi, ktére maja dotyczy¢ tyl-
ko okreslonej populacji neurondéw,
sa trudne do przewidzenia [28-30].
Przy zastosowaniu wektoréw wiru-
sowych, ktére przenosily terapeu-
tyczny gen GAD, udalo si¢ dokona¢
nadekspresji genu GAD i podwyz-
szy¢ poziom GABA w neuronach hi-
pokampa szczuréw, co przekiadalo
sie na efekty przeciwpadaczkowe,
ktoére probuje sie utrwali¢ poprzez
konstrukeje wektorow ekspresyj-
nych, w ktérych ekspresja genéw
terapeutycznych bedzie nastepowa-
la w sposéb trwaly (w wyniku wklo-
nowania genéw terapeutycznych do
genomu pacjenta) [30].
Eksperymentalna analiza proce-
sow epileptogenezy, ktére z czasem
rozwijajg si¢ w nawracajgce napa-
dy, nie jest jeszcze wyjasniona, nie
jest réwniez wyjasnione, dlaczego
okres utajenia moze rozciagac sie
na miesigce czy lata po poczatko-
wych obrazeniach mdézgu, ktére ini-
cjuja epileptogeneze. Szczegdtowa
analiza genetyczna przy wykorzy-
staniu macierzy DNA wykazala, ze
waznym czynnikiem u chorych ludzi
i zwierzat doswiadczalnych, wply-
wajacym za okres utajenia choroby,
sa zmiany w ekspresji receptorow
GABA [31, 32]. Wyniki te s3 wspie-
rane przez badania, ktére wykaza-
1y, Ze terapia genowa podwyzszaja-
ca poziom receptoréw GABA, moze
stuzy¢ do tlumienia i hamowania
powstawania drgawek epileptycz-
nych u gryzoni [33]. W badaniach
prowadzonych na zwierzetach wy-
kazano, ze w komdrkach ziarnistych

Celem zastosowania terapii
genowej w padaczce

jest nie tylko uzyskanie
trwatego efektu
przeciwdrgawkowego,

ale réwniez otrzymanie
efektu hamujacego
procesy epileptogenezy,
czyli blokowanie postepu
choroby i jej rozwoju

w strukturach mézgu.
Proces epileptogenezy jest
powiazany z ogniskowymi
zmianami patologicznymi,
w ktdrych nastepuje
apoptoza neurondéw,
przede wszystkim utrata
neuronéw w hipokampie,
tzw. skleroza hipokampa
(hippocampal sclerosis),
zmiana aktywnosci
aksondw, plastycznosci
sieci neuronalnej,
neurogenezy oraz zmiany
w funkcjonowaniu
kanatéw jonowych

i potaczen synaptycznych.
Molekularne mechanizmy
lezace u podstaw tych
zmian komdrkowych
wciaz s3 stabo poznane,
ale kluczowa role w tych
zmianach moze odgrywac
uposledzenie aktywnosci
neurotroficznych czynnikéw
(NTF), ktérych geny
terapeutyczne mozna
wykorzystac w terapii
genowej padaczki.
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hipokampa podczas napadéw (wywolanych pi-
lokarpina) zmniejsza sie ekspresja podjednostki
al receptora GABA,, podczas gdy ekspresja pod-
jednostki a4 ulega podwyzszeniu w poréwnaniu
do grupy kontrolnej [34]. Wydaje sie, ze zmiany
wzorca ekspresji poszczegdlnych podjednostek re-
ceptora GABA, mogg miec¢ znaczenie krytyczne dla
generowania napadéw padaczkowych. Raoli wsp.
zaprojektowali wektor AAV2 zawierajacy sekwen-
cje kodujaca podjednostke alfa-1, receptora GA-
BA, [35]. Po iniekeji tego wektora do hipokampa,
dwa tygodnie przed podaniem pilokarpiny, uzy-
skano wzrost ekspresji receptoréw GABA, z pod-
jednostkg alfa-1, co na modelu zwierzecym po-
woduje hamowanie czestotliwo$ci powstawania
napadéw padaczkowych.

Haberman i wsp. przetestowali idee dotycza-
ca hamowania napadéw poprzez zmniejszenie
sily dziatania sygnaléw pobudzajacych w powsta-
waniu drgawek padaczkowych [36]. W tym celu
sklonowano (w wektorze ekspresyjnym) czynnik

Jednym z mozliwych

celéw terapii genowej
padaczki jest system
GABA-ergiczny. Opierajac
sie na farmakologicznych
badaniach, stwierdzono,
ze wzrost poziomu GABA

w obszarach padaczkowych
moézgu powoduje
podwyzszenie progu
pobudliwo$ci neurondw,
co skutkuje zmniejszeniem
czestotliwosci
wystepowania napadow
padaczkowych. Stosujac
rézne techniki, prébowano
podwyzszy¢ poziom
neurotransmitera

GABA w pozadanych
obszarach OUN.

W badaniach na modelach
zwierzecych epilepsji
(szczury) wykazano, ze
przeszczepienie uzyskanych
za pomocg inzynierii
tkankowej neuronéw
korowych i komérek
glejowych, zawierajacych
wysoka ekspresje genu GAD
(enzymu odpowiedzialnego
za biosynteze GABA),
hamuje powstawanie
napadéw padaczkowych.
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antysensowy hamujacy aktywnos¢
podjednostki NR1, niezbednej do
funkcjonowania receptoréw NMDA.
Szczegélowe badania na modelach
zwierzecych wykazaly, ze hamowa -
nie aktywnosci receptoréw NMDA
w wyniku tego typu terapii skutecz-
nie ogranicza powstawanie napadéw
ogniskowych.

Wykorzystanie neuropeptydéw
i neuromodulatoréw
w terapii genowej

W ciagu ostatniej dekady usta-
lono wazna role w modulacji po-
budliwosci neuronéw, dwéch neu-
ropeptydéw, tj. neuropeptydu Y
(Neuropeptide Y, NPY) i galani-
ny oraz neuromodulatora adeno-
zyny [37-39]. Obserwacje wykaza-
ty, ze napady padaczkowe powoduja
uwolnienie tych neuropeptydéw, co
doprowadzilo do hipotezy, ze od-
grywaja one wazna role w aktyw-
nosci padaczkowej. Badania ekspe-
rymentalne potwierdzily dalej ich
przeciwdrgawkowa i neuroprotek-
cyjna role, co zasugerowalo hipote-
ze, ze te neuropeptydy oraz ich re-
ceptory stanowig wazny endogenny
system kontroli aktywnosci epilep-
tycznej. Potwierdzeniem powyz-
szych danych sg badania, w kté-
rych wykazano, ze redukcja liczby
neuronéw hipokampa, w ktérych
zachodzi fizjologiczna ekspresja

neuropeptydoéw, takich jak: NPY, galaniny, dy-
norfiny i somatostatyny powoduje indukcje napa-
déw padaczkowych i nasila proces epileptogene-
zy [40]. W oparciu o te dane prébuje sie w terapii
genowej wzmocnic ekspresje powyzszych neuro-
peptydow i neuromodulatora (adenozyny) w celu
hamowania epileptogenezy i znoszenia napadéw
padaczkowych [40].

WyKorzystanie galaniny

w terapii genowej

Galanina (Gal) jest neuropeptydem o silnym
dzialaniu przeciwdrgawkowym. Neuropeptyd ten
wystepuje w neuronach o$rodkowego uktadu ner-
wowego i wraz z innymi neuromediatorami moze
modulowac przekaznictwo synaptyczne zaréwno
na poziomie pre-, jak i postsynaptycznym [41].
Wiele struktur osrodkowego ukladu nerwowego
wykazuje jednoczesna ekspresje Gal oraz innego
neurohormonu lub neuromediatora. Gal hamuje
uwalnianie neuroprzekaznikoéw (z neuronéw), ta-
kich jak: norepinefryna, serotonina czy dopamina
z przodomdzgowia oraz hamuje aktywno$¢ neuro-
nalna wielu klas neuronéw [42]. Neuropeptyd ten
jest produkowany przez kilka typéw komorek ner-
wowych, wliczajac w to noradrenergiczne neuro-
ny miejsca sinawego i serotoninergiczne neurony
umieszczone w jadrze szwu grzbietowego. W hi-
pokampie galanina produkowana jest w neuronach
cholinergicznych. Neuropeptyd ten zaangazowany
jest w regulacje réznych proceséw, do ktérych za-
liczamy m.in. hamowanie uwalniania neuroprze-
kaznikéw zaangazowanych w procesach pamie-
ci, modulowanie przewodzenia impulsacji bélowej,
powoduje zmniejszenie pobudliwo$ci neuronéw
oraz hamowanie aktywnosci cyklazy adenylano-
wej [43, 44].

Przeciwdrgawkowe dzialanie galaniny jest do-
brze zbadane i wykazane na modelach (zwierze-
cych) limbicznych padaczki [45-47]. Galanina
uwalniana podczas napadéw padaczkowych po-
siada hamujacy wplyw na aktywno$¢ neuronéw
poprzez blokowanie presynaptycznej transmisji
glutaminergicznej, ponadto wykazano, ze gala-
nina dziala réwniez silnie neuroprotekeyjnie, ha-
muje zmiany neurodegeneracyjne w neuronach
w czasie napadéw epileptycznych. Dzialanie Gal
wynika z pobudzenia przez ten peptyd swoistych
receptoréw galaninowych. Obecnos¢ tych recep-
toréw wykazano zaréwno w ukladzie nerwowym,
jak i w tkankach obwodowych. Receptory galani-
nowe (GalR) naleza do klasy receptoréw blonowych
zwigzanych z bialkiem G [48]. Dotychczas sklasyfi-
kowano trzy typy receptoréw galaninowych, okre-
$lanych jako: GalR1, GalR2 oraz GalR3 [49]. Efekty
biologiczne moze wywiera¢ kompletna czastecz-
ka galaniny [Gal(1-29)], jak i jej fragmenty, ktére
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réznia sie miedzy soba wielko$cia czasteczki, powi-
nowactwem do receptora, a takze niekiedy kierun-
kiem dzialania. Dla interakeji z odpowiednim ty-
pem receptora kluczowe znaczenie ma N-kofcowy
fragment czasteczki Gal, wykazano, ze substytucja
czterech poczatkowych aminokwaséw w laicu-
chu peptydowym galaniny prowadzi do calkowitej
utraty powinowactwa Gal do jej receptoréw [50,
51]. Galanina powstaje w wyniku enzymatycznego
rozkladu 122 aminokwasowego (u czlowieka) poli-
peptydu prekursorowego, okreslanego jako prepro-
galanina. Gen kodujacy czasteczke preprogalaniny
zostal zlokalizowany na chromosomie 11 (czlowie-
ka) [52, 53]. Ekspresja pre-pro-Gal mRNA w neu-
ronach OUN wykazuje duza zmienno$¢ i podlega
kontroli ze strony ukiadu nerwowego oraz hor-
monalnego.

Mechanizm hamowania napadéw przez gala-
nine jest zwigzany prawdopodobnie z otwarciem
aktywowanych bialkiem G lub ATP-wrazliwych
kanaléw potasowych i ostatecznie hamowanie pre-
synaptycznej transmisji glutaminergicznej [53].
Galanina uwalniana podczas napadéw padacz-
kowych posiada réwniez silnie dzialanie neuro-
protekcyjne, hamuje zmiany neurodegeneracyj-
ne w neuronach w czasie napadéw epileptycznych
[54]. Neuroprotekeyijne efekty galaniny moga wy-
nikaé ze zdolno$ci endogennej galaniny do zmniej-
szania uwalniania pobudzajacych aminokwaséw
w hipokampie, co wykazano na przykladzie hipo-
kampa szczura [55]. Podawanie agonistow recep-
toréw GalR lagodzi napady padaczkowe. U trans-
genicznych myszy z funkcjonalnie usunietym
genem Gal lub genem receptora GalR1 pojawia-
ja sie spontaniczne drgawki oraz nastepuje zwiek-
szona podatno$¢ na napady padaczkowe, podczas
gdy transgeniczne myszy z nadeskpresja genu Gal
sa odporne na powstawanie napadéw padaczko-
wych po chemicznej czy elektrycznej stymula-
cji. Kilka syntetycznych agonistéw receptoréow
GalR1 i GalR2 wykazuje zdolno$¢ hamowania sty -
mulowanych napadéw padaczkowych.

Galanina - terapeutyczne zastosowanie

Obecnie podejmowane proby terapeutyczne-
go wykorzystania galaniny w leczeniu padaczki
skupiaja sie na przenoszeniu genu Gal za posred-
nictwem wektorow AAV oraz ekspresji genu Gal
i wydzielanie galaniny w okreslonych strukturach
mozgu. W badaniach przeprowadzonych przez Lin
i wsp. wykorzystano wektor wirusowy AAV, kté-
ry posiadal konstytutywna (ciagla) nadekspre-
sje genu Gal [56]. Wektor ten byl wstrzykiwany
do hipokampa szczura, a nast¢pnie indukowano
aktywnos¢ drgawkowa neuronéw (w hipokam-
pie) poprzez iniekcje kwasem kainowym. Podanie
wektora wirusowego AAV z genem Gal znaczaco
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obnizalo aktywnos¢ napadowa neuronéw w hipo-
kampie, co potwierdzito dziatanie przeciwpadacz-
kowe galaniny w warunkach in vivo [57]. Intere-
sujacy jest fakt, ze podawanie wektora AAV-Gal
stymulowalo wzrost ekspresji galaniny w neuro-
nach, ale réwniez podwyzZsza transport tego neu-
rohormonu wzdluz neuronalnych aksonow [58,
59]. Aby umozliwic silng ekspresje genu Gal i tym
samym zapewnic skuteczne dzialanie przeciwdr-
gawkowe, zastosowano wektor AAV, ktdéry zawie-
ral terapeutyczny gen Gal podlaczony pod silny
promotor pochodzacy z cytomegalovirusa, kto-
ry umozliwial wysoka transkrypcje mRNA-Gal
oraz sygnal sekrecyjny fibronektyny, ktoéry z kolei
umozliwial wydzielanie powstalej galaniny z ko-
morek transfekowanych [60]. Po iniekeji do hi-
pokampa wektor ten znacznie obnizal liczbe epi-
zodéw napadowych i ograniczal calkowity czasu
napadéw, wywolanych kwasem kainowym, oraz
podwyzszal prég drgawkowy w transfekowanym
obszarze OUN. Przedstawione dane wykazuja,
ze rekombinowane wektory AAV wykazuja stala
i stabilng ekspresje galaniny po wstrzyknieciu ich
do hipokampa szczuréw, gdzie wykazuja istotne
efekty przeciwdrgawkowe [60]. Doswiadczenia te
wskazuja, ze hamowanie napadéw padaczkowych
zalezy od poziomu ekspresji galaniny w hipokam-
pie, ktorej gen jest dostarczany przez wektory wi-
rusowe. Zastosowanie genu Gal w terapii genowej
moze by¢ kierunkiem nalezacym do nowych stra-
tegii terapeutycznych w leczeniu i hamowaniu na-
padéw padaczkowych.

Neuropeptyd Y -

terapeutyczne uzasadnienie

Neuropeptyd Y (Neuropeptide Y, NPY) jest ko-
lejnym endogennym czynnikiem, ktérego dziala-
nie przeciwdrgawkowe prébuje sie wykorzystaé
w terapii genowej [61]. Od czasu jego odkrycia,
ponad dwie dekady temu, neuropeptyd Y zostal
scharakteryzowany jako modulator, ktéry wply-
wa na réznorodne funkcje fizjologiczne, takie jak:
homeostaza energetyczna, funkcje uktadu kraze-
nia i neuroendokrynne, lek i funkeje poznawcze
[62, 63]. Poza tym dzialaniem wykazano, ze NPY
odgrywa wazna role w modulowaniu pobudliwosci
neuronéw, wplywa na indukeje drgawek padacz-
kowych oraz odgrywa wazna role w neuroprotek-
¢ji neuronéw w czasie trwania napadéw padacz-
kowych [64]. W ukladzie nerwowym neuropeptyd
ten pelni funkcje kotransmitera, neuromodulatora
i neurohormonu. Zbudowany jest z 36 aminkwa-
sOw, zawiera 5 reszt tyrozynowych. Pierwsza ty-
rozyna znajduje sie na N-koricu, a ostatnia na C-
-koricu. Czasteczka tworzy petle, tzw. konformacje
spinki do wloséw ze zblizonymi do siebie koricami
N i C. Aminokwas, tyrozyna na C-koricu lacucha
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Nastepnym celem terapii
genowej padaczki jest uktad
glutaminergiczny, ktérego
wzmozona aktywnos¢
powoduje wysytanie
sygnatéw pobudzajacych,
stymulujacych powstawanie
drgawek padaczkowych.

W celu hamowania
aktywnosci tego uktadu
sklonowano czynnik
antysensowy hamujacy
aktywnos¢ podjednostki
NR1 niezbednej do
funkcjonowania receptoréw
glutaminergicznych

NMDA w wektorze AAV.
Szczegbtowe badania na
modelach zwierzecych
wykazaty, ze hamowanie
aktywnosci receptoréow
NMDA w wyniku tego typu
terapii skutecznie ogranicza
powstawanie napaddéw
padaczkowych.

neuropeptydu, tworzy amid wysta-
jacy na zewnatrz ,,spinki”, co lacz-
nie z calg struktura trzeciorzedowg
stanowi trwaly i charakterystycz-
ny element dla calej rodziny pep-
tydéw NPY. Gen kodujacy synteze
NPY umiejscowiony jest u czlowie-
ka na chromosomie 7. Syntetyzo-
wany neuropeptyd Y gromadzony
jest w pecherzykach synaptycznych
neuronéw i uwalniany jest pod
wplywem impulsu depolaryzacyj-
nego [65]. Na modelach zwierzecych
padaczki wykazano, ze indukowa-
ne napady podwyzszaly poziom in-
formacyjnego RNA (mRNA) dla neu-
ropeptydu Y oraz wykazano wzrost
stezenia tego biatka, sugerujgc wazng
role modulacyjng tego neurohormo-
nu w aktywnosci padaczkowej neu-
ronéw [10].

Potencjalne efekty terapeutycz-
ne neuropeptydu Y sa mediowa-
ne w wyniku jego oddzialywania
na specyficzng rodzine receptoréw
NPY, oznaczanych litera ,,Y” (od ta-
kiego wiasnie oznaczenia w kodzie
aminokwasowym dla miejsc tyrozy-

nowych, ktérych to wiele obserwuje sie w laricu-
chu peptydow rodziny NPY). Wszystkie receptory
Y nalezg do wielkiej grupy receptoréw sprzezo-
nych z biatkami G. Obecnie zidentyfikowano 6 ty-
pow receptorow Y, wszystkie poza receptorem
Y3 zostaly sklonowane [66-70]. Z wyjatkiem re-
ceptora Y6, wszystkie receptory dzialaja poprzez
hamowanie cyklazy adenylowej. Pobudzenie recep-
toréw Y wpltywa réwniez na kanaly jonowe i zawar-
tos¢é jonow wapniowych w komoéree [71]. Receptor
Y1 jest najlepiej scharakteryzowanym receptorem
NPY. Receptory Y1 znajdujg sie w wielu struktu-
rach mézgu, zaréwno w komoérkach nerwowych,
jak i komoérkach glejowych, szczegdlnie w astro-
cytach. Receptory Y1 obecne w hipokampie wig-
zane sg z aktywacja czynnosci napadowej (charak-
terystycznej dla padaczki). Aktywacja receptoréw
neuropeptydowych Y2 i Y5 hamuje uwalnianie glu-
taminianu w hipokampie i ttumi napady padaczko-
we. Stosowanie réznych wariantéw zwierzat trans-
genicznych, w ktérych ekspresja poszczegdélnych
typow receptoréow Y byla zaburzana, przyniosta
znaczace wyniki odno$nie do wykrycia roli po-
szczegolnych typoéw receptoréow Y w organizmie.
W badaniach wykazano, ze u myszy pozbawionych
neuropeptydu Y lub receptoréw Y2 i Y5 rozwija-
fa sie spontanicznie aktywno$¢ padaczkowa i na-
stapilo obnizenie progu indukeji napadéw przez
zwiazki prodrgawkowe. Odwrotnie, nadekspresja
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genu NPY w rejonie CA1 hipokampa szczuréw po-
wodowala zwigkszong ochrone przed napadami
padaczkowymi. Ostatnie badania na zwierzetach
transgenicznych wykazaly istotng role recepto-
réow Y5 w hamujgcym dziataniu neuropeptydu Y
na napady padaczkowe (w hipokampie) [87]. Jed-
nak dwa podtypy receptoréw Y1 iY2 wydajg sie od-
grywac kluczows role przeciwdrgawkows w dzia-
laniu NPY [68, 69].

Zaréwno na modelach eksperymentalnych na-
padéw, jak réwniez u pacjentéw z oporna padacz-
ka skroniowa wykryto istotne zmiany stezenia re-
ceptoréw NPY w regionach mézgu, ktére odgrywaja
role w inicjowaniu i propagacji padaczkowej aktyw-
nosci (np. hipokampie) [72]. Ponadto silng prze-
ciwdrgawkowa role NPY wykazano w tlumieniu
aktywno$ci padaczkowej na skutek iniekcji sréd-
mozgowej agonistéw receptoréw NPY [73]. Wyka-
zano, ze NPY uwalniany jest przez GABA-ergiczne
interneurony, hamuje presynaptyczne uwalnianie
innych neuroprzekaznikéw oraz wyladowania na-
padowe [74].

Wplyw neuropeptydu Y

na uwalnianie glutaminianu

Stany drgawkowe zwigzane z nadmiernym
uwalnianiem glutaminianu prowadzg do ekscyto-
toksycznej $mierci komdrki nerwowej. Ekscytotok-
syczno$¢ jest patologicznym procesem, w ktérym
dochodzi do uszkodzenia neuronéw przez gluta-
minian i podobne zwiazki chemiczne. U jej podioza
lezy nadmierna aktywacja receptoréow AMPA (kwas
a-hydroksy-5 metyloizoksazolo-4-propionowy)
i NMDA (metylo-D-asparaginian), ktore przewo-
dzg jony sodu (Na+), potasu (K+) i wapnia (Ca2+).
Receptory NMDA regulujg naptyw wapnia do ko-
morki, co z kolei aktywuje liczne enzymy, fosfo-
lipazy, endonukleazy i proteazy, ktére uszkadza-
ja struktury komdrkowe, skiadniki cytoszkieletu,
blony komérkowe i DNA [75]. Zjawisko ekscyto-
toksycznosci, w ktérych moze dochodzi¢ do nad-
miernej koncentracji glutaminianu wokdét neuro-
néw, wywoltuje stany padaczkowe. NPY, dzialajac
hamujgco na uwalnianie glutaminianu, dziata prze-
ciwdrgawkowo, a tym samym neuroprotekecyjnie
wobec uszkodzent wywolanych nadmierng aktyw-
noscia drgawkows.

Udowodniono, ze stanom drgawkowym, nie-
zaleznie od etiologii, towarzyszy wzrost stezenia
NPY w strukturach limbicznych [76]. Drgawki po-
woduja zwiekszong synteze i zawartos¢ mézgowe-
go czynnika wzrostu (brain-derived neurotrophic
factor, BDNF), BDNF jest czynnikiem stymuluja-
cym zwiekszona produkeje NPY. Badania na mode-
lach zwierzecych z bezposrednim podawaniem NPY
réwniez potwierdzaja przeciwdrgawkowe dziatanie
NPY [77]. Hipokamp, struktura pelnigca kluczowa
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role w rozwoju zaburzen afektywnych, jest najbar-
dziej wrazliwg struktura mézgu na uszkadzajace
dzialanie drgawek. Zbudowany jest w sposéb bar-
dzo uporzadkowany i pobudzenia s3 w nim przeno-
szone przez kolejno utozone neurony glutaminia-
nowe, tworzace 3-cztonows petle hipokampalna.
Na ten uklad oddzialywaja hamujgco GABA-ergicz-
ne interneurony hipokampa, zawierajace jako ko-
transmitery neuropeptydy, w tym licznie wyste-
pujacy neuropeptyd Y [78].

Neuropeptyd Y -
terapeutyczne zastosowanie

Pierwsze badanie dotyczgce aktywnosci prze-
ciwdrgawkowej neuropeptydu Y wykonano
w 1997 r., w wyniku dokomorowego podania tego
neuropeptydu [79]. W badaniu tym (na modelu
zwierzecym) wykazano silne dzialanie przeciw-
drgawkowe neuropeptydu Y. Wyniki te wskazuja,
ze neuropeptyd Y posiada wlasciwosci przeciwpa-
daczkowe, ktére bedzie mozna wykorzystaé w te-
rapii. Jednakze pierwsze podejscie terapeutyczne
wykorzystujace terapie genowa zostato realizowa-
ne dopiero niedawno przez Richichi R. i wsp. [99],
ktérzy wykazali szereg efektéw przeciwpadacz-
kowych po podaniu wektoréw ekspresyjnych AAV
zawierajgcych gen terapeutyczny kodujacy neuro-
peptyd Y. W badaniach tych ekspresja genu kodu-
jacego neuropeptyd Y w neuronach hipokampa za-
pobiegala powstawaniu napadéw padaczkowych
stymulowanych podawaniem kwasu kainowego.
Transfer wektora AAV z genem neuropeptydu Y do
hipokampa znacznie zmniejszal sile i czestotliwos¢
wystepowania napadéw padaczkowych [80, 81].
Pomimo obiecujacych wynikéw, w badaniach nie
oceniono skutecznosci leczenia terapeutycznego
genu NPY na modelu przewleklej padaczki, w kt6-
rym na skutek napadéw nastepuje Smieré neuro-
now i reorganizacja polaczeri synaptycznych. Aby
przetestowac skuteczno$¢ terapii genowej wekto-
ra AAV-NPY w neuropatologicznych warunkach
przypominajacych ludzkie (padaczka skroniowa),
wektor AAV zawierajacy ludzki gen NPY wstrzyk-
nieto do mézgu szczuréw, po indukeji stanu pa-
daczkowego w wyniku elektrycznej stymulacji re-
jonu CA3 w hipokampie. U wiekszo$ci szczuréw,
gdzie rozwinely sie spontaniczne nawracajace na-
pady padaczkowe, nadekspresja NPY zmniejsza pro-
ces progresji napadéw, a dodatkowo w poréwnaniu
do szczuréw otrzymujacych kontrolny rAAV po-
dawanie AAV-NPY znaczaco zmniejszalo czestotli-
wos¢ spontanicznych napadow o 40% [82]. Prowa-
dzono badania w celu poszukiwania ewentualnych
skutkéw ubocznych, ktérych mozna sie spodziewaé
z powodu wielu funkeji, jakie petni NPY w OUN. Na
modelach zwierzecych wykazano, Ze nadekspresja
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NPY nie powoduje zmian w aktywnosci ruchowej,
uczenia i pamieci. Otrzymane wyniki utrzymu-
ja celowos¢ badan nad wykorzystaniem wektoréw
AAV z terapeutycznym genem NPY w terapii geno-
wej padaczki.

Adenozyna -
terapeutyczne uzasadnienie

Kolejnym punktem uchwytu w terapii genowej
padaczki jest modulator neurotransmisji, adeno-
zyna. Zwigzki takie jak puryny od dawna uzna-
wane sg jako modulatory neurotransmisji [83].
W szczegdlnoscei takim prototypowym zwiazkiem

jest adenozyna, rybonukleotyd pu-
rynowy, ktéry jest endogennym ha-
mujacym neuromodulatorem. Ten
endogenny neuromodulator od-
dzialuje gtéwnie za posrednictwem
receptoréw adenozyny A,. Recep-
tory A nalezy do rodziny recepto-
réw metabatropowych sprzezonych
z bialkiem G. Pobudzenie tego re-
ceptora prowadzi miedzy innymi
do presynaptycznego hamowania
i stabilizacji potencjalu blony post-
synaptycznej [84]. Do rodziny tych
receptoréw nalezg rowniez recepto-
ry adenozynowe A,,, A,,, A, [104].
W badaniach na modelach zwierze-
cych padaczki wykazano, ze endo-
genna adenozyna wykazuje silne
dzialanie przeciwdrgawkowe w po-
budzonych obszarach mézgu, gdzie
dochodzi do powstawania wylado-
wari napadowych (np. hipokamp),
oraz wykazuje potencjalng zdolnos¢
do kontroli powstawania napadéw
padaczkowych. Oproécz zdolnosci
do regulacji aktywnosci napadowej
adenozyna wywiera réwniez silne
dzialanie neuroprotekcyjne oraz jest
dodatkowo zaangazowana w kon-
troli bélu neuropatycznego [85, 86].

W dojrzalym mézgu poziom sy-
naptycznej adenozyny jest regulo-
wany giéwnie przez cykl adenozy -
nowy odbywajacy sie w astrocytach.
W odréznieniu od klasycznych neu-
rotrasmiteréw, ktére posiadaja wia-
sne zalezne od energii (ATP), syste-
my transportu i wychwytu molekut
z synaps w celu zakonczenia ich
dzialania na receptory, adenozy-
na nie posiada takiego systemu [87,
88]. Zamiast tego adenozyna po-
siada dwa rodzaje réwnowaznych

W ciagu ostatniej dekady
ustalono wazng role

dwdch neuropeptydow,

tj. neuropeptydu Y
(Neuropeptide Y, NPY)

i galaniny, w modulacji
pobudliwo$ci neuronéw.
Napady padaczkowe
powoduj3 uwolnienie

tych neuropeptydéw,

co doprowadzito do
hipotezy, ze odgrywaja one
wazn3 role w aktywnosci
padaczkowej. Badania
eksperymentalne
potwierdzity dalej ich
przeciwdrgawkowa

i neuroprotekcyjng role, co
zasugerowato hipoteze, ze
te neuropeptydy oraz ich
receptory stanowia wazny
endogenny system kontroli
aktywnosci epileptyczne;.
Potwierdzeniem powyzszych
danych s3 badania,

w ktérych wykazano, ze
redukcja liczby neuronow
hipokampa, w ktérych
zachodzi wtasciwa ekspresja
tych neuropeptydéw,
powoduje indukcje napadéw
padczkowych i nasila proces
epileptogenezy. W oparciu

o te dane prébuje sie

w terapii genowej wzmocni¢
ekspresje powyzszych
neuropeptydéw w celu
blokowania epileptogenezy

i znoszenia napadéw
padaczkowych.
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transporteréw nukleozydéw adenozynowych,
ktére znajduja si¢ w blonie komdrkowej astrocy-
tow i umozliwiajg szybki transport tego neurotran-
smitera i réwnowazenie zewnatrz i wewnatrzko-

Jednym z czynnikow
neurotroficznych, ktéry
bierze sie pod uwage

w terapii jest glejowy czynnik
neurotroficzny (Glial cell-
derived neurotrophic

factor, GDNF). Czynnik GDNF
pochodzacy z komoérek
glejowych, nalezy do rodziny
transformujacych czynnikéw
wzrostu, ktére promuja
zdolno$¢ przezycia neuronéw
w wyniku stymulowania
szlakow aktywujacych kinazy
komdrkowe. Wzrost stezenie
tego czynnika w hipokampie
posiada przeciwdrgawkowe
i neuroprotekcyjne efekty.
Nastepnymi czynnikami

NTF wykorzystanymi

w badaniach nad terapig
genowa byt czynnik

wzrostu fibroblastéw 2
(FGF-2) i mézgowy czynnik
neurotroficzny (BDNF),

ktére moga odgrywac
szczegoIng role w procesie
epileptogenezy. Czynniki

te chronia neurony przed
uszkodzeniem i dziataja
neuroprotekcyjnie, czynnik
FGF-2 jest potencjalnym
czynnikiem wptywajacym
na proliferacja nowych
neurondw z komérek
macierzystch, podczas

gdy BDNF przyczynia

sie do réznicowania
komdrek macierzystych

w kierunku tworzenia
neuronéw. Efektem podania
wektoréw zawierajacych
geny terapeutyczne dla

tych czynnikéw (FGF-2

i BDNF) byto podwyzszenie
procesu proliferacji, ktéry
doprowadzit do wzrostu
produkcji neuronéw

w hipokampie i hamowanie
procesu epileptogenezy.
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morkowego poziomu. W dojrzalym
OUN synaptyczne poziomy ade-
nozyny sa w duzym stopniu kon-
trolowane przez odpowiednie en-
zymy znajdujgce si¢ w astrocytach,
gdzie zwiazek ten jest produkowa-
ny. Do najwazniejszych enzymoéw
nalezy kinaza adenozynowa (ADK-
-adenozyny), ktéra skutecznie usu-
wa adenozyne poprzez fosforylacje
adenozyny do adenozyno-5’-mono-
fosforanu (AMP), regulujac doplyw
adenozyny do komoérek [89]. Na-
pady padaczkowe indukuja wzrost
aktywnosci kinazy adenozynowej
w astrocytach, konsekwencja tego
jest redukcja poziomu adenozyny
w czasie napadéw padaczkowych,
dowody na powigzanie utraty ade-
nozyny z procesem epileptogenezy
sugeruja, ze wzrost ekspresji kina-
zy adenozynowej w neuronach nasi-
la procesy epileptogenezy i wzmaga
powstawanie napadéw padaczko-
wych. Kinaza adenozynowa, obec-
na gléwnie w komorkach astrogle-
ju, jest uwazana za kluczowy enzym
w regulacji poziomu adenozyny
w neuronach [90, 91]. Dotyczy to
zaréwno puli wewnatrzkomorko-
wej i zewnatrzkomdérkowej adeno-
zyny, gdyz zwigzek ten stosunko-
wo latwo przechodzi przez blony
neurondéw i astrocytow, ze wzgle-
du na obecnos¢ w nich specyficz-
nych transporteréw dla nukleozy-
déw. Zatem zewnatrzkomérkowe
(jak i wewnatrzkomorkowe) steze-
nie adenozyny jest regulowane przez
aktywno$¢ wewnatrzkomoérkowej
kinazy ADK.

W zdrowym mdézgu doroste-
go czlowieka stezenie endogennej
adenozyny utrzymuje si¢ w zakre-
sie od 25-250 nM i jest regulowa-
ne w wyniku stalej ekspresji kinazy
ADK [92, 93]. Fizjologiczne steze-
nie adenozyny jest utrzymywane
w zakresie jej powinowactwa do re-
ceptora adenozyny A, (okoto 70 nM)
[94]. W konsekwencji, nawet nie-
wielkie zwiekszenie stezenia ade-
nozyny mogg poszerzy¢ hamujace

funkcje receptora A, i antagonistéw receptoréw
adenozyny. W przypadku pacjentéw, jak réwniez
na modelach zwierzecych padaczki wykazano, ze
zmiany gestosci receptoréw A, sa konsekwencja
aktywnos$ci napadéw padaczkowych i zaleza od
okresu lub czestotliwosci napadéw [95]. Wydaje
sie, ze ostre napady padaczkowe sq zwigzane z ak-
tywacjg receptoréw A, podczas gdy przewleklej
padaczce towarzyszy obnizanie ilo$ci receptoréw
A|. Ponadto utrata mechanizméw przeciwpadacz-
kowych mediowanych za posrednictwem adeno-
zyny moze wywolywac nasilenie powstawania sta-
néw padaczkowych. W hipokampie, na modelu
zwierzecym padaczki, wykazano, ze napady pa-
daczkowe powoduja hamowanie systemu odpo-
wiedzialnego za biosynteze¢ adenozyny na skutek
spadku gestosci receptoréw A, i zmian metabo-
licznych, ktére doprowadzaja do obnizenia pozio-
mu podstawowego adenozyny [96]. Nadekspresja
genu kinazy ADK, na transgenicznym modelu pa-
daczki, doprowadzila do spontanicznej aktywno-
$ci napadowej [97, 98]. U transgenicznych myszy
pozbawionych receptoréw A, nastepuje zwicksze-
nie aktywnosci napadéw padaczkowych i utra-
ta neuronéw w prazkowiu na skutek apoptozy,
co sugeruje, ze kinaza ADK jest regulatorem od-
powiedzi zaleznej receptora A, [99, 100]. Deficyt
adenozynowej neuromodulacji wyraznie przyczy-
nia sie do epileptogenezy, wzmozenia aktywnosci
napaddéw padaczkowych i wrazliwo$ci neuronéw.
W konsekwencji, strategie terapeutyczne, ktére
moduluja system adenozyny poprzez indukowa-
ne w komoérkach astrogleju hamowanie aktywno-
$ci kinazy ADK, stanowi racjonalne podejscie te-
rapeutyczne, ktére mozna wykorzysta¢ w terapii
genowej. Obecnie otrzymano agonistéw recepto-
ra A | iinhibitory aktywnosci kinazy ADK, ktdre
stanowia substancje o silnym dzialaniu przeciwdr-
gawkowym, a ktore sg skuteczne w modelu (my-
szy) lekoopornej padaczki[101, 102]. Wsrdd tych
czynnikéw inhibitory kinazy ADK wykazuja lep-
sze wilasciwodci terapeutyczne w poréwnaniu do
agonistow receptora A, [103]. Jest to spowodo-
wane faktem, ze ogélnoustrojowe podawanie in-
hibitoréw ADK moze wywola¢ serie specyficznych
efektéw na skutek wzmocnienia endogennych po-
zioméw adenozynu in vivo [104].

Adenozyna -
terapeutyczne zastosowanie

Obiecujacym kierunkiem terapii umozliwia-
jacym unikniecie skutkéw ubocznych jest terapia
komoérkowa wspomagajaca wydzielanie adeno-
zyny w okreslonych strukturach mézgu. Zasto-
sowanie adenozyny w terapii padaczki czeSciowej
na bazie terapii komoérkowej zostalo opracowane
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w oparciu o modyfikowane genetycznie fibro-
blasty i mioblasty, u ktérych brak ekspresji ADK.
Zmodyfikowane komodrki wykazujace zdolnosé
uwalniania adenozyny byly nastepnie zamyka-
ne w polprzepuszczalnych blonach polimero-
wych (w celu uniknigcia odrzucania przeszczepu)
i wszczepiane do odpowiednich struktur moé-
zgu, w ktorych wydzielaly adenozyne. Adenozy-
na uwalniana przez dokomorowe implanty mé-
zgowe przeciwdzialala powstawaniom napadéw
padaczkowych na modelu padaczki skroniowej
[105]. Przeciwdrgawkowy efekt trwal do 8 ty-
godni i odpowiadat dlugosci zycia zamknietych
w implantach modyfikowanych komorek. Efekt
sttumienia napadéw padaczkowych mediowany
za posrednictwem adenozyny byt odwrdécony po
zastosowaniu selektywnych antagonistow recep-
tora A,. Wzrost uwalniania adenozyny na skutek
przeszczepu modyfikowanych komérek jest obie-
cujaca strategia pozwalajaca kontrolowaé napa-
dy drgawek, bez istotnych skutkéw ubocznych.
Na podstawie wlasciwosci przeciwdrgawkowych
ogniskowo wydalanej adenozyny i dlugotermi-
nowego potencjatu przezycia komdérek macierzy -
stych otrzymanych z implantéw mézgu, komérki
macierzyste uwalniajace adenozyne moga stano-
wic¢ nowatorskie narzedzie w leczeniu padacz-
ki. W celu wyciszenia ekspresji i aktywnosci genu
kinazy ADK zastosowano technike interferencji
RNA. Strategie wykorzystania interferencji RNA
do hamowania choréb neurodegeneracyjnych sg
obecnie znacznie zaawansowane, wykorzystanie
tej techniki w terapii genowej padaczki jest obec-
nie we wstepnym etapie badani. Wydaje sie, ze
przyczyna tego opdznienia jest brak dobrze zde-
finiowanych celéw, co wiaze si¢ z faktem, ze pro-
cesy molekularne epileptogenenzy sa dopiero po-
znawane. W przeciwienistwie do innych choréb
neurodegeneracyjnych konkretne cele terapeu-
tyczne w padaczce, stuzace do wyciszenia genéw
za pomocy interferencji RNA musza by¢ dopie-
ro opracowane [104, 105]. W przypadku tera-
pii genowej padaczki zjawisko interferencji RNA,
prébuje sie zastosowad do wylgczania aktywnosci
genu kinazy ADK, w wyniku degradacji za pomo-
cg kompleksu RISC matrycowego RNA zawierajg-
cego sekwencje kodujacg gen kinazy ADK. Degra-
dacja mRNA-ADK hamuje proces translacji tego
enzymu w astrocytach, co automatycznie skut-
kuje wzrostem poziomu endogennej adenozyny.
Teoretycznie mozna by to osiagna¢ w wyniku po-
dania do organizmu czgsteczek siRNA o sekwen-
cji komplementarnej do mRNA kodujgcego kinaze
ADK. Wykazano, ze dojrzate komérki macierzy -
ste modyfikowane przy uzyciu interferencyjnego
RNA (RNAi) w celu zablokowania aktywnosci ki-
nazy adenozynowej i powtdérnie wszczepiane do
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neuronéw hipokampa myszy, ktérym uprzednio
podano kwas kainowy indukujgcy napady padacz-
kowe, prowadzily do znaczgcej redukeji aktyw-
nosci padaczkowej i hamowatly ubytek neuronéw
w hipokampie (podczas napadéw padaczkowych)
[106]. Na podstawie powyzszych obserwacji wy-
daje si¢ celowe zastosowanie interferencji RNA do
wyciszenia ekspresji genu dla endogennej kinazy
ADK, co prowadzi do wzrostu stezenia endogen-
nej adenozyny o wilasciwosciach przeciwdrgaw -
kowych. Badania dotyczgce tej strategii prowa-
dzone sa obecnie w warunkach in vivo i in vitro.

Zastosowanie kliniczne
terapii genowej padaczki

Wydaje sie, ze celem terapii genowej padacz-
ki powinno by¢ odwrdécenie nieprawidtowej ak-
tywnosci padaczkowej niz przywrécenie populacji
neuronéw, ktére zostaly utracone w czasie nasi-
lenia choroby. Przywrdcenie wlasciwej transmi-
sji synaptycznej moze by¢ w konsekwencji bar-
dziej efektywne niz proby skompensowania utraty
okreslonej populacji neuronéw. W swietle istnie-
jacych danych eksperymentalnych na modelach
zwierzecych wykazano, ze modulacja endogen-
nego systemu produkcji galaniny, NPY lub adeno-
zyny daje pozytywne wyniki w badaniach przed-
klinicznych, ktére mozna przetozy¢ na badania
kliniczne.

W chwili obecnej trwajg liczne badania klinicz-
ne dotyczace zastosowania terapii genowej w te-
rapii choréb neurologicznych. Wyniki kliniczne s
bardzo zachecajace i wykazujg, Ze terapia genowa
nie niesie ze sobg zbyt wysokiego wzrostu czyn-
nikéw ryzyka w stosunku do innych
metod. Podjete sg juz badania kli-
niczne nad terapia genowa u ludzi

w celu leczenia zaburzen neurolo-
gicznych, takich jak: choroba Al-
zhaimera, choroba Canavan i choro-
ba Parkinsona [107-109]. W chwili
obecnej najlepszymi kandydatami
do terapii genowej padaczki sa pa-
cjenci z powaznie rozwinieta leko-
oporng padaczka, ktérym grozi do-
konanie resekcji zmienionego na
skutek epilepsji plata skroniowego.
Trwajg obecnie badania kliniczne ex
vivo, w ktérych prébuje sie prze-
szczepia¢ modyfikowane genetycz-
nie neurony i komoérki glejowe ze
zwiekszona ekspresja GABA pacjen-
tom, ktérzy kwalifikuja sie do re-
sekeji plata skroniowego. Stosowa-
nie tego typu terapii niesie ze sobg
kilka probleméw wynikajacych ze

Adenozyna, endogenny

neuromodulator,
wywiera silne dziatanie
przeciwpadaczkowe

i neuroprotekcyjne.
Zmniejszone poziomy
adenozyny obserwowano
w réznych modelach
padaczki. Napady
padaczkowe indukujg
wzrost aktywnosci kinazy
adenozynowej, ktéra
obniza poziom adenozyny.
Wydaje sie, ze redukcja
aktywnosci kinazy
adenozynowej w czasie
napadéw padaczkowych
moze by¢ jednym z celéw
terapii genowej padaczki.
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stosowania transplantacji w chorobach neuro-
logicznych. Problemy te, to ograniczony stopien
przezycia przeszczepionych komérek u pacjen-
téw [110]. Ponadto nalezy zaznaczy¢, ze plat skro-
niowy jest bardzo heterogenicznym regionem,
podzielonym na wiele zlozonych warstw zawie-
rajacych réznego rodzaju polaczenia synaptycz-
ne. Polgczenie przeszezepu z tym regionem moze
tworzy¢ polaczenia multisynaptyczne o nieznanej
strukturze. Klopoty te sprawiaja, ze terapia z wy-
korzystaniem wektoréw AAV, jako wektoréw do
przenoszenia terapeutycznych genéw do okreslo-
nych obszaréw mézgu padaczkowego, zwieksza-
jacych np. synteze GABA, moze by¢ bardziej real-
nym podejsciem klinicznym w terapii genowej [6].

Podsumowujac doswiadczalne i kliniczne wyni-
ki uzyskane w przypadku innych choréb neurolo-
gicznych, mozna stwierdzi¢, ze istnieje mozliwos¢
zastosowania terapii genowej w leczeniu padaczki.
Jednakze metoda terapii genowej jest nowa i poten-
cjalne wystapienie niepozadanych efektéw jest sto-
sunkowo malo poznane. Tak jak w przypadku lekéw
przeciwpadaczkowych, nie jest mozliwe precyzyj-
ne okreslenie wplywu tego typu terapii na czynnosé
ukladu limbicznego, wliczajac w to pamiec czy za-
burzenia nastroju [6].

Wydaje sie, ze utrzymywanie dlugotrwa-
tej ekspresji transgenu moze przynosi¢ réwniez

negatywne efekty, gdyz przeniesienie transge-
nu do innego obszaru mdzgu zamiast do struk-
tur docelowych moze wywolaé negatywne skutki
trudne do usuniecia. Z tego powodu produkt za-
stosowany w terapii genowej zanim osiagnie faze
badan klinicznych musi przejs¢ na zwierzetach
rygorystyczne badania bezpieczeristwa i skutecz-
nosci réznych dawek oraz kompleksowe oceny
ogolnego stanu zdrowia, zachowania, histologii
narzadow i biodystrybucji stosowanych wekto-
réw (rycina 1).

Podsumowanie

Przedstawione powyzej przyklady wykazuja,
ze terapeutyczne zwiekszanie aktywnos$ci endo-
gennych przeciwdrgawkowych systemow regu-
lacyjnych w mézgu (GABA, adenozyna, galani-
ne, neuropeptyd Y) za pomoca terapii genowej jest
bardzo obiecujacy kierunkiem dla rozwoju racjo-
nalnej terapii padaczki. Przy uzyciu terapii geno-
wej istnieje mozliwos¢ nie tylko zwalczania napa-
déw padaczkowych, ale réwniez neuroprotekcja
neuronéw hamujaca procesy epileptogenezy, jak
réwniez istnieje mozliwo$¢ zastosowania tej tech-
niki w profilaktyce padaczki. Wzrost hamowania
w oparciu o GABA-ergiczng i zalezng od adeno-
zyny neuromodulacje mozna skutecznie osiagnaé

adenozyna neuropeptyd Y
GABA —— — galanina

wektory
wirusowe

doroste

komorki macierzyste

kapsutkowate komorki

Rycina 1. Schemat zastosowania terapii komérkowej i genowej w leczeniu padaczki.

Przeciwpadaczkowe zwiazki, takie jak: GABA, adenozyna, galanina i neuropeptyd Y moga by¢ dostarczane bezposrednio do regionéw
w mozgu objetych zmianami padaczkowymi przy pomocy wektoréw wirusowych lub w wyniku transplantacji modyfikowanych
genetycznie komdrek macierzystych. Transplantacja modyfikowanych komérek macierzystych do zmienionych padaczkowo
struktur mézgowych moze powodowac zastapienie zdegradowanych neuronéw, przywracajac wiasciwe funkcjonowanie sieci
neuronalnej, wlacznie z poprawg struktury polaczen synaptycznych. Podawanie modyfikowanych komérek macierzystych w formie
kapsutkowanych implantéw zapewnia bezpieczne i dlugotrwate uwalnianie przeciwpadaczkowych czynnikéw, takich jak: GABA,
neuropeptyd Y czy adenozyne do okreslonych rejonéw mézgu
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w wyniku przeszczepu modyfikowanych komé-
rek do $rédmézgowia, ktére bedg uwalnialty GABA
i adenozyne, lub w wyniku terapii genowej za po-
moca wektoréw ekspresyjnych. Natomiast dostar-
czanie przeciwpadaczkowych peptydéw, takich jak
neuromodulatory np. galaniny lub neuropeptydu Y,
moze by¢ bardziej skuteczne, jesli bedg dostarcza-
ne bezposrednio za pomoca wektoréw ekspresyj-
nych w terapii genowej.

Terapia genowa oferuje szerokie mozliwosci ha-
mowania napadéw padaczkowych oraz wplywu na
procesy epileptogenezy. Wraz z rozwojem nowych
typéw wektoréw wirusowych i niewirusowych be-
dzie mozna dostarczac selektywnie odpowiednie
geny terapeutyczne do konkretnych obszaréw mé-
zgu w terapii napadéw ogniskowych lub do wie-
lu struktur mézgowych w celu hamowania pada-
czek uogdlnionych. Przy pomocy odpowiednich
wektorow bedzie mozna réwniez kontrolowac czas
dzialania odpowiednich transgenéw. Stosunkowo
krotko bedg dzialy trangeny umieszczone w wekto-
rach ekspresyjnych konstruowanych na bazie HSV,
natomiast dluzej umieszczone w wektorach AAV.
Rowniez selektywnos¢ i site dziatania odpowiednich
transgenéw bedzie mozna kontrolowa¢ w wyniku
zastosowania odpowiednich promotoréw kontrolu-
jacych aktywnos¢ podawanych genéw terapeutycz-
nych. Wstepne badania prowadzone na modelach
zwierzecych potwierdzily skuteczno$é terapii geno-
wej w hamowaniu powstawania napadéw i neuro-
protekeji neuronéw podczas epileptogenezy. Wydaje
sie, ze postep w rekombinacji wektoréw wiruso-
wych i technologii komdrek macierzystych zapew-
ni ekscytujace mozliwosci dla badari nad wykorzy-
staniem terapii komdérkowej i genowej w terapii tej
choroby. W przyszlosci odpowiednie klasy klinicz-
nych wektoréw dostarczane specyficznie do ognisk
padaczkowych mogg stanowié alternatywe dla re-
sekeji chirurgicznej w leczeniu padaczki ogniskowej.
Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty,
ze istnieje potencjalnie mozliwa korekta réwnowa-
gi pomiedzy aktywnoscig a hamowaniem specy-
ficznych neuronéw w wyniku transplantacji odpo-
wiednio modyfikowanych komérek. Rozwéj wiedzy
na temat metod otrzymywania neuronéw z komoé-
rek macierzystych i odkrywanie strategii zwigza-
nych z zapobieganiem apoptozy neuronéw otwieraja
nowe mozliwosci terapii opornych postaci epilepsii.
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Thalidomide and its analogues - practice in medical

science

Thalidomide and its analogues, lenalidomide and

pomalidomide, are immunomodulatory drugs (IMiDs) with wide biological
effects. The history of thalidomide is really complex. Introduced in 1957

as a wonder drug for morning sickness, than it was withdrawn from

the market due to serious side effects, finally returned as a treatment

for many diseases, including multiple myeloma (MM). The analogues

of thalidomide was derived by modifying the chemical structure of
thalidomide to improve its effectiveness and reduce its side effects. Based
on the history of thalidomide the importance of monitoring the side
effects was underline. Therapeutic security of the drug on the market

is directly proportional to the effectiveness of operation, by health care
system workers and patients, on this field. What is more it is helpful in the
process of searching new therapeutic solutions.

Keywords: thalidomide, lenalidomide, pomalidomide, multiple myeloma (MM).
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T alidomid (TAL) wprowadzono do lecznic-
twa w Niemczech, pod koniec lat pigédzie-
sigtych, jako lek nasenny, przeciwbdlowy i seda-
tywny. Czasteczka talidomidu odznacza si¢ prostg
dwupierscieniowa budowa, z asymetrycznym ato-
mem wegla. Istniejg niepotwierdzone doniesienia,
iz zwigzek byl pierwotnie testowany podczas II woj-
ny swiatowej jako antidotum na neurotoksyny [1,
2]. Ze wzgledu na szybkie dzialanie i opinie o bra-
ku efektéw ubocznych od poczatku lat szesédzie-
sigtych TAL stosowany byl m.in. jako specyfik za-
pobiegajacy nudnosciom w poczatkowym okresie
ciazy. Jednoczesnie na uwage zastuguje fakt, iz ta-
lidomid nie uzyskal wéwczas akceptacji FDA (Food
and Drug Administration) i nie zostal, w tamtym
czasie, zarejestrowany w Stanach Zjednoczonych.
Brak wad wrodzonych w$réd noworodkéw w USA
zawdzieczamy dr Frances Oldham Kelsey, farma-
ceutce od niedawna wéwczas pracujacej dla FDA,
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ktdra nie ugieta sie pod presja firmy chcacej wpro-
wadzié¢ nowy lek na rynek amerykanski. Kelsey do-
strzegla brak kompletnych badar leku i nie wydala
zgody na jego dopuszczenie do obrotu [3].

Pierwsze doniesienia dotyczace zwiazku po-
miedzy przyjmowaniem talidomidu, a wystepo-
waniem cigzkich wad wrodzonych u dzieci pojawity
sie¢ w piSmiennictwie juz w 1961 r. Z czasem wady
te zaczeto okresla¢ mianem embriopatii potalomi-
dowej, a sam lek uznano za teratogenny i w potowie
1961 r. wycofano z lecznictwa w wigkszosci z po-
nad czterdziestu krajéw, gdzie byl zarejestrowany
pod réznymi nazwami handlowymi [4]. Niechlub-
nym wyijatkiem okazala sie Kanada, gdzie decyzja
o wycofaniu leku z obrotu zapadia 2 marca 1962r.,
czego skutkiem bylo pojawienie si¢ wad wrodzo-
nych wéréd wiekszej populacji dzieci. U noworod-
kéw dochodzilo do calkowitego niewyksztalcenia
koriczyn (amelia), ich znieksztalcenia (fokomelia),
a takze wystepowania wad wrodzonych w obrebie
oczuiuszu [5].

Przez wiele lat po wycofaniu talidomidu z lecz-
nictwa starano sie wyjasnic jego teratogenne dzia-
lanie. Dopiero w 2010 r. badacze japornscy usta-
lili, iz TAL laczy sie¢ z biatkiem o nazwie cereblon
(CRBN). W ten sposéb nie dochodzi do utworzenia
kompleksu cereblonu z innymi czasteczkami (DDB,
Cul4A, Rocl) i, w konsekwencji, do ekspresji fibro-
blastycznego czynnika wzrostu (FGF8). Czynnik
ten z kolei jest podstawowym regulatorem wzro-
stu koriczyn w zyciu plodowym [6]. Ustalono tak-
ze, iz lek poza hamowaniem angiogenezy wywolu-
je réwniez apoptoze nowo tworzonych naczyn oraz
posiada dzialanie przeciwzapalne i immunomodu-
lacyjne. Dzialanie przeciwzapalne TAL wynika ze
zmniejszenia odpowiedzi monocytéw i granulocy-
téw obojetnochtonnych na czynniki chemotaktycz-
ne, obnizenia zdolnosci do fagocytozy oraz zmniej-
szenia procesu powstawania wolnych rodnikéw
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tlenowych. Ponadto wykazano, iz lek ten, podob-
nie jak glikokortykosteroidy, stabilizuje blone lizo-
somow. Dzialania przeciwzapalnego TAL dopatru-
je sie réwniez w jego antagonistycznym dzialaniu
w stosunku do prostaglandyn E2 i F2 oraz histami-
ny, serotoniny, a takze acetylocholiny [7].

Drugim kierunkiem dzialania TAL jest hamowa-
nie angiogenezy. Angiogeneza polega na powstawa-
niu naczyn krwionosnych, w obecnosci czynnikéw
pobudzajacych ich wzrost (a FGF, b FGF, TGFa., VEGF
iin.), zkomoérek srédblonka juz istniejacych naczyni
wiosowatych. Ustalono, iz TAL zmniejsza ekspresje
VB3 integryny znajdujacej sie w komodrkach $réd-
blonka naczyn krwionosnych, moduluje takze eks-
presje czasteczek adhezyjnych, co hamuje powsta-
wanie naczyn krwiono$nych. Nasilona angiogeneza
obserwowana w stanach patologicznych, w tym
réwniez w przebiegu choréb nowotworowych, jest
wynikiem zaburzenl metabolicznych i niedotlenie-
nia tkanek. Im agresywniej rozwija sie choroba, tym
intensywniej przebiega rewaskularyzacja. W obre-
bie tych tkanek dochodzi bowiem do zwolnione-
go przeplywu krwi oraz zwiekszenia jej lepkosci,
a takze do uszkodzenia $rédblonka naczyn [7, 8, 9].

Kolejnym kierunkiem dzialania TAL jest dziala-
nie immunomodulacyjne. Lek wywoluje wplyw za-
réwno na odpowiedZ komoérkowa, jak i humoralng.
TAL zmniejsza synteze TNF-a przez monocyty po-
przez skrécenie czasu polowicznego trwania mRNA
dla TNF-o z 30 do 17 min. Lek obniza réwniez pro-
dukcje IL-6, IL-1, IL-8 oraz nasila odpowiedz lim-
focytéw Th2, co manifestuje si¢ wzrostem stezenia
IL-4. TAL powoduje takze zwiekszenie liczby limfo-
cytéw cytotoksycznych - T CD8 [7, 8, 9].

Warto réwniez wspomnie¢ o dzialaniu sedatyw-
nym TAL. Lek aktywuje osrodek snu, nie powodujac
przy tym depresji osrodka oddechowego i zaburzen
koordynacji ruchow [7].

Ustalenie mechanizmu teratogennego dzialania
TAL i zestawienie uzyskanych danych z patogeneza
wybranych choréb nowotworowych doprowadzito
do jego powrotu na rynek. Chociaz pierwsze donie-
sienia o skutecznosci talidomidu w terapii szpicza-
ka mnogiego pojawily si¢ juz w 1965r., to nie zo-
staly one docenione i dopiero w 1999 r. ukazata sie
pierwsza publikacja autorstwa Singhala i wsp. [10].
Praca dotyczyla zastosowania leku w terapii opor-
nej postaci szpiczaka mnogiego (plazmocytowe-
go, MM). Od tego czasu trwaja wieloosrodkowe ba-
dania dotyczace zastosowania TAL i jego analogéw
w leczeniu MM oraz wielu innych schorzen. Obec-
nie, zgodnie z polska rejestracja, TAL przeznaczo-
ny jest, w polaczeniu z melfalanem i prednizonem,
do leczenia pierwszego rzutu nieleczonego szpicza-
ka mnogiego u pacjentéw w wieku =65 lat lub u pa-
cjentéw, u ktérych nie mozna zastosowaé wysokich
dawek chemioterapii [9, 10, 11].
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Szpiczak mnogi (plazmocytowy, MM) jest zlosli-
wym nowotworem szpiku kostnego, ktéry charak-
teryzuje sie rozrostem atypowych komérek plazma-
tycznych, produkujacych tylko jeden rodzaj bialka
- monoklonalng immunoglobuline. Powszechnie
wystepujacym powiklaniem jest osteoliza kostna,
a takze niewydolno$¢ nerek, hiperkalcemia i niedo-
krwistos¢. W obrazie klinicznym charakterystycz-
ny jest bdl kostny (ledzwiowy odcinek kregostu-
pa, miednica, zebra), ktéremu towarzysza objawy
neurologiczne (niedowlady i porazenie koriczyn)
oraz zakazenia ukladu oddechowego i moczowe-
go[2,12].

Szpiczak plazmocytowy stanowi okolo 1%
wszystkich nowotworéw zlosliwych i okolo 14%
nowotworéw w obrebie ukladu krwiotwdérezego.
Wystepuje czesciej u mezezyzn niz u kobiet (1.4:1),
a szezyt zachorowalnosci przypada na siédma de-
kade zycia, jednak moze mie¢ miejsce we weze-
$niejszym okresie (15% chorych <60 lat, okolo 2%
przed 40r.2.) [12].

Przyczyny choroby nie zostaly ustalone. Pewna
role przypisuje sie czynnikom genetycznym oraz
stymulacji antygenowej w przebiegu zakazer bak-
teryjnych lub wirusowych. W patogenezie MM nie
wyklucza sie réwniez roli dlugotrwalej ekspozy-
¢cji na promieniowanie jonizujace, benzen, azbest,
$rodki ochrony roélin oraz inne substancje stoso-
wane w przemysle chemicznym.

WHO wyrdznila nastepujace postaci szpicza-
ka mnogiego:

- bezobjawowy (tlacy) - wystepuje u ok. 8% cho-
rych, ryzyko progresji do postaci objawowej wy-
nosi 10% na rok w ciggu pierwszych pieciu lat od
rozpoznania, a nastepnie maleje;

- niewydzielajacy;

- bialaczka plazmocytowa - najbardziej zaawan-
sowane stadium choroby, wystepuje w 2-5%
przypadkow, przebiega gwaltownie, czesto ob-
jawem towarzyszacym jest powiekszenie watro-
by, $ledziony i weziéw chlonnych, a samo roko-
wanie jest zle, wiekszos¢ chorych przezywa tylko
kilka miesiecy od rozpoznania [12].

Ze wzgledu na udowodnione wlasciwosci te-
ratogenne TAL wszyscy pacjenci, zaréwno kobie-
ty, jak i mezczyzni, wlaczeni do terapii tym lekiem
sa zobowigzani do postepowania zgodnie z ,,Pro-
gramem zapobiegania cigzy Thalidomide Celgene”.
Zgodnie z tym programem kobiety zdolne do zajscia
w ciaze musza stosowad jedna skuteczng metode
antykoncepcyjna (np. podskérny implant hormo-
nalny, system wewnatrzmaciczny uwalniajacy le-
wonorgestrel, octan medroksyprogesteronu, ste-
rylizacje jajowodowa) w okresie czterech tygodni
poprzedzajacych terapie talidomidem, przez caly
czas trwania terapii oraz przez cztery tygodnie po
jej zakoniczeniu. Z tego zobowigzania zwolnione sa
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Tabela 1. Zestawienie dzialaii niepozadanych talidomidu [9]

Objawy ogdine

Objawy neurologiczne

goraczka
ostabienie
utrata masy ciata

drzenie miesni
dretwienie i mrowienie koriczyn
utrata koordynacji ruchowej
sennos¢

polineuropatie

Objawy ze strony przewodu pokarmowego zaparcia

Objawy ze strony ukladu krwiotworczego

i naczyniowego

biegunka,
nudnosci i wymioty
zapalenie btony $luzowej jamy ustnej

matoptytkowos¢
neutropenia
niedokrwistos¢
zakrzepowe zapalenie zyt

kobiety, ktére zadeklaruja calkowitya wstrzemiezli-
wos¢ seksualng. Dopuszcza si¢ takze stosunki sek-
sualne z partnerem poddanym wazektomii, a zabieg
musi by¢ potwierdzony dwoma ujemnymi wyni-
kami analizy nasienia. U kobiet zdolnych do zajscia
w ciaze nalezy, zgodnie z ,,Programem zapobiega-
nia cigzy Thalidomide Celgene”, przeprowadzi¢ pod
nadzorem medycznym test cigzowy. Test nalezy
wykonad na trzy dni przed wizyta u lekarza zleca-
jacego talidomid, a nastepnie powtarzac co 28 dni,
wilacznie z okresem czterech tygodni po zakoricze-
niu terapii [12, 13].

Z uwagi na fakt, iz TAL wystepuje w nasieniu
mezczyzn wlgczonych do terapii tym lekiem, réw-
niez oni sq zobowigzani do przestrzegania warun-
kéw ,,Programu zapobiegania cigzy Thalidomide
Celgene”. Musza oni rozumiec¢ ryzyko wystgpienia
wad wrodzonych dziecka w przypadku podjecia
kontaktéw seksualnych z kobieta w ciazy lub zdol-
na do zajscia w ciaze, jesli nie stosuje ona skutecznej
antykoncepcji. W obydwu przypadkach pacjenci sg
zobowiazani do stosowania prezerwatyw [12, 13].

W ,,Programie zapobiegania cigzy Thalidomide
Celgene” nie wymieniono doustnych srodkéw anty -
koncepcyjnych jako skutecznej metody antykoncep-
cji. Wynika to z faktu, iz jednym z najpowazniejszych
dziatari niepozadanych, ktére wystepuja u pacjen-
téw poddanych terapia TAL, jest zwiekszone ryzyko
zylnej choroby zatorowo-zakrzepowej. Jak naleza-
loby przypuszczaé, stosowanie doustnych srodkéw
antykoncepcyjnych potegowaloby to dzialanie.
Z tego wzgledu zaleca sie, aby przed zastosowaniem
TAL zmienié terapie oparta na doustnej antykon-
cepcji na jedng z wymienionych w programie [13].

W czasie terapii TAL lekarz ma obowigzek poin-
formowaé pacjenta o mozliwo$ci wystapienia ob-
jawow zakrzepicy zylnej. Podczas stosowania leku
moze pojawic sie zaczerwienienie skory, bél w kori-
czynach, w tym objaw Homansa (bdl lydki wy-
stepujacy przy biernym zgieciu grzbietowym sto-
py), a ponadto jednostronne lub obustronne obrzeki
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koniczyn oraz stan podgoraczkowy wynikajacy ze
stanu zapalnego wokét zyly z zakrzepem. Lekiem
z wyboru stosowanym u pacjentéw ze szpiczakiem
mnogim i zakrzepicg zylng jest heparyna drob-
noczasteczkowa (low molecular weight heparyn,
LMWH). Heparyng nalezy podawa¢ przez minimum
piec dni, nastepnie wiaczyc doustny antykoagulant,
az do osiagniecia INR 2-3, po czym w ciaggu dwdch
dni zakonczy¢ leczenie [12, 14].

Modyfikacja terapii TAL przebiega w kierunku
zwigkszenia jej skutecznodci oraz ograniczenia dzia-
lani niepozadanych leku (tabela 1) [9]. W tym celu
wprowadzono do lecznictwa analogi TAL - lenali-
domid i pomalidomid. Zaréwno TAL, jak i jego ana-
logi zaliczamy do klasy lekéw immunomodulujg-
cych (IMiDs), pochodnych kwasu glutaminowego.
W ostatnim czasie ukazaly sie réwniez doniesie-
nia o wytworzeniu czasteczek hybrydowych przez
naukowcow z Virginia Commonwealth University.
Struktury te powstaly z polaczenia TAL i kurkuminy,
skfadnika aktywnego kurkumy pochodzacej z kiaczy
ostryzu (Curcuma longa). Kurkuminie przypisuje sie
aktywnos¢ przeciwnowotworowa, ktéra jest ograni-
czona jej staba rozpuszezalno$cia w wodzie. TAL z ko-
lei charakteryzuje sie krétkim okresem pottrwania
w organizmie. Po wytworzeniu czasteczek hybrydo-
wych wilasciwosci farmakokinetyczne obydwu cza-
stek ulegly poprawie. Obecnie trwaja dalsze pra-
ce nad wprowadzeniem dwdch, sposrod siedmiu,
otrzymanych czasteczek do terapii MM [12, 14].

W 2006 r. zarejestrowano w USA, w terapii MM,
lenalidomid, analog TAL o podobnym mechani-
zmie dzialania. Rejestracja leku w Europie nastg-
pila w 2007 r.

Lenalidomid charakteryzuje sie¢ 2000 razy sil-
niejszg, w poréwnaniu z TAL, stymulacjg proliferacji
limfocytéw T oraz wytwarzania IL-2. Lek wykazu-
je réwniez mniej dziatar niepozadanych, gdyz zde-
cydowanie rzadziej wystepuje w trakcie terapii po-
lineuropatia i senno$¢. Pacjenci wiaczeni do terapii
lenalidomidem musza speiniac ustalone dla TAL wa-
runki programu zapobiegania cigzy. Wynika to z po-
dobnej budowy chemicznej czasteczki lenalidomidu
do TAL, jak réwniez udowodnionego dzialania te-
ratogennego analogu na plody malp podczas badari
przedrejestracyjnych. W Polsce lenalidomid dostep-
ny jest w ramach tzw. chemioterapii niestandardo-
wej refundowanej przez NFZ. Terapia obejmuje cho-
rych na MM, u ktérych wezesniejsze leczenie nie
przynioslo skutku lub wystapily nawroty choroby
[2,12, 16, 17]. W ostatnim czasie pojawily sie takze
doniesienia o prébach wykorzystania lenalidomidu
w terapii przewleklego bdlu, doniesienia te wymagaja
jednak potwierdzenia podczas dalszych badan [18].

Opisano przypadki odwracalnej utraty pamie-
ci po podaniu lenalidomidu. Ustalono, iz zwigkszo-
ne ryzyko wystapienia tego typu zaburzen dotyczy
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pacjentéw, ktérym lek podawany byl po raz kolejny
badz epizody zaburzenia funkcji poznawczych poja-
wialy sie wezesniej. Bardziej narazone sg takze 0so-
by, u ktérych doszto do uszkodzenia naczyn krwio-
nosnych w obrebie mézgu. Ustalenie dokladnej
przyczyny zaburzen wymaga dalszych badari [19].

W lutym 2013 r. zostal dopuszczony w Polsce
najnowszy analog talidomidu - pomalidomid (IM-
NOVID). Wskazaniem do zastosowania leku jest
oporna posta¢ MM, nie reagujgca na leczenie lena-
lidomidem i bortezomibem [12, 20]. Przeprowa-
dzono wieloosrodkowe, randomizowane badanie,
ktoére wykazalo, iz terapia pomalidomidem przy-
nosi lepsze wyniki w polaczeniu z deksametazonem
w niskiej dawce (40 mg) [21]. Wykonano réwniez
proéby lacznego podania pomalidomidu, deksame-
tazonu i klarytromycyny, uzyskujac wysoki odse-
tek skuteczno$ci terapii. Innym sposobem terapii
bylo laczne podanie pomalidomidu, cyklofosfamidu
iprednizolonu (PCP). W tym przypadku u 59 % pa-
cjentéw uzyskano czesciowa odpowiedZ immuno-
logiczna, a u dwdéch oséb zaobserwowano catkowi-
tg remisje choroby. W celu opracowania optymalnej
strategii leczenia MM z udziatem pomalidomidu nie-
zbedne s3 dalsze préby jego stosowania w terapii tej
powaznej jednostki chorobowej [22].

Podsumowanie

Na przyktadzie talidomidu mozna zaobserwowac
pewna prawidlowos¢ dotyczaca stosowania okre-
$lonej substancji leczniczej w terapii. Poczatkowo
uznany za cudowny lek, nastepnie, po stwierdze-
niu powaznych dziatani niepozadanych, wycofa-
ny z lecznictwa, by wreszcie po kilkudziesigciu la-
tach do niego powrdci¢, réwniez w zmodyfikowanej
formie. Majac na uwadze historie talidomidu, nale-
zy podkresli¢ niezwykle istotne znaczenie zglasza-
nia dzialan niepozadanych wywolywanych przez
substancje dopuszczone do obrotu. Z jednej stro-
ny umozliwia to wycofanie z obrotu lekéw niebez-
piecznych, z drugiej natomiast, przy zachowaniu
odpowiednich srodkéw ostroznosci, odkrycie no-
wych mozliwosci terapeutycznych danej substan-
cji lecznicze;j.
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Recepty lekarskie - zasady wystawiania. Czes¢ 3
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Issue of prescriptions - rules. Part 3. In those articules the
legal analysis were presented concerning the correct form of

1) dane dotyczace osoby uprawnionej albo $wiad-
czeniodawcy, u ktérego wykonuje zawod osoba
uprawniona, ktére obejmuja:

drugs prescribed by doctors employed in the hospitals or privately a) nazwe albo firme wynikajaca z umowy na
practicing. wystawianie recept refundowanych zawartej
We discussed refundation method and legal, finansial and penal z Narodowym Funduszem Zdrowia;

responsibility for the possible mistakes. Also the most common mistakes b) adres miejsca udzielania $wiadczenia zdro-

were pointed according to the medical documentation.
Keywords: prescriptions, mistakes, refundation.

© Farm Pol, 2014, 70(10): 552-555

wotnego (nazwa miejscowosci, ulica, numer
domu, numer lokalu, jezeli nadano), a w przy-
padku lekarzy wykonujacych dziatalnosc lecz-
nicza w formie indywidualnej praktyki le-

karskiej wylacznie w miejscu wezwania lub

indywidualnej specjalistycznej praktyki le-

karskiej wytgcznie w miejscu wezwania - ad-

res miejsca przyjmowania wezwan i miejsca

przechowywania dokumentacji medycznej;
¢) numer telefonu;

d) identyfikator stanowiacy dziewie¢ pierw-
szych cyfr numeru identyfikacyjnego REGON,
wiasciwego dla miejsca udzielania $wiadcze-
nia zdrowotnego, jezeli dotyczy

* Podstawa prawna

1) Ustawa z dnia 12 maja 2011 r. o refundacji le-
koéw, srodkéw spozywczych specjalnego prze-
znaczenia zywieniowego oraz wyrobéw medycz-
nych (Dz.U. 2011 nr 122 poz. 696).

2) Ustawa z dnia 27 sierpnia 2004 r. o $wiadcze-
niach opieki zdrowotnej finansowanych ze $rod-
kéw publicznych (Dz.U. 2008 nr 164 poz. 1027).

3) Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 2) dane dotyczace pacjenta:

21 grudnia 2010r. w sprawie rodzajéw i zakresu a) imie i nazwisko;
dokumentacji medycznej oraz sposobu jej prze- b) adres (nazwa miejscowosci, ulica, numer
twarzania (Dz.U. 2014 poz. 177). domu, numer lokalu, jezeli nadano):

4) Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 8 mar- - miejsca zamieszkania albo
ca 2012 r. w sprawie recept lekarskich. (Dz.U. - miejsca pelnienia stuzby wojskowej, jeze-
2014 poz. 319). li dotyczy, albo
Stan prawny na 9.05.2014 r. - miejsca zamieszkania osoby uprawnione;j

albo siedziby urzedu gminy lub gminnego
osrodka pomocy spolecznej - w przypad-
ku $wiadczeniobiorcy, wobec ktérego wy-
dano decyzje o prawie do §wiadczen albo
siedziby $wiadczeniodawcy, ktéry udzielit
$wiadczenia opieki zdrowotnej - w przy-
padku osoby bezdomnej;
¢) wiek - w przypadku pacjenta do lat 18, o ile
nie mozna go ustali¢ na podstawie numeru
PESEL znajdujacego si¢ na recepcie;

Co powinna zawiera¢ recepta na leki
refundowane (Rp.)?

Zgodnie z rozporzadzeniem recepta, na ktorej
co najmniej jeden z przepisanych lekéw, srodkéw
spozywczych specjalnego przeznaczenia zywienio-
wego, wyrobéw medycznych, dla ktérego wydano
decyzje o objeciu refundacja musi zawieraé naste-
pujace dane:
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d) kod uprawnieri dodatkowych pacjenta, jeze-
li dotyczy;

e) numer poswiadczenia - w przypadku ko-
rzystania ze $wiadczeni opieki zdrowotnej na
podstawie przepiséw o koordynacji, a w ra-
zie braku tego poswiadczenia - numer do-
kumentu uprawniajacego do korzystania ze
$wiadczen opieki zdrowotnej na podstawie
przepiséw o koordynacji wystawionego przez
wiasciwa instytucje zagraniczna;

f) numer PESEL - jezeli dotyczy, a w przypad-
ku dziecka nieposiadajacego numeru PESEL
lub niemoznosci ustalenia tego numeru - nu-
mer PESEL przedstawiciela ustawowego lub
opiekuna faktycznego wraz z adnotacja o za-
mieszczeniu numeru PESEL osoby innej niz
pacjent i podpisem osoby uprawnionej;

g) numer paszportu lub innego dokumentu
ze zdjeciem potwierdzajacego tozsamos¢ -
w przypadku cudzoziemca niebedacego oso-
bg uprawniona do $wiadeczen opieki zdrowot -
nej na podstawie przepiséw o koordynacji,
a w przypadku osoby posiadajacej Karte Po-
laka - numer Karty Polaka;

3) identyfikator platnika:

a) identyfikator oddzialu wojewodzkiego Fun-
duszu wlasciwy dla miejsca zamieszkania
$wiadczeniobiorcy, a w przypadku:

- braku miejsca zamieszkania §wiadczenio-
biorcy na terytorium Rzeczpospolitej Pol-
skiejidentyfikator oddzialu wojewddzkie-
go Funduszu;

- osoby bezdomnej - identyfikator oddzia-
tu wojewddzkiego Funduszu wlasciwy dla
miejsca zamieszkania osoby uprawnionej
albo siedziby $wiadczeniodawcy, albo

b) znak ,X” wpisywany jest w przypadku pa-
cjentéw nieposiadajacych dokumentu po-
twierdzajacego prawa do $wiadczent opieki
zdrowotnej lub pacjentéw niebedacych oso-
bami uprawnionymi do $wiadczen opieki
zdrowotnej, albo

¢) wpisuje sie symbol instytucji wlasciwej dla
osoby uprawnionej do swiadczen opieki zdro-
wotnej na podstawie przepiséw o koordynacji;

4) dane dotyczace przepisanych lekow, srodkéw
spozywczych specjalnego przeznaczenia zywie-
niowego, wyrobéw medycznych, obejmuja:

a) nazwe lub nazwe powszechnie stosowang
(miedzynarodowa) leku albo rodzajows lub
handlowa nazwe srodka spozywczego spe-
cjalnego przeznaczenia zywieniowego, wy-
robu medycznego lub ich nazwe skrécona,
ktéra w jednoznaczny sposéb pozwala okre-
$li¢ przepisany lek, srodek spozywczy spe-
cjalnego przeznaczenia zywieniowego, wy-
réb medyczny;
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b) posta¢, w jakiej lek, srodek spozywezy spe-
cjalnego przeznaczenia zywieniowego, wy-
réb medyczny ma by¢ wydany, jezeli wyste-
puje w obrocie w wiecej niz jednej postaci;

c) dawke leku, srodka spozywczego specjal-
nego przeznaczenia zywieniowego, wyro-
bu medycznego, jezeli lek, srodek spozyw-
czy specjalnego przeznaczenia zywieniowego,
wyréb medyczny wystepuje w wiecej niz jed-
nej dawce;

d) ilos¢ leku, srodka spozywezego specjalne-
go przeznaczenia zywieniowego, wyrobu
medycznego, a w przypadku leku receptu-
rowego - jego sklad lub nazwe mieszaniny
skladnikéw, ktdéra jest uzywana zwyczajowo
w praktyce farmaceutycznej, a w przypadku
leku aptecznego - jego nazwe zgodng z Far-
makopea Europejska lub innymi odpowiedni-
mi farmakopeami uznawanymi w paistwach
czlonkowskich Unii Europejskiej;

Spos6b dawkowania

w przypadku przepisania:

a) ilosci leku, srodka spozywezego specjalnego
przeznaczenia zywieniowego, wyrobu me-
dycznego, niezbedna pacjentowi do maksy-
malnie 90-dniowego stosowania wyliczonego
na podstawie okreslonego na recepcie sposo-
bu dawkowania;

b) leku gotowego dopuszczonego do obrotu na
terytorium Rzeczypospolitej Polskiej, ktéry
zawiera w swoim skladzie srodek odurzaja-
cy, substancje psychotropowa w rozumieniu
ustawy o przeciwdzialaniu narkomanii;

c) leku recepturowego zawierajacego w swo-
im skladzie srodek odurzajacy, substan-
cje psychotropowa w rozumieniu ustawy
o przeciwdzialaniu narkomanii lub substan-
cje zaliczona do wykazu A substancji bardzo
silnie dzialajacych, okreslona w Farmakopei
Polskiej;

Odplatnosé - prawidlowe okreslenie poziomu od-
platnosci - (zob. ,Recepty lekarskie - zasady wysta-
wiania” - Cze$é 1., pyt. 1, 2, 3).

5) date wystawienia recepty;

6) date realizacji recepty ,,od dnia”, a jezeli nie do-
tyczy, wéwczas wpisuje sie znak , X”;

7) dane dotyczace osoby uprawnionej:

a) imie i nazwisko;

b) numer prawa wykonywania zawodu osoby

uprawnionej;

8) na recepcie refundowanej, zamieszcza sie do-
datkowo unikalny numer identyfikujacy recepte
nadawany przez oddzial wojewédzki Narodowe-
go Funduszu Zdrowia.

Na dole recepty zamieszcza sie, w formie wy-
druku, nazwe i adres lub numer REGON podmiotu
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drukujacego recepte, a w przypadku gdy wydruku

dokonuje osoba wystawiajaca recepte - zwrot ,,wy-

druk wilasny”.

Podstawa prawna - § 3 ust. 1 i ust. 4, § 4 ust.
1 oraz § 6 Rozporzadzenia Ministra Zdrowia w spra-
wie recept.

Nalezy zwrdécié¢ uwage na fakt, iz wszystkie dane
powinny zosta¢ naniesione w sposéb czytelny, tj.
za pomocy pieczatki, nadruku lub naklejki, kté-
ra jest przymocowana do recepty w taki sposéb,
ze uniemozIliwia jej usuniecie bez zniszczenia dru-
ku recepty.

Podstawa prawna - § 3 ust. 2 i ust. 3 Rozporza-
dzenia Ministra Zdrowia w sprawie recept.

Jezeli recepta jest wystawiona przez osobe
uprawniong, o ktérej mowa w art. 2 pkt 14 lit. ¢
ustawy o refundacji, a wiec - lekarza, lekarza den-
tyste, felczera, starszego felczera posiadajacego pra-
wo wykonywania zawodu, ktéry zaprzestal wy-
konywania zawodu, a z ktérym Fundusz zawarl
umowe upowazniajaca do wystawiania recept re-
fundowanych dla wystawiajacego, jego malzonka,
wstepnych i zstepnych w linii prostej oraz rodzen-
stwa; dane osoby uprawnionej obejmuja:

1) imie i nazwisko;

2) adres miejsca zamieszkania (nazwa miejsco-
wosci, ulica, numer domu, numer lokalu, jezeli
nadano);

3) numer telefonu;

4) dziewieciocyfrowy numer identyfikacyjny okre-
$lony w umowie upowazniajacej do wystawiania
recept na refundowane leki, srodki spozywcze
specjalnego przeznaczenia zywieniowego, wy-
roby medyczne, na ktéry skladaja sie:

a) dwie pierwsze cyfry o wartosci ,,98”;

b) dwie nastepne cyfry bedace identyfikatorem
oddzialu wojewddzkiego Funduszu, ktéry za-
warl umowe upowazniajaca do wystawiania
recept refundowanych;

¢) pie¢ pozostalych cyfr bedacych numerem
ustalonym przez oddzial wojewddzki Naro-
dowego Funduszu Zdrowia.

Podstawa prawna - § 4 ust. 2 Rozporzadzenia Mi-

nistra Zdrowia w sprawie recept.

Czy w Zintegrowanym Informatorze
Pacjenta swiadczeniobiorcy moga
sprawdzi¢, jakie recepty refundowane
wystawil dla nich lekarz?

TAK

Pacjenci, ktérzy uzyskali dostep do systemu ZIP,
moga po zalogowaniu sie uzyskac wiele informacji
dotyczacych wystawionych dla nich recept refun-
dowanych. Sa to m.in.:
a) data wystawienia / data realizacji;
b) miejsce realizacji;
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¢) lista lekéw (nazwa handlowa, postaé, dawka,
producent, opakowanie);

d) oplate pacjenta;

e) koszt refundacji.

W przypadku sprzecznosci pacjenci moga sko-
rzystac z zakladki ,,zglo$ nieprawidlowos¢”. W for-
mularzu zgloszeniowym moga szczegélowo opisac
wszelkie informacje dotyczace zaistnialych nieja-
snosci, podajac swoje imie i nazwisko, numer tele-
fonu lub adres do korespondencji.

ZIP, czyli Zintegrowany Informator Pacjenta, to
ogolnopolski serwis, ktéry zarejestrowanym uzyt-
kownikom udostepnia historyczne dane o ich le-
czeniu i finansowaniu leczenia. Zawarte informa-
cje obejmuja okres od 2008 r. i s3 gromadzone przez
Narodowy Fundusz Zdrowia. ZIP sklada sie z dwdch
czesdci: ogélnodostepnej i tej widocznej tylko dla za-
rejestrowanych uzytkownikéw. Korzystanie z por-
talu jest calkowicie bezplatne.

Dzieki serwisowi zalogowany uzytkownik ma
szybki dostep do informacji o swoim prawie do swiad-
czen zdrowotnych. Dodatkowo ma wglad do danych
dotyczacych jego leczenia, udzielonych mu $wiadcze-
niach oraz o przepisanych lekach. Widoczna jest réw-
niez informacja o kwotach, ktére zostaly przekaza-
ne na sfinansowanie jego leczenia. Czyli dokladniej
moéwige, sprawdzimy, gdzie od 2008 r. leczyliSmy
sie i ile zaplacil za to NFZ. Ponadto znajdziemy tutaj
wykaz placéwek, w ktérych bedziemy mogli sko-
rzystac¢ z bezplatnego leczenia, dzigki zastosowaniu
wyszukiwarki lekarzy i przychodni majacych kon-
trakty z NFZ. Zintegrowany Informator Pacjenta po-
zwala nam §ledzi¢, na jakim etapie jest zlozony przez
nas wniosek do sanatorium, a takze - gdzie i kiedy
korzystaliSmy z leczenia uzdrowiskowego. Dostep
do systemu jest bezplatny. Rodzice moga réwniez
w ZIP zaktada¢ konta dla swoich dzieci.

Na dzieni dzisiejszy z systemu moga korzystac:
1) osoby ubezpieczone;

2) osoby nieubezpieczone uprawnione do $wiad-
czen;
3) osoby nieubezpieczone, ale majace prawo do

Swiadczent w przesziosci;

4) osoby ubezpieczajace sie dobrowolnie.

Zrédto: www.nfz.gov.pl, www.zip.nfz.gov.pl

Najczesciej popelniane bledy

podczas wystawiania recept

na podstawie raportéw pokontrolnych
NFZ

Oddzialy Wojewddzkie Narodowego Fundu-
szu Zdrowia ustawowo zobligowane sa do przepro-
wadzania kontroli w zakresie ordynacji lekarskiej.
Ponizej przedstawiamy informacje zbiorcza na te-
mat najczesciej popelnianych bledéw wynikaja-
cych z niewlasciwego wystawiania recept czy tez
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prowadzenia dokumentacji medycznej. Na pod-
stawie wynikéw kontroli udostepnionych na stro-
nach internetowych Narodowego Funduszu Zdro-
wia nalezy zauwazy¢, iz: w wielu postepowaniach
nie stwierdzono zadnych nieprawidlowosci w za-
kresie ordynacji lekarskiej, w pozostalych przy-
padkach ich wynik byl negatywny lub pozytyw-
ny ze wskazaniem nieprawidlowosci lub uchybien.
W wyniku przeprowadzonych kontroli stwier-
dzono nieprawidlowosci w zakresie:
1) wystawiania recept niezgodnie z przepisami obo-
wigzujacymi w okresie kontroli:

a) nieuzasadniona ordynacja lek6w;

b) przepisywanie lekéw refundowanych nie-
zgodnie z uprawnieniami dodatkowymi pa-
cjentow;

¢) wystawianie recept z nieoznaczonym po-
ziomem odplatnosci (w przypadku gdy lek
wystepuje w wykazach lekéw refundowa-
nych w co najmniej dwéch odplatnosciach)
lub wystawienie recept z blednym poziomem
odplatnosci;

RS

ordynacja lekéw refundowanych niezgodnie

ze wskazaniami refundacyjnymi;

e) ordynacja lekéw refundowanych poza wska-
zaniami okreslonymi w ChPL (w przypadku
gdy wskazania do refundacji odnosza si¢ do
wskazan rejestracyjnych leku);

f) przekroczenie maksymalnej dobowej daw-
ki leku nieodnotowane w dokumentacji me-
dycznej;

g) wystawianie przez lekarzy stomatologéw re-
cept na wlasny numer PESEL na leki stuza-
ce do zaopatrzenia gabinetu (iniekcje znie-
czulajace);

h) wystawienie recept na leki refundowane
w ilo$ciach przekraczajacych 3-miesieczne
stosowanie;

i) wystawianie recept pacjentom w trakcie ho-
spitalizacji na oddzialach szpitalnych;

j) ordynowanie lek6w pacjentom po dacie zgonu;

k) wystawianie recept z adnotacja ,,Pro familia”
osobie nieuprawnionej;

1) wystawianie recept ,,in blanco” oraz udostep-

nianie ich osobom trzecim;
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2) nieprawidlowosci w zakresie prowadzenia doku-
mentacji medyczne;j:

a) niezgodno$¢ danych na receptach z doku-
mentacja medyczna;

b) brak diagnozy, rozpoznania choroby, proble-
mu zdrowotnego, urazu, ktérych lek dotyczy
- brak potwierdzenia zasadnos$ci ordynacji le-
kéw;

¢) brak uzasadnienia choroby przewleklej w do-
kumentacji medycznej, na ktéra dana recepta
zostala Wystawiona;

d) brak wpiséw lub nieczytelne wpisy w doku-
mentacji medycznej dotyczace porady ambu-
latoryjnej, wywiadu lekarskiego, wynikow
badari diagnostycznych, zaordynowanych le-
kéw oraz wystawionych recept;

e) brak adnotacji o ilosci przepisanych lekéw,
sposobie dawkowania;

f) braki formalne w dokumentacji medycznej
(np. brak numeracji stron oraz danych iden-
tyfikujacych pacjenta, brak autoryzacji po-
prawek, brak oznaczenia podmiotu leczni-
czego itp.);

g) brak danych z wywiadu lekarskiego;

h) brak daty porady ambulatoryjnej lub wizyty
domowej zgodnej z data wystawionej recepty;

i) brak opisu stanu zdrowia;

3) brak dokumentacji medycznej;

4) wystawienie recept na drukach posiadajacych nu-
mery przyznane innym lekarzom;

5) wystawianie recept opatrzonych pieczecia na-
gléwkowa swiadczeniodawcy i pieczatka imien-
na lekarza, ktéry nie byl zatrudniony u $wiadcze-
niodawcy w chwili wystawienia recepty;

6) ordynowanie pacjentom lekéw refundowanych na
receptach z uprawnieniem IB, pomimo Ze leczeni
pacjenci tych uprawnien nie posiadali.

Zrédto: www.nfz.gov.pl

Przedruk z Pulsu 2014.4.
http://www.oil.org.pl/xml/oil/oil68/gazeta/
numery/n2014/n201404/n20140416
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Geneza oraz rozwoj aptekarstwa
i przemyshu chemiczno-farmaceutycznego
na Kujawach i Pomorzu Gdanskim do 1919/20 r.

Studium wstepne

Wojciech Slusarczyk

Zaklad Historii Medycyny i Pielegniarstwa, Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Adres do korespondencji: Wojciech Slusarczyk, Zaklad Historii Medycyny i Pielegniarstwa Collegium Medicum
im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, ul. Jagielloriska 15, 85-067 Bydgoszcz,

e-mail: wojciech.slusarczyk@cm.umk.pl

The genesis and development of pharmacy and chemi-pharmaceutical
industry on Kujawy and Pomorze Gdariskie before 1919/1920. The
preliminary study The pharmacies on Kujawy and Pomorze Gdanskie
formed much earlier than the chemi - pharmaceutical factories; in 16t
century. Working in a guild system, were selling and produced not only
medicines but also spices articles and cosmetic materials. Pharmacies
were created only in big cities (a maximum of three simultaneously).
Their quantity has grown in the 19" century. Then apothecaries had

then university degree. The development of chemistry and increased
demand for medicines, led to the birth of chemi - pharmaceutical
industry. On the Kujawy and Pomorze Gdanskie the first such factories
were established in the late 19™ century. (There were four factories.) Their
production was quite varied, but preparation of medicaments was not
their primary function. They are not able to satisfy regional demand for
pharmaceuticals. This article is a preliminary study. This subject is not yet
developed.

Keywords: pharmacies, history, industry, pharmacy.
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elem niniejszego artykutu jest préba odpo-

wiedzi na pytanie, w jaki sposéb przebiega-
ly geneza oraz rozwdj aptekarstwa i przemystu
chemiczno-farmaceutycznego na terenie Kujaw
i Pomorza Gdanskiego? Obszar objety badaniami
pokrywa sie przy tym z terenem dawnego woje-
woédztwa pomorskiego w granicach z 1 kwietnia
1938 r.! Ograniczenie sie¢ do powyzszego obsza-
ru administracyjnego, mimo umownego charak-
teru, jest niezbedne miedzy innymi ze wzgledu na

koniecznos$¢ wstepnego uporzadkowania badan.
Celowo pominiety zostal przy tym Gdarisk wraz
z okolicznymi powiatami, tworzacy od 1920 r. neu-
tralne terytorium o nazwie Wolne Miasto Gdarisk?.
Powyzsze rozumienie tytulowego obszaru uzasad-
nione jest réwniez tym, Ze nie powstata dotad zad -
na monografia opisujaca dzieje aptek i zwigzanych
z nimi firm chemiczno-farmaceutycznych, funk-
cjonujacych w jego obrebie do 1919/20 r., czyli
do momentu, gdy znalazt sie on w granicach odra-
dzajacego sie wéwczas panistwa polskiego®. Arty-
kut niniejszy nie rosci sobie pretensji do wyczer-
pania podejmowanego tematu. Moze okazac sie
jednak przydatny dla badaczy, ktérzy zajma sie
nim w przysziosci.

Na samym poczatku nalezy zaznaczyé, ze
pierwsze apteki w Europie i Polsce, w tym tak-
ze na Kujawach i Pomorzu Gdanskim, powstaly
kilkaset lat wcze$niej niz chemiczno-farmaceu-
tyczne wytwornie. Natomiast zanim doszlo do
wyksztalcenia si¢ aptek, rozumianych jako stale
punkty sprzedazy i wyrobu lekéw, mianem tym
okreslano kramy (stragany) prowadzace sprze-
daz specyfikéw, takich jak: olejki, pachnidia, ma-
$ci, farby oraz korzenie. W drodze ewolucji czesé
z nich przeksztalcila sie w stale sklepy korzen-
ne, a czes¢ w state apteki publiczne?. O istnieniu
dwdch aptekarzy - kramarzy w czternastowiecz-
nym Toruniu pisze Zdzistaw Mameta. Twierdzi
ona takze, ze w 1389 r. uzyto po raz pierwszy
terminu apteker na okreslenie niejakiego Alber-
ta, jako aptekarza posiadajacego juz stala apteke.

556

Tom 70 - nri1o - 2014 - i@



g

Dowodem na to mialby by¢ fakt, ze Albert posia-
dat wlasny budynek®. Zdaniem Mamely apteka
Alberta byla pierwsza toruriska apteka w naszym
tego slowa znaczeniu. Stwierdzenie to nalezy jed-
nak traktowac z duza ostroznoscia. Nie mozemy
mie¢ bowiem pewnosci, czy wspomniany Albert
byt w rzeczywisto$ci aptekarzem, czy tez raczej
kupcem korzennym. Istniejacy juz wéwczas po-
dzial na apteki i sklepy korzenne nie byl bowiem
do konca sprecyzowany. Jak juz wspomniano,
w wyniku rozwoju miast przenosne kramy zostaty
zastapione przez stale miejsca sprzedazy, noszace
miano taberna insitoris, doprowadzilo to do wy-
odrebnienia sie specyficznego zawodu kupieckie-
go, ktérego przedstawicieli nazywano ,, korzenni-
kami” lub ,,aromatariuszami”. Mozemy przyjac,
ze na terenie Polski zawdd korzennika - aroma-
tariusza wyksztalcil sie ostatecznie w XV w. Pro-
wadzone przez nich sklepy korzenne stanowitly
grozng konkurencje dla istniejacych juz wéwczas
z rzadka aptek, albowiem asortyment towaréw
sprzedawanych w aptekach, jak i w sklepach ko-
rzennych w znacznej mierze pokrywatl sie ze sobg.
Obecnos¢ w sklepach korzennych wielu substan-
cji, traktowanych jako $rodki lecznicze, doprowa-
dzila z czasem do rozciagniecia nad nimi kontroli
panistwowej. Na terenie Polski pierwsza regulacja
tego typu zostala uchwalona na sejmie w Piotr-
kowie w 1523 r. Czytamy w niej: ,,Aby doktorzy
medycyny corocznie kontrolowali apteki i skle-
py korzenne. Poniewaz jest bardzo wielu aroma-
tariuszy, ktérzy nie majac materialéw potrzeb-
nych do lekarstw zwykli uzywac jedne zamiast
drugich albo sporzadzaja lekarstwa z materialéw
starych i zwietrzatych wskutek czego wiele ludzi
moze by¢ narazonych na niebezpieczedstwo zy-
cia: postanawiamy i zarzadzamy, aby doktorzy
medycyny w miastach, w ktérych zyja doklad-
nie kontrolowali w poszczegdlnych latach apteki
i sklepy korzenne, sami aromatariusze zobowig-
zani byli wszystko im wylozy¢ i okazac do kontroli
pod kara pozbawienia apteki (...)”. Powyzsza re-
gulacja oddzielala sklepy korzenne (aromatarie)
od aptek (apothecae). Sprawa ta wydaje sie jednak
do$¢ zagmatwana, albowiem ustawa zakladala, ze
jesli aromatariusz - korzennik nie zgadzal si¢ na
kontrole, lekarz mial prawo zarzadzi¢ zamkniecie
jego apteki (apothecae). Widzimy wiec, ze ter-
min 6w byl wéwczas bardzo pojemny. Oznaczad
mogl on apteke w naszym tego stowa rozumieniu,
ale takze i sklad - magazyn oraz sklep korzenny.
Mimo Ze dostrzegano réznice miedzy sklepem ko-
rzennym a apteka, to posiadano problemy ze $ci-
slym jej wytyczeniem, tym bardziej Ze w przedsie-
biorstwach obu typéw wytwarzano i sprzedawano
leki, ale takze i wina, przyprawy, pachnidla, tru-
cizny czy woskowe $wiece®. Prébujac wyjsé z tej
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gmatwaniny, nalezy zaznaczy¢, ze apteki z zalo-
zenia mialy wytwarzac i sprzedawac leki, za$ ar-
tykuly ,,korzenne” stanowily ich poboczna dzia-
talnos¢, chod¢ w istocie do$¢ rozwinieta z racji
matego popytu na drogie lekarstwa. Natomiast
sklepy korzenne wytwarzaly i sprzedawaty le-
karstwa, niejako przy okazji korzystajac z tego,
ze granica miedzy lekiem a przyprawa - korze-
niem byla wéwczas czesto trudna do uchwycenia’.
Wszystko to kaze podchodzi¢ z duzg ostroznoscia
do przytoczonego powyzej stwierdzenia Mamely.
Takze z terenu Bydgoszczy najwczesniejsze infor-
macje na temat aptekarsko-korzennych kraméw
pochodza z przetomu XV i XVI w.?

W literaturze przedmiotu przyjmuje sie, ze ap-
teki w naszym tego slowa znaczeniu wyodrebni-
ly sie na badanym obszarze dopiero w XVI w. Ich
wspomniana wyzej wieloprzedmiotowos¢ han-
dlowa nie odbiegala od ogélnego trendu panujace-
go w Europie. Nalezy doda¢, ze w éwczesnych ap-
tekach wykonywano réwniez (nielegalnie) proste
zabiegi medyczne, takie jak opatrywanie zranien,
nacinanie wrzodéw czy lewatywy?®.

Warunkiem do powstawania aptek byla zawsze
obecnos¢ odpowiedniej ilosci ludzi mogacych na-
bywac leki. Na badanym terenie do korica XVIII w.
byt on spelniany gléwnie w wiekszych miastach,
takich jak: Torun, Wloclawek, Bydgoszcz, Gru-
dziadz i Chojnice. Jednoczes$nie funkcjonowaly
w nich maksymalnie trzy apteki'®. W malych miej-
scowosciach apteki zaczely powstawac dopiero
gléwnie w XIX w. W tym samym czasie w duzych
miastach nastapil wzrost liczby aptek. Byl to efekt
zwiekszenia sie liczby ludnosci Kujaw i Pomorza
Gdanskiego, a zarazem przejaw postepu cywili-
zacyjnego. Na terenie zaboru pruskiego wprowa-
dzono w tym czasie system ubezpieczeri spolecz-
nych. Mozliwo$¢ uzyskania czesciowej odplatnosci
za leki spowodowala, Ze staly sie one dostepniejsze
dla ogétu ludnosci''. Nalezy przy tym zaznaczyd,
ze do 1. pol. XIX w. apteki otwierano wylacznie
na podstawie przywilejéw nadawanych przez ak-
tualnie panujacych wladcéw. Mogty by¢ one dzie-
dziczone lub sprzedawane wraz z apteka. W celu
ograniczenia owego procederu wprowadzono sys-
tem koncesji. Na terenie zaboru pruskiego koncesje
wydawaly wiladze rejencji. Podobne rozwigzanie
funkcjonowato réwniez w zaborze rosyjskim. Pro-
wadzenie apteki bylo wiec w omawianym okresie
zajeciem czesciowo reglamentowanym!'?. Wzrost
liczby aptek ilustruja tabele 11 2.

W XVI w. aptekarze na Kujawach i Pomorzu
Gdarnskim stanowili juz wyodrebniona, cho¢ nie-
liczna grupe zawodowa. Nie stworzyli nigdy wla-
snego cechu. Nalezeli jednak do cechéw lacza-
cych rézne profesje. W XVIII w. zaczeli uwalniaé
sie stopniowo od krepujacych zasad cechowych'®.
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Tabela 1. Liczba aptek w wiekszych miastach Kujaw i Pomorza Gdariskiego,
od XVIw.do1919/20r.

Liczba aptek

XX w. do 1919/20 r.

Bydgoszcz 1 1 2 5 6
Chojnice - - 2 2 2
Grudzigdz 1? 1 2? 4 5
Torun 3 3 3 5 5
Wioctawek 2? 2? 1 2 5

Zrédto: Korpalska W. K.: Szes¢ wiekow opieki zdrowotnej w Bydgoszczy, Od mitosiernych uczynkow
do instytucji zdrowia publicznego. Wyd. 1. Torun: Wydawnictwo Naukowe UMK w Toruniu, 2008,

s. 77-84, 175-178; Pron S.: Musaeum Poloniae Pharmaceuticum. Wyd. 1. Warszawa: PZWL, 1967,

s. 538; Kostrzenski L.: Materjaty do historji aptek wielkopolskich. Wyd. 1. Warszawa: Naktadem Mag.
Farm. Fr. Heroda, 1936, t. 2, 5. 31-32, 60-61; Wodyriski B., Wachulec B., $Iusarczyk W.: Apteka ,,Pod
Ztotym Ortem” w Bydgoszczy. Wyd. 1. £6dz: Wydawnictwo Bez Recepty, 2008, s. 29-39, 37; Mameta
Z.: Siedem wiekow aptekarstwa toruriskiego Wyd. 1. Toruri: Regionalny Osrodek Studiéw i Ochrony
Srodowiska Kulturowego w Toruniu, 1997, . 29, 95; Karczewski Z., Kubiak W.: Dzieje Whoctawka. Wyd.
1. Bydgoszcz: Kujawsko Pomorskie Towarzystwo Kulturalne, 1971, s. 16; Siedlecki B.: Dzieje Aptek
Grudziadzkich (1603-1982) Rocznik Grudziadzki, 1992, t. 10, s. 8, 10, 11, 22-23, 33, 35; Gawlowska
A.: Powstanie i rozwdj aptekarstwa we Wioctawku do roku 1939, Praca magisterska napisana

w Pracowni Historii Farmacji i Muzeum Katedry Historii Medycyny i Farmacji Akademii Medycznej
w todzi, £6dz 1997 (maszynopis), s. 10-11, 14-15, 35.

Tabela 2. Tempo wzrostu liczby aptek we wszystkich miastach Kujaw
i Pomorza Gdarnskiego (tylko teren zaboru pruskiego?) od XVII w. do
1919/20r.

Liczba aptek powstalych w okresie

od XVIl w. do 1811r. od 1811 r. do 1894r.

17 49 14

Zrédto: Archiwum Paristwowe w Bydgoszczy (dalej APB), Urzad Wojewddzki Pomorski (dalej UWP)
w Toruniu, sygn. 1240, APB, UNP w Toruniu, sygn. 12145; Kostrzeniski L.: Materjaty do historji aptek
wielkopolskich. Wyd. 1. Warszawa: Naktadem Mag. Farm. Fr. Heroda, 1936, 2, s. 60, 68.

Egzaminy zawodowe zaczely by¢ wéwcezas prze-
prowadzane przez ograny szkolnictwa wyzszego.
W XVIII i XIX w. doszlo do wyksztalcenia sie far-
macji, jako osobnej nauki. Pruscy aptekarze - far-
maceuci zdobywali wyksztalcenie w dwojaki spo-
séb. Pierwszy z nich polegal na odbyciu praktyki
aptecznej, a nastepnie zdaniu egzaminu przed spe-
cjalng komisja, powolana przez kolegium medyczne
urzedujace w stolicy prowincji. Drugi sposéb prze-
widywal odbycie studiéw na powstajacych wydzia-
fach i uczelniach farmaceutycznych. Dzieki pierw-
szemu rozwigzaniu uzyskiwano tytutu aptekarza II
klasy. Droga akademicka dawala za$ tytul apteka-
rza I klasy. Aptekarze I klasy mogli otwierac apteki
w wiekszych miastach. Dla reszty pozostawala wy-
lacznie prowincja. W 1854 r. zlikwidowano podzial
na klasy, wprowadzajgc obowigzek ukonczenia
studiéw wyzszych'4. Z kolei na terenie pokongre-
sowego Krélestwa Polskiego, zgodnie z wytycz-
nymi ustawy dla farmaceutéw i aptek z 1844 r.,
w celu uzyskania wyzszego wyksztalcenia farma-
ceutycznego nalezalo zdoby¢ wezesniej tytut po-
mocnika aptekarskiego, a nastepnie, po przepra-
cowaniu od trzech lub czterech lat w aptece, odby¢

dwuletnie studia uniwersyteckie, zakoniczone eg-
zaminem. Jego wynik decydowat o otrzymaniu ty-
tulu prowizora farmacji I lub II klasy. Najwyzszy
stopient zawodowy, czyli tytulu aptekarza's, pro-
wizor moégt otrzymac po dwdéch lub trzech latach
pracy na tym stanowisku oraz po zdaniu kolejnych
egzaminéw. Podobnie i w tym przypadku wynik
egzaminu decydowat o otrzymaniu tytutu apteka-
rza Ilub I klasy. Tak samo jak w zaborze pruskim,
I klasa pozwalala na prowadzenie apteki w miescie
duzym. Posiadacze II klasy mogli zas funkcjonowac
jedynie na prowincji®.

Gléwnym Zrédlem zaopatrzenia ludnosci
w $rodki lecznicze do 2. pol. XIX w. byly apte-
ki, ktére przygotowywaly je we wlasnych labora-
toriach. W kazdej z nich suszono ziola lecznicze,
sporzadzano preparaty galenowe, wytwarzano
proste chemikalia lecznicze, a takze leki pocho-
dzenia mineralnego i zwierzecego. W wiekszych
aptekach produkowano tez kosmetyki, takie jak
pachnidla i mydla'”. Bedacy efektem rewolucji
przemystowej wzrost liczby mieszkaricéw miast
spowodowat jednak, ze male laboratoria aptecz-
ne nie byly w stanie sprosta¢ zwiekszonemu za-
potrzebowaniu na lekarstwa. W zwiazku z tym
w Europie powstala koncepcja masowej produk-
cji lekow's. Mogla sie ona rozwijac takze dzieki
stworzeniu w polowie XIX w. pierwszych lekéw
syntetycznych'®. Rozwdj przemystu chemiczno-
-farmaceutycznego, przede wszystkim we Fran-
cjiiw Niemczech, przyczynil sie do stopniowego
ograniczenia dotychczasowych rozmiaréw prac
w laboratoriach aptecznych; najpierw w dziedzi-
nie surowcéw mineralnych (nieorganicznych),
a na przetomie XIX i XX w. takze w innych dzie-
dzinach. Apteki z kolei do wyrobu lekarstw za-
czely uzywad coraz czedciej surowcow wytwo-
rzonych uprzednio w fabrykach. Pierwsza fabryka
chemiczng na ziemiach polskich, ktérej produk-
ty znalazly sie w aptekach byla Fabryka Plodéw
Chemicznych w Warszawie, zalozona w 1823 r.
przez Ludwika Hirschmanna i Jana Chryzostoma
Kijewskiego®°.

Na terenie Kujaw i Pomorza Gdanskiego przed
I wojna $wiatowa przemyst chemiczno-farma-
ceutyczny nie odgrywal waznej roli*'. W 1920 r.
Wojewd6dzki Urzad Zdrowia (dalej WUZ) w To-
runiu stwierdzil, ze ,,W Poznaniskiem widzimy
dopiero zaczatki tak waznego przemyslhu. (...)
Jedyna fabryka na Pomorzu istniejaca jest w re-
kach zyda, lecz wyrabia ona tylko mascie*.”
Cytat 6w jest bardzo wymowny. Faktycznie
zdecydowana wiekszo$¢ wytwdérni chemiczno-
-farmaceutycznych na badanym terenie powsta-
ta dopiero w latach dwudziestych i trzydziestych
XX w.? Przytoczona powyzej opinia byla jednak
nieco przesadzona. W rzeczywistosci na Kujawach
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i Pomorzu Gdariskim przed 1919/20 r. funkcjo-

nowaly cztery wytwodrnie chemiczno-farmaceu-

tyczne. Byly to:

- Zaklady Chemiczne ,Ergasta” w Starogardzie,
powstale w1894 r.>

- Fabryka Artykuléw Leczniczych i Chemicz-
nych Dr Behring i Ska w Bydgoszczy, powstata
w1895r.%

- Firma Wiadystawa Kurderskiego w tabiszynie,
powstala w 1895 r.2¢

- Fabryczne Zaklady ,,Euskol” w Labiszynie, po-

wstale przed 1919/20 r.%”

Zaklady Chemiczne , Ergasta” w Starogardzie nie
nalezaly do Zyda. Firma ta byla wlasnoscia jej zalo-
zyciela - polskiego dziatacza spolecznego, Czesta-
wa Nagorskiego?®. Twércami i wlascicielami Fabryki
Artykuléw Leczniczych i Chemicznych Dr Behring
i Ska byli za$ dr Gutzeit i niejaki Braun®. Nie wie-
my jednak nic o Wiadystawie Kurderskim. Nie zna-
my tez wiasciciela Fabrycznych Zaktadéw ,,Euskol”.
Firmy te nie stanowily dla siebie konkurencji. Posia-
daly bowiem rézne oferty. ,Ergasta” produkowata
mydla, blyszcz do metali, srodki do pieczenia oraz
$rodki farmaceutyczne®. Firma Dr Behring i Ska
wytwarzala plastry i opaski lecznicze®!. Fabryczne
Zaklady ,,Euskol” w Labiszynie produkowaly z ko-
lei brykiety kadzidlane stuzace do dezynfekcji po-
wietrza oraz leczenia drég oddechowych®. Z po-
wodu braku Zrédet nie znamy niestety oferty firmy
Wiadystawa Kurderskiego w Labiszynie.

Przystepujac do poglebionych badan nad dzie-
jami aptekarstwa i przemystu chemiczno-far-
maceutycznego na Kujawach i Pomorzu Gdan-
skim, ktérych cezure koricowa stanowi przelom
191911920 r., musimy pamietac o tym, ze apteki
na badanym terenie (podobnie jak na swiecie) po-
jawily sie zdecydowanie wczesniej niz wytwornie.
Wyksztalcily sie one bowiem juz w XVI w. Dzialajac
w systemie cechowym, sprzedawaly i wytwarza-
ty nie tylko lekarstwa, lecz takze artykuly korzen-
no-drogeryjne. Apteki otwierano jedynie w naj-
wigkszych miastach. W jednym osrodku miejskim
dzialaly wéwczas maksymalnie trzy apteki. Wyraz-
ny wzrost ich liczby nastapit w XIX w. Dzieki roz-
wojowi nauki prowadzacy je aptekarze byli czesto
juz wéwczas farmaceutami, posiadajgcymi dwulet-
nie wyksztalcenie uniwersyteckie. Rozwdj chemii,
a takze wzrost zapotrzebowania na lekarstwa, kt6-
re nastapily w XIX w., daly poczatek przemyslowi
chemiczno-farmaceutycznemu. Na badanym tere-
nie pierwsze wytwornie tego typu powstaly dopie-
ro pod koniec XIX w. Wstepne kwerendy pozwoli-
ty ustali¢, ze do 1919/20 r. istnialy zaledwie cztery
takie firmy. Ich produkcja byta dos¢ zréznicowa-
na. Wytwarzanie lekéw nie byto jednak nigdy pod-
stawa ich dzialalno$ci. Na przyklad w przypadku
Zakladow Chemicznych , Ergasta” w Starogardzie
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farmaceutyki stanowily tylko czwartg czes¢ wytwa-
rzanego asortymentu. Wytwdrnie te bez watpienia
nie zaspokajaty nawet regionalnego zapotrzebowa-
nia na $rodki lecznicze. W zwiazku z tym badane
apteki wytwarzaly je samodzielnie lub zaopatrywaly
sie w nie w wytwdrniach spoza regionu.

Otrzymano: 2014.08.05 - Zaakceptowano: 2014.08.17

Przypisy

1. W dniu 1 kwietnia 1938 r., na mocy ustawy z dnia 12 czerwca
1937 r., do wojewodztwa pomorskiego przylaczono czes¢ powia-
téw wojewddztwa poznanskiego: bydgoski, bydgoski miejski, ino-
wroclawski, inowroclawski miejski, szubiriski oraz czesé¢ powia-
tu mogileriskiego, a takze powiaty: nieszawski, rypirski, lipnowski
i wloclawski, nalezace wezesniej do wojewddztwa warszawskiego.
Z wojewddztwa pomorskiego wylaczono wowezas powiat dziatdow -
ski, ktory wszedt w sklad wojewodztwa warszawskiego, Mielcarek J:
Podzialy terytorialno-administracyjne Il Rzeczypospolitej w zakresie
administracji zespolonej. Wyd. 1. Warszawa: Wydawnictwo Neriton,
2008: 59.

. W sktad Wolnego Miasta Gdariska wchodzily powiaty miejskie:
Gdanisk i Sopot oraz wiejskie: Gdarisk - Niziny, Gdarisk - Wyzyny
oraz Wielkie Zulawy., Davies N.: Boze igrzysko. Historia Polski. Wyd.
1. thum. Tabakowska E., Krakéw: Wydawnictwo Znak, 1993, 2: 497.

. Dzieje aptek gdariskich w okresie od 1399 r. do 1939 r. zostaly opra-
cowane przez Aleksandra Drygasa., Drygas A.: Aptekarstwo Gdari-
skie, 1399-1939, Wyd. 1. Wroclaw, Gdarisk: Ossolineum, 1983.
Dzieje aptekarstwa i przemystu chemiczno-farmaceutycznego na
tytulowym obszarze w latach 1919/20-1951 opisal autor niniejsze-
go artykulu w swej pracy doktorskiej., Slusarczyk W.: Dzieje apte-
karstwa i przemystu chemiczno - farmaceutycznego na terenie Ku-
jaw i Pomorza Gdariskiego w latach 1919/20-1951. Praca doktorska
napisana pod kierunkiem prof. W. Jastrzebskiego w Instytucie Histo-
rii i Stosunkéw Miedzynarodowych Uniwersytetu Kazimierza Wiel-
kiego w Bydgoszczy, Bydgoszez 2010 (dostepna w formie maszyno-
pisu). Temat genezy i rozwoju aptekarstwa na Kujawach i Pomorzu
Gdariskim do 1919/20 r. zostal czesciowo opisany przez Leonarda
Kostrzeriskiego i Hansheinricha Trunza. Ich prace, choé bardzo cen-
ne, posiadaja jednak stricte kronikarski charakter., Kostrzeriski L.:
Materjaly do historji aptek wielkopolskich. Wyd. 1. Warszawa: Nakta-
dem Mag. Farm. Fr. Heroda, 1936, 2; Trunz H.: Apotheker und Apo-
theken in Ost - und Westpreussen 1397-1945. Wyd. 1. Hamburg:
Selbstverlag Verein fiir Familienforschung in Ost- und Westpreussen,
1992, t. 1; Idem, Apotheker und Apotheken in Ost - und Westpreus-
sen 1397-1945. Wyd. 1. Hamburg: Selbstverlag Verein fiir Familien-
forschung in Ost- und Westpreussen,1996, 2. Autorzy pozostalych
prac skupiali si¢ na dziejach aptek w wybranym miescie lub nawet na
przeszlosci jednej, wybranej apteki., Por. Mamela Z.: Siedem wiekow
aptekarstwa torunskiego. Wyd. 1. Toruri: Regionalny Osrodek Stu-
diéw i Ochrony Srodowiska Kulturowego w Toruniu, 1997; Drygas
A.: Apteka ,,Pod Zlotym Lwem” w Toruniu. Wyd. 1. L6édz: Wydaw-
nictwo Bez Recepty, 2006. Zaden z nich nie podjal jednak nigdy te-
matu wytwérni chemiczno-farmaceutycznych.

. Hunter Z.: Z dziejéw handlu drogeryjnego. Wyd. 1. Warszawa: Biuro
Wydawnicze ,,Chemia”, 1972:s. 8-12.

. Mamela Z.: op. cit., s. 18.

. W aptekach poza lekami sprzedawano takze alkohol, wosk, papier,
siarke, proch strzelniczy, mydlo, a takze sukna i skéry., Korpalska
W. K.: Farmacja i farmaceuci w rejencji bydgoskiej pod zaborem pru-
skim, W: Urbanek B. Zawdd farmaceuty na ziemiach polskich w XIX
i XX wieku. Wyd. 1. Warszawa-Katowice: IHN PAN, 2006: 16.

. Hunter Z.: op. cit.,s. 9-12, 15.

. Korpalska W. K.: Farmacja... , s. 16.

. Ibidem, s. 16.

10. Siedlecki B.: Dzieje Aptek Grudzigdzkich (1603-1982). Rocznik Gru-

dziadzki, 1992, 10: 7.

11. Korpalska W. K.: Farmacja..., s. 29.

12. Wiecej o systemie koncesyjnym w: Drygas A.: Ksztaltowanie si¢ pod-
staw prawnych aptekarstwa w przekroju dziejowym. Studia nad pod-
stawowymi Zrédtami do dziejow farmacji europejskiej i polskiej. Wyd.
1. Gdarnisk: Akademia Medyczna w Gdarnisku, 1995, 2: 18.

13. Korpalska W. K.: Szes¢ wiekéw opieki zdrowotnej w Bydgoszczy, Od
milosiernych uczynkow do instytucji zdrowia publicznego. Wyd. 1.
Toruri: Wydawnictwo Naukowe UMK w Toruniu, 2008: 228.

14. Eadem, Farmacja..., s. 16, 24.
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15. Posrdd farmaceutéw dziatajacych na badanym terenie, ktorzy zdobyli
wyksztalcenie na terenie zaboru rosyjskiego, znajduja sie wylacznie
prowizorzy. Polskie Zrédta z okresu miedzywojennego nie uwzgled-
niajg ponadto podziatu na prowizoréw I lub II klasy. Byli oni bowiem
woéwczas wszyscy réwni rangg aptekarzom aprobowanym oraz ma-
gistrom farmacji.

. Wieckowska E.: Pracownicy apteczni w Krolestwie Polskim na prze-
tomie XIX i XX wieku. W: Urbanek B.: op. cit., s. 105-116.

. Kikta T.: Przemysl farmaceutyczny w Polsce (1823-1939). Wyd. 2.
Warszawa: Wydawnictwo Opolgraf S.A., 2007, s. 15.

. Drygas A.: Jak ,,rodzit sie” i narodzit przemyst farmaceutyczny? Apo-
thecaria Bydgostiana. Studia z Dziejéw Farmacji i Medycyny, 2006,
2:54.

19. Idem: Rozwdj nauki o leku i jego wplyw na rozwdj terapii. W: Brze-
ziniski T. Historia medycyny. Wyd. 3. Warszawa: Wydawnictwo Le-
karskie PZWL, 2000: 361-365.

20. Kikta T.: op. cit., s. 15-16.

21. Werner S., Przemyst na Pomorzu i jego przysztosé. Wyd. 1. Poznari:
Wydawnictwo Fischer i Majewski, 1935, s. 150; Kamosinski S.:
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22.

23.

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

31

Przemiany w strukturze przemystu wielkopolskiego w latach 1919
1939. Wyd. 1. Poznari: Wydawnictwo Poznariskie, 2008: 28.
Archiwum Paristwowe w Bydgoszczy, Urzad Wojewodzki Pomorski
w Toruniu, sygn. 12119.

Kikta T.: op. cit., s. 300-303, 305, 307-310, 314, 316, 319, 321,
324,329, 331-341, 347; Por. Slusarczyk W., Przemyst chemiczno-
-farmaceutyczny w Bydgoszezy w latach 1920-1951. Kwartalnik Hi-
storii Kultury Materialnej, nr 3/2012,s. 489-495.

Kikta T.: op. cit., s. 308.

Ibidem, s. 302.

Ibidem , s. 323.

Fabryka Euskolu w Labiszynie, Poznan 1920, s. 2.

Kikta T.: op. cit., s. 150.

Ibidem, s. 129.

Ibidem, s. 150.

. Ibidem, s. 129.
32.
33.

Fabryka...., s. 3.
Nie posiadamy niestety tak doktadnych danych odnoszacych sie do
terenu zaboru rosyjskiego.
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Program wykladow z chemii fizyczne;j
(farmacji fizycznej) dla studentéw 2. roku farmacji
jako wynik 34-letniej praktyki

Tadeusz Wiladyslaw Hermann
Katedra Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Adres do korespondencji: Tadeusz Wiadystaw Hermann, emerytowany kierownik Katedry i Zakladu Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki
w latach 1980-2007, Uniwersytet im. Karola Marcinkowskiego, ul. Swiecickiego 6, 60-780 Poznan, email: hermann@ump.edu.pl

klady z chemii fizycznej nie moga przekra-

cza¢ 30 godzin. Nieuwzglednione w wykta-
dach, wazne dla studentéw farmacji, tematy moga
byc¢ ujete w 15 godzinach seminariéw. Nie przed-
stawiam tutaj tematyki seminariéw, ktéra w Po-
znaniu opierala sie na programie krakowskim, nie-
zapomnianego mistrza, takze mojego idola i kolegi,
prof. dr Adama Danka, autora najlepszego podrecz-
nika chemii fizycznej dla studentéw farmacji, ktéry
osiagnal 5 wydan (1982).

Podaje tutaj program wyktadéw z chemii fi-
zycznej, ktory jest moim wiasnym opracowaniem.
Prowadzitem wyklady z chemii fizycznej na po-
znanskim wydziale farmaceutycznym w latach
1980-2007, ktére kontynuuje w jezyku angiel-
skim, od roku 2005 do chwili obecnej dla studen-
tow angielskojezycznych.

Chemia fizyczna i/lub farmacja fizyczna zajmu-
je sie zastosowaniem metod fizycznych do badania
ukladéw chemicznych (farmaceutycznych). Ukla-
dy te moga by¢ badane mikroskopowo lub ma-
kroskopowo. Mikroskopowy punkt widzenia do-
tyczy zastosowania pojecia czasteczek (molekul).
Makroskopowe podejscie do globalnych wiasci-
wosci materii (np. objetosei, cisnienia, skladu) nie
uwzglednia interpretacji zjawisk na poziomie wy-
facznie molekularnym. Chemie fizyczna mozna po-
dzieli¢ na cztery gléwne dzialy: termodynamike,
chemie kwantowa, mechanike statystyczna i ki-
netyke.

Termodynamika w moich wyktadach jest po-
traktowana jako nauka makroskopowa, ktéra bada
zaleznosci miedzy réznymi wlasciwosciami réow-
nowagowymi ukladu z uwzglednieniem przede
wszystkim efektéw cieplnych.

Tematyka termodynamiki dla studentéw farma-
¢ji jest nastepujgca:
1. Termodynamika
1.1. Podstawowe pojecia termodynamiczne
1.2. Pierwsza zasada termodynamiki
1.2.1. Pracaicieplo
1.2.2. Energia wewnetrzna i entalpia
1.2.3. Pojemnos¢ cieplna
1.2.4. Entalpia reakeji chemicznej
1.2.5. Zmiana entalpii wraz z temperatu-
ra, prawa Kirchhoffa
1.3. Druga zasada termodynamiki
1.4. Trzecia zasada termodynamiki
1.5. Entalpia swobodna
1.4.1. Entalpiaswobodnareakcjichemicznej
1.4.2. Zmiana entalpii swobodnej wraz ze
sktadem ukladu
1.5. Definicja i wlasciwosci stalej réwnowagi
reakeji
1.6. Zalezno$c statej rownowagi od warunkow
1.6.1. Wplyw temperatury
1.6.2. Wplyw ci$nienia
1.7. Potencjat chemiczny
1.7.1. Potencjal chemiczny gazéw
Zastosowanie mechaniki kwantowej do budo-
wy atoméw, wigzar atomowych i spektroskopii jest
przedmiotem chemii kwantowej. Chemia kwanto-
wa nie jest tematem moich wykladéw, poniewaz
studenci moga zapoznad sie z tymi zagadnienia-
mi podczas zajec z chemii ogélnej i nieorganicznej,
na ktére program przewiduje wiecej godzin. Wy-
jatkiem jest spektroskopia, ktéra nalezy do moje-
go kursu.
Mechanika statystyczna daje wglad w wyjasnie-
nie zasad termodynamiki i pozwala na obliczenie
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makroskopowych wlasciwosci termodynamicznych
z wlasciwosci molekularnych sktadnikow uktadu. Ta
wiedza jest zbyt specjalistyczna i nie powinna by¢
wymagana od przecietnego farmaceuty i dlatego nie
stanowi tematu moich wykladéw.

Natomiast kinetyka jest podstawowa galezia wie-
dzy farmaceuty. Wykiadam ja na podstawie zagad-
nienia trwalosci lek6w i los6w lek6w w ustroju (far-
makokinetyki).

Tematyka kinetyKki jest nastepujaca:

1. Kinetyka chemiczna i farmakokinetyka

2.1. Kinetyka chemiczna
2.1.1. Szybkosé reakeji (procesu)
2.1.2. Kinetyka zerowego rzedu
2.1.3. Kinetyka pierwszego rzedu
2.1.4. Kinetyka drugiego rzedu
2.1.5. Wplyw temperatury na szybkos¢ re-
akcji
2.2. Elementy farmakokinetyki
2.2.1. Definicja kompartmentu i modele
farmakokinetyczne
2.2.2. Farmakokinetyka jednorazowej
dawki
2.2.2.1. Otwarty model jednokom-
partmentowy
2.2.2.1.1. Szybka jednorazowa
dawka dozylna
2.2.2.1.1.1. Stezenie leku we
krwi jako funkcja
czasu
2.2.2.1.1.2. Ilo$¢leku wyelimi-
nowana z moczem
jako funkcja czasu
2.2.2.1.2. Jednorazowa dawka po-
zanaczyniowa
2.2.2.1.2.1. Stezenie leku we
krwi jako funkcja
czasu
2.2.2.1.2.2. Ilo$¢leku wyelimi-
nowana z moczem
jako funkcja czasu

2.3. Mechanizm reakcji enzymatycznych Mi-

chaelisa-Menten

Trzeci i ostatni rozdzial moich wykladéw to
spektroskopia, ktérych program jest nastepujacy:
3. Przejscia elektronowe i fotochemia

3.1. Widma widzialne (VIS) i nadfioletowe (UV)

3.1.1. Charakterystyczne rodzaje przejsc
elektronowych

3.1.2. Rola absorpcji $wiatla w procesie
widzenia

3.2. Wyprowadzenie prawa Beera-Lamberta

3.3. Skrecalnos¢ wlasciwa i dichroizm kolowy

3.4. Widma emisyjne

3.4.1. Fluorescencja
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Rozmowa z mgr. inz. Zdzislawem Mroczkiem -

bylym, wieloletnim dyrektorem
ds. produkcji i rozwoju w Polfie Warszawa

Maja Szczepariska, Marzena Szczuciniska

Studenckie Koto Naukowe ISPE, Katedra i Zaktad Farmacji Stosowanej, Gdaniski Uniwersytet Medyczny

(opiekun kota: prof. Malgorzata Sznitowska)

Prosze nam powiedziec jak sie zaczela Pana

przygoda z przemyslem farmaceutycznym?

Prace w przemysle farmaceutycznym rozpocza-
fem w 1968 r., czyli prawie 50 lat temu, w War-
szawskich Zakladach Farmaceutycznych. Z wy-
ksztalcenia jestem mgr. inz. chemii ze specjalno$cia
technologia srodkéw leczniczych. Specjalno$¢ wiec
mialem dostosowana do tego zawodu. Zaczalem
prace jako tzw. ,mistrz” (nadzorca) robotnikéw
na syntezie substancji czynnych. Wéwczas w tym
dziale syntetyzowanych byto kilkanascie prepara-
téw, na rézna skale. Po dwdch latach zostalem prze-
niesiony do laboratorium badawczego. W tamtych
czasach praca na produkeji to bylo pewnego rodza-
juwyrdznienie, natomiast laboratorium to bylo cos
mniej ambitnego. Po jakims czasie, z réznych przy-
czyn, m.in. natury politycznej, musialem zmienié¢
prace, ale wrécilem do przemystu farmaceutyczne-
go mniej wiecej po polowie roku. Jaki$ czas praco-
walem w przedsiebiorstwie doswiadczalnym, kté-
re miedcilo sie na ulicy Barskiej, obecnie jest tam
zaklad badawczy Warszawskich Zakladéw Farma-
ceutycznych. W 1974 r. przedsigbiorstwo to potg-
czylo sie z Warszawskimi Zakladami, a ja zostalem
tam najpierw zastepca kierownika, a potem szefem
Zakladu Badawczo-Wdrozeniowego. W zakladzie
tym pracowalem do 1985 r. i w tymze roku zosta-
fem powolany na stanowisko zastepcy dyrektora,
a potem dyrektora ds. produkeji i rozwoju w War-
szawskich Zakladach Farmaceutycznych. Na tym
stanowisku pracowalem do czasu odej$cia na eme-
ryture, tzn. do korica 2002 r. Nastepnie przez ja-
ki$ czas bylem doradca w spolce Sanfarm (powo-
lanej przez Warszawska Polfe), a w 2004 r., kiedy
wygasla umowa o zakazie konkurencji, zostalem
zatrudniony w charakterze konsultanta w firmie
M + W Process Industries mieszczacej sie w Gdan-
sku. Firma zajmuje si¢ projektowaniem instalacji
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wytwoérni w obszarze life-science. Pracuje tam do
dzis jako konsultant przy projektach farmaceutycz-
nych, wiekszo$¢ uwag i opinii zalatwiam za posred-
nictwem telefonu lub internetu.

Jak przed transformacja ustrojowa
przebiegal w Polsce proces rejestraciji
lekéw?

Nie jestem tego pewien, ale to byl chyba system
narzucony przez Rade Wzajemnej Pomocy Gospo-
darczej i wynikal z Ustawy o $rodkach farmaceu-
tycznych i aptekach z 1951 r. Wymogi dotyczace
produktéw leczniczych przy rejestracji byly chyba
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ustalane w kazdym panstwie oddzielnie. W Pol-
sce zajmowalo sie tym oczywiscie Ministerstwo
Zdrowia, przy pomocy Komisji Rejestracji Lekéw,
jako instytucji opiniodawczej, oraz Instytutu Le-
kow. Wowezas wszystkie zaklady przemystu far-
maceutycznego w Polsce byly paristwowe. Bylo
ich 15 i tworzyly Zjednoczenie Polfa. Przy czym
14 z nich produkowalo leki, a 1 opakowania do le-
kéw (w Boleslawcu). Wniosek na rejestracje le-
kow skladalo sie w organizacji, tzn. do ,,Zjedno-
czenia”, ktére miato bardzo duze uprawnienia.
,Zjednoczenie” moglo ingerowac w zakladzie wla-
$ciwie we wszystko. Na przyklad moglo podejmo-
waé decyzje o przeniesieniu produkeji z jednego
zakladu do drugiego. Dokumentacja rejestracyjna
skladata sie praktycznie rzecz biorac z informacji
o skladzie tego produktu i wymagan jako$ciowych
okreslanych na podstawie Farmakopei Polskie;j.
Nie bylo wiec szczegdélnych badan i wymagan, je-
$li chodzi np. o badania kliniczne. Zgodnie z usta-
wami z 1987 r. oraz z 1991 r. do rejestracji nale-
zalo przedstawi¢ wyniki badan laboratoryjnych
oraz ,w razie potrzeby” - klinicznych, a warto
dodaéd, ze do polowy lat dziewieddziesiatych ta-
kie potrzeby pojawialy sie dos¢ rzadko przy reje-
stracji w kraju. Wobec tego dokumentacje nie za-
wieraly czesto danych o badaniach réwnowaznosci
biologicznej. Wszystkie dokumenty skiadalo sie do
zjednoczenia i to ono juz dalej pertraktowalo z Mi-
nisterstwem Zdrowia o wpisanie produktu do reje-
stru. Istniat taki akt prawny, ktérego poczatki bio-
ra sie jeszcze od prezydenta Ignacego Moscickiego.
To on wprowadzit ten system chyba w 1937 r., je-
$li mnie pamied nie myli. Byl to mianowicie Urze-
dowy Spis Lekéw, ktéry ukazywal sie w Dzienni-
ku Ustaw raz do roku, a w nim wpisany byl kazdy
produkt leczniczy - wéwcezas ,Srodek farmaceu-
tyczny”. Na marginesie, istnieje nawet dos¢ za-
bawna historia dotyczaca terminu ,,$rodki farma-
ceutyczne” stosowanego w aktach prawnych do
2001 r. Podczas dyskusji dotyczacej zmiany Pra-
wa farmaceutycznego pamietam, ze padlo to py-
tanie: ,,Skad sie wziela ta nazwa - $rodki farma-
ceutyczne?”. Wiec ja, uczestniczac w spotkaniu,
powiedzialem, ze wziela sie z rosyjskiego ,,farma-
cewticzeskije sriedstwa”. Wtedy natychmiast na-
zwe te zmieniono i od tego momentu byly juz ,,pro-
dukty lecznicze”, co moim zdaniem takze nie jest
najszczesliwszym rozwigzaniem, poniewaz to po-
winno sie nazywac po prostu ,leki”. Ale w jezyku
angielskim uzywa sie ,,medicinal products”, wiec
zostalo takie thumaczenie.

Urzedowy spis lekéw w 1938 r. zawieral
ok. 400 pozycji, wiec prosze sobie wyobrazic, jak
to wyglada w stosunku do dzisiejszych czaséw. Nie
wiem, ile lekéw zarejestrowano obecnie w Polsce,
ale w Niemczech przed wejsciem obecnej dyrektywy
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bylo zarejestrowanych 80 tysiecy produktéw. W la-
tach 80. XX w. postanowiono zmieni¢ Prawo far-
maceutyczne, doprowadzajac je do wiekszej sp6j-
nosci z tym co dzialo sie na Zachodzie. Pamietam,
ze w tym czasie, a moze nawet jeszcze troche wcze-
$niej, odbyly sie miedzynarodowe dzialania, skut-
kujace przystapieniem Polski w charakterze ob-
serwatora do PIC - Pharmaceutical Inspection
Convention. Organizacja ta, istniejaca do dzis, gro-
madzi inspektoréw farmaceutycznych. Ta konwen-
cja p6zniej czesciowo sie przeksztaleila (obecnie jest
to PIC/S - Pharmaceutical Inspection Convention
Scheme), a na jej szkielecie powstal dyrektoriat ds.
jakosci lekow (EDQM), ktéry wydaje Farmakopee
Europejska. PIC/S obecnie sporo publikuje i s to
zawsze bardzo szczegélowe informacje dotyczace
np. przeprowadzenia inspekcji izolatora, wytwdérni
gazéw medycznych itp. Mniej wiecej w tym samym
czasie zaczely sie ukazywac juz ogélnoeuropejskie
przepisy GMP. Pamietam, ze dostalem kopie - eg-
zemplarz zrobiony na powielaczu (,,przodek” kse-
rokopiarki). Dokument byl nawet trudny do prze-
czytania, bo odbitka byla slabszej jakosci. Wtedy to
po raz pierwszy w zyciu zobaczylem przepisy GMP,
troche rézniace sie od tych obecnych.

Poza wymaganiami jakos$ci, skutecznodci i bez-
pieczeristwa oraz zasadami GMP istnialy jeszcze
dwa czynniki ograniczajace mozliwo$¢ rejestracii:
tzw. Data Exclusivity i przepisy prawa patentowe-
go. Data Exclusivity obecnie oznacza, Ze lek gene-
ryczny moze by¢ zarejestrowany dopiero w 8 lat po
pierwszej rejestracji leku referencyjnego, a wpro-
wadzony na rynek najwczesniej po 10 latach. Wte-
dy w Polsce byl taki przepis, ktéry méwil, ze mu-
sza uplynac 3 lata od zarejestrowania w kraju leku
oryginalnego, aby mozna bylo zarejestrowac gene-
ryk. Ale to nie bylo ttumaczone wzgledami ochro-
ny wlasnosci intelektualnej, lecz bylo motywowane
tym, ze musi uplynad jakis czas, bysmy byli prze-
konani, ze lek w ogdle warto ,,powiela¢”, naslado-
wad. Ten 3-letni okres przetrwal w naszym kraju
bardzo dlugo, bo praktycznie do wstapienia do UE,
czylido 2004 r.

Gdyby mégl nam Pan jeszcze bardziej

przyblizy¢ kwestie Prawa patentowego

i Prawa farmaceutycznego w szerokim

pojeciu, jak przedstawialo si¢ ono

w tamtych czasach?

W Polsce wéwczas obowigzywalo takie samo
Prawo patentowe jak w Zwigzku Radzieckim.
Chroniona byla tylko metoda wytwarzania, a nie
sam produkt. Czyli nie mozna bylo opatentowaé
substancji czynnej. Patent byt chroniony przez
15 lat od daty zgloszenia, obecnie jest to lat 20.
Wystarczylo wiec wynalez¢ inng metode wytwa-
rzania, opatentowac ja i swobodnie mozna bylo
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dang substancje lub lek produkowaé i sprzeda-
waé w Polsce oraz na wszystkich obszarach, kté-
re mialy podobne przepisy patentowe. W 1990 r.
premier Tadeusz Mazowiecki podpisat ze Stanami
Zjednoczonymi traktat handlowy, ktéry skutko-
wal zmiang w 1992 r. Prawa wynalazczego, a do-
stosowanie do standardéw $§wiatowych réwniez
ograniczylo swobode rejestracji. Jesli natomiast
chodzi o GMP, to w zasadzie nie bylo przepiséw
prawnych, czy jakich$ specjalnych wskazéwek.
Trzeba bylo stosowa¢ sie do Farmakopei Polskiej,
w ktérej byly podstawowe wymagania dotycza-
ce np. utrzymania jalowosci itp. Wymagania te
nie byly dostosowane po proceséw przemysto-
wych. Na przyklad w przypadku wody do iniekcji
nie sposéb bylo zgodnie z monografia farmakope-
alna kontrolowac jej jakos¢ w procesie produkeji.
Warszawskie Zaklady byly najwiekszym w Polsce
producentem lekéw jalowych, wiec ten problem
byl dla nas istotny. Nie bylo wtedy metod badania
jakosci wody on-line. To troche zaczelo sie zmie-
niac pod koniec lat 80. Gdy zostalem dyrektorem
ds. produkeji i rozwoju, to jednym z pierwszych
moich zadan byl zakup instalacji do wytwarzania
wody. Ta woda, ktéra juz potem wytwarzaliSmy
byla zgodna z 6wczesnymi wymaganiami Farma-
kopei Europejskiej - badane bylo pH i przewod-
nictwo on-line. Oczywiscie byly nawiewy lami-
narne nad miejscami, w ktérych rozdozowywane
byly np. produkty sterylne, ale nikt tego nie wa-
lidowal, nie sprawdzal, czy te filtry rzeczywiscie
dzialaja. Wymég GMP wtedy nie istnial.

Jakie byly wéwczas wymogi

dotyczace ubioru

i przygotowania pracownikow?

Pewne wymogi byly, ale oczywiscie nieakcep-
towalne obecnie. Obowigzywat fartuch, jakie$ na-
krycie glowy, maseczki nie byly juz specjalnie wy-
magane. Z tym zagadnieniem zaczeliSmy sie stykac
pod koniec lat 80., ale konkretne dzialania w tym
kierunku prowadzono dopiero od 1992 r. Wtedy
firmy farmaceutyczne utworzyly wilasna organiza-
cje o dos¢ luznym charakterze i nazwie Klub Dy-
rektoréw. Szefowie tej organizacji zjezdzali sie od
czasu do czasu, przewaznie raz na kwartal. Zostalo
mi wtedy powierzone przez nich zadanie dotycza-
ce wdrazania GMP, chociaz moglem pomagac tylko
w uswiadamianiu. PowolaliSmy wtedy nieformalny
zespol ds. wdrazania GMP, ktérego czlonkami byli
przedstawiciele réznych przedsiebiorstw farma-
ceutycznych. Docelowo spotykaliSmy sie dwa razy
do roku i nasze zjazdy mialy charakter techniczny.
Spotkania te byly poczatkowo do$¢ kameralne, jed-
nak po pewnym czasie standardem byla frekwen-
cja okolo 150 oséb. Wyglaszano referaty, dyskuto-
wano. Prowadzilem te spotkania az do emerytury,
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a paleczke przejat po mnie kolega Jurek Galka z Kra-
kowa. Po pewnym czasie firmy wykazywaly coraz
mniejsza ched uczestnictwa w tych spotkaniach,
poniewaz nie chcialy sie dzieli¢ wiedza i zdradzaé
swoich intereséw, a wiec trudno bylo juz o takie
publiczne wystapienia. W kazdym razie to byla taka
forma, ktéra bardzo ludzi zainteresowala. W tym
czasie zostal takze wydany podrecznik GMP. Poru-
szone zostaly w nim gléwnie te problemy, ktére naj-
bardziej firmy ,,bolaly”. Najistotniejsze stalo si¢ na-
wet nie to, by produkowac dobre produkty, ale by
spelnia¢ wymagania i méc wejsé¢ do UE. Razem z pa-
nig Barbarg Kawalko-Mysliriska wydali$my kilkana-
$cie broszurek. Bardzo zaluje, ze ich nie zbieralem,
gdyz teraz sg one praktycznie niedostepne. Pomoc-
ny byl fakt, ze Polfa Warszawska uzyskata wtedy li-
cencje na wytwarzanie niektérych produktéw z Sa-
nofi i przyjezdzal czesto specjalista ds. jakosci z tej
firmy, ktéry kontrolowat system wytwarzania tych
produktéw u nas.

Czy byly jakie$ dodatkowe organy,

ktore kontrolowaly wdrazanie GMP?

W zwiazku z tym, Ze trzeba bylo zmieni¢ struk-
ture produkciji, instalacje, kupowaé nowy sprzet,
gléwnym problemem przy wdrazaniu GMP bytly
pieniadze, i to w obcej walucie. Zawarto pewna
umowe z wladzami panistwa. Wéwczas eksport do
Rosji lekéw byl ogromny i tymi lekami ptacono za
gaz. Cze$¢ zyskéw zwracana byla firmom w po-
staci twardej waluty, za ktéra mozna bylo kupo-
wac sprzet.

A skad zdobywalo si¢ maszyny

i inne wyposazenie?

Wszystko bylo importowane z Zachodu, gléw-
nie z Niemiec, Wloch, Szwajcarii i Francji, ponie-
waz w kraju nikt tego nie wytwarzal. Nie bylo tak
jak teraz, gdy w Polsce jest kilka firm, ktére wy-
twarzaja sprzet spelniajacy wymagania GMP (cho-
ciaz czesto budowany z czesci kupowanych od za-
granicznych dostawcow).

Jak dokonywano wyboru przy zakupie

sprzetu? Czy byly jakie$ przetargi?

To juz zalezalo indywidualnie od firmy. Nie bylo
jeszeze wtedy ustawy o zamdéwieniach publicznych.
U nas w firmie zbierano oferty, ktére byly nastep-
nie przedstawiane Radzie Technicznej, skladajacej
sie z dwdéch dyrektoréw: dyrektora ds. technicz-
nych i przewodniczacego Rady, ktérym woéwczas
bylem wiadnie ja. Na posiedzenia Rady Technicznej
zapraszano wybitnych ekspertéw z firmy. Oma-
wiano i oceniano te oferty pod wzgledem tech-
nicznym i ekonomicznym, punktowano i tworzono
ranking. Ostateczng decyzje podejmowat dyrek-
tor naczelny.
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Jak by Pan poréwnal wyposazenie

z poczatku lat 90. z tym obecnym?

Z pewnoscia pojawilo sie wiecej automatyki. Je-
stem obecnie konsultantem w firmie budujacej fa-
bryki i mniej wiecej wiem, co sie robi. W tamtych
czasach nie bylo w ogdle systemu sterylizacji gazo-
wej, ktéry obecnie jest bardzo powszechnie stoso-
wany (sterylizacja gazowym nadtlenkiem wodoru),
np. do transferu materialéw do strefy A. W ten spo-
s6b sterylizowane sg takze izolatory.

Wiemy, ze jest Pan specjalista od Prawa

farmaceutycznego. Czy méglby Pan

powiedzieé, jakie zmiany zaszly od lat 90.?

Ostatni raz zajmowalem sie prawem w 2010 r.
Bylem wtedy zaproszony do zespolu powolane-
go przez panig minister Ewe Kopacz. NapisaliSmy
Prawo farmaceutyczne od nowa, ale trafilo to do
,kosza”. Prawo farmaceutyczne zostalo zmienio-
ne przez sejm kontraktowy w 1991 r., ale sejm nie
zmienil w gruncie rzeczy systemu rejestracji wpro-
wadzonego ustawg z 1987 r. Nie bylo Urzedu Reje-
stracyjnego tylko nadal byla to Komisja Rejestraciji.
Zmiana pelna, zgodnie z wymaganiami Unii, miala
miejsce w momencie, kiedy ukazala sie dyrektywa
2001/83. Zostal powolany zespél w Ministerstwie
Zdrowia, ktérego bylem czlonkiem, m.in. razem
z panig Maria Glowniak, panig Barbara Mysliriska,
panem Waldemarem Zielinskim. Zesp6t byt kiero-
wany przez 6wczesnego wiceministra zdrowia pana
Krzysztofa Tronczyniskiego. By to prawo dostosowac
do dyrektywy, wprowadzono m.in. nowe pojecia
i definicje, takie jak: produkt leczniczy, substancja
czynna. W tym czasie, czyli w latach 2001-2002,
znaliSmy tres¢ traktatu akcesyjnego do Unii Euro-
pejskiej. Przewidywal on, Zze wszystkie dokumen-
tacje rejestracyjne zostana dostosowane do wymo-
géw unijnych. DostaliSmy na to okres przejSciowy
7 lat od momentu podpisania tego traktatu. To bylo
nazwane jako ,,update” (harmonizacja) tej doku-
mentacji. Dla firm rodzilo to mndstwo klopotu i wy-
datkow, bo trzeba bylo dla niektérych produktéw
przeprowadzic¢ badania réwnowaznosci biologicz-
nej. Innym paristwom: Slowenii, Wegrom Czecho-
slowacji nie narzucono takiego okresu przejsciowe-
go, natomiast panistwa baltyckie otrzymaly tylko
5-letni okres.

Dlaczego tak bylo, ze Czesi, Wegrzy

od razu weszli do Unii, ich produkty zostaly

od razu uznane, a polskie nie?

W tych pandstwach byla inna organizacja reje-
stracjii Unia to widziala. Brytyjscy specjalisci rezy-
dowali juz na poczatku lat 90. i pomagali Czechom
rozwija¢ agencje rejestracyjna. Wegrzy w ogéle mieli
troche inne podejscie do przemystu farmaceutycz-
nego niz Polacy. Widzialem wegierskie wytwdrnie
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gdzie$ pod koniec lat 80. i to bylo co$ zupelnie in-
nego niz w Polce. Wegrzy traktowali ten przemyst
jako narodowy, priorytetowy i dlatego byl na wyso-
kim poziomie, tak ze od nich nie oczekiwano zmian
wymagajacych okresu przejsciowego. Musze po-
wiedzied, ze koledzy mieli do mnie pretensje, dla-
tego ze ja o ten dluzszy okres przejSciowy zabiega-
fem. Zarzucano mi, ze skoro Czesi go nie dostali, to
i my jako$ bysmy sobie poradzili. W traktacie pier-
wotnie bylo wymaganie, ze juz do momentu wej-
$cia do Unii, czyli przez 3 lata, mamy doprowadzi¢
dokumentacje do porzadku. Jak sie péZniej okazalo,
nam ten okres by nie wystarczyl, co skutkowaloby
tym, ze Unia nalozylaby kary na Polske. Taka kara
to czasem kilkadziesiat tysiecy euro za kazdy dziert
zwloki. Wydawalo mi sie, ze uczciwie bylo powie-
dzie¢, ze my po prostu nie damy rady w tym termi-
nie (do 2004 r.) tego zrobic i potrzebujemy okresu
przejsciowego.

Dlaczego Polfa Warszawa zwlekala

do ostatniej chwili z prywatyzacja?

Warszawska Polfa byla firma paristwowa, dzialala
na zasadzie przedsiebiorstwa paristwowego i zosta-
la sprywatyzowana w 2004 r. Stala sie spdtka akeyj-
na iprzeszta na prawo handlowe. Firma nie prywa-
tyzowala sie dlatego, Ze nie bylo to konieczne. Na
liscie 500 najwiekszych firm w Polsce byliSmy za-
wsze W czoléwce, a raz na 2 miejscu, pod wzgle-
dem zysku. Szybko dokonywaliSmy zmian, zeby
firma odpowiadala wymaganiom GMP, robili§my
duze inwestycje. ZbudowaliSmy swoja filie na Rze-
szowszczyZznie - Sanfarm w Nowej Debie, do kté-
rej przenieslisSmy produkcje statej doustnej postaci
leku. ZlikwidowaliSmy w fabryce wydzial syntezy
przenoszac do nowej firmy Ipochem (spolka z In-
stytutem Przemyslu Organicznego). Wydawalo sie,
ze nie jest potrzebna nam prywatyzacja, ale funk-
cjonowanie w tej formie nie bylo dluzej mozliwe ze
wzgledéw prawnych. Firma, juz jako spélka akeyj-
na, zostala wlaczona do Polskiego Holdingu Farma-
ceutycznego. Oceniam ten pomyst jako absurdalny,
bo to wilasciwie zahamowalo rozwéj Polfy Warsza-
wa. Ostatnig niesprywatyzowana do dzi$ firma sa
Tarchominskie Zaklady Farmaceutyczne w War-
szawie.

Jakimi kryteriami kierowal si¢ Pan,

jako dyrektor do spraw produkcji

i rozwoju, wprowadzajac nowe produkty

lecznicze na rynek?

Musze przyznad, ze kryteria wyboru byly dosc¢
prymitywne. MieliSmy pewne ograniczenia, jak
data exclusivity i ochrona patentowa. Mialem zna-
jomego, ktéry co roku dostarczal mi liste produk-
téw, ktérych patenty wygasna w nastepnym roku
albo w niedalekiej przyszlosci. Wazne bylo, zeby by¢
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pierwszym na rynku w Polsce. Trzeba byto wybierac
produkty, ktére przede wszystkim pasuja do pro-
filu wytwarzania w firmie i dostatecznie weczesnie
przygotowac produkt, tak, zeby jak wygasna pa-
tenty mozna bylo lek od razu na rynek wprowadzic.
Byl przypadek, kiedy przygotowalem produkt nie-
pasujacy w pelni do profilu wytworni. Byla to ini-
cjatywa prof. Stanistawa Janickiego z Katedry Far-
macji Stosowanej Akademii Medycznej w Gdarisku,
z ktérym wspdlpracowaliSmy $cisle przez wiele lat.
Wiasciwie to moge powiedzieé, ze byliSmy przyja-
ciélmi. W Katedrze profesora wykonano calg czesé
laboratoryjna, a my$my dokonali rozwoju skali p6t-
technicznej i uruchomili$my produkeje. Byl to Plo-
fed, produkt anestezjologiczny, ktéry wytwarza sie
w postaci emulsji do wstrzykiwan. Niezwykle su-
rowe wymogi dotyczace wielkosci czgstek emulsji
wywolaly koniecznos¢ zainstalowania specjalnego
homogenizatora i linii do formulacji tego produktu,
zupeinie nowej dla firmy. To byta bardzo kosztowna
»zabawa”, ale firma sie na to zdobyla i chyba dobrze
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sobie radzi w tej chwili. Do dzi§ uwazam, ze w Polsce
w ogdle nie ma kapitatu, ktéry bylby zdolny wyge-
nerowac produkty oryginalne (innowacyjne). Pol-
skie firmy mogg inwestowac w rozwdj takich lekéw
tylko do pewnego etapu, ale by zakoriczy¢ badania
potrzebne sg astronomiczne srodki. Firma nieposia-
dajaca takich funduszy moze co najwyzej sprzedaé
,rokujaca” czastke leku z duzym zyskiem.

Dziekujemy za wspomnienia

i spostrzezenia, za dzialania - jakze wazne
z perspektywy czasu. Zyczymy Panu wielu
spokojnych lat oraz czerpania radosci

z rozwoju dzialan, ktére Pan
zapoczatkowal.

Otrzymano: 2014.08.11 - Zaakceptowano: 2014.08.16

Redakcja dzigkuje Pani prof. dr hab. Malgorzacie
Sznitowskiej za udostepnienie materiatu

567




Dzialania niepozadane lekow

w obrebie jamy ustnej

Alicja Wieczorek, Dariusz Chlubek, Violetta Dziedziejko

Katedra Biochemii i Chemii Medycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
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Side effects of drugs in the oral cavity Adverse drug reactions are
unwanted effects of pharmacological treatment. They are often present
in mouth and associated structures. There is an increasing number

of medications associated with xerostomia and gingival overgrowth.
Xerostomia caused by diuretics, antidepressants, anticholinergics can
cause oral discomfort (difficulties in chewing, swallowing, tasting or
speaking). Xerostomia is now being recognized as an important risk
factor for dental diseases. Treatment may include the use of salivary
substitutes, salivary stimulants and possible elimination of drugs
having anticholinergic effects. Gingival overgrowth is an adverse drug
reaction caused by anticonvulsants (phenytoin), immunosupressants

(cyclosporine) or calcium channel blockers (mainly nifedipine) and other

drugs. Pathogenic mechanism that mediates gingival overgrowth remains
undefined despite intense clinical and laboratory investigation. Gingival
overgrowth is a significant problem for dentists. Treatment should include
improving oral hygiene and finding alternative drug therapies that can
help reduce the impact of this unwanted effect.

Keywords: xerostomia, gingival overgrowth, calcium channel blockers,
anticonvulsants, immunosupressants.

© Farm Pol, 2014, 70(10): 568-571

D zieki postepowi medycyny ludzie zyja dlu-
zej, w lepszym zdrowiu fizycznym i psychicz-
nym. Zawdzieczamy to miedzy innymi szczegd-
towemu poznaniu proceséw chorobowych oraz
lekom [1]. Konsekwencjami stosowania lekarstw,
poza pozadanym efektem terapeutycznym, moze
byc¢ wystepowanie réznego rodzaju powiklan. Czesé
z nich wystepuje w czasie prawidlowo prowadzo-
nej terapii, inne naleza do powiklan, ktére wyni-
kaja z nieprawidlowego stosowania lekow [2]. Nie-
pozadane dzialanie leku to kazde niezamierzone
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niekorzystne dzialanie, ktére wystepuje u ludzi pod
wplywem stosowania dawek zalecanych w celach
profilaktycznych, diagnostycznych czy terapeu-
tycznych [2].

Najczesciej wystepujacymi objawami niepoza-
danymi lekéw w obrebie jamy ustnej sa kserosto-
mia i przerost dziasel [3].

Kserostomia

Slina odgrywa istotna role w zdrowiu jamy ust-
nej. Pelni funkcje ochronna dzieki plynnej kon-
systencji i zawartosci glikoprotein. Zwilza ona
pokarm, ulatwiajac przezuwanie, formowanie
i polykanie kesa pokarmowego. Ponadto ogranicza
kolonizacje bakterii na powierzchni zebéw i bto-
ny sluzowej w wyniku dzialania enzymow: lizozy-
mu, laktoferryny i sialoperoksydazy oraz utrzymu-
je réwnowage kwasowo-zasadowa, neutralizujgc
kwasy produkowane przez bakterie préchnicotwoér-
cze i te zawarte w pokarmach [4]. Regularne stoso-
wanie lekéw moze miec¢ ogromny wplyw na prawi-
dlowe funkcjonowanie gruczotéw slinowych oraz
szereg efektéw ubocznych manifestujacych sie w ja-
mie ustnej. Do najczesciej wystepujacych dzialari
niepozadanych zalicza si¢ m.in. zmniejszone wy-
dzielanie sliny, powodujace kserostomie (suchosc
jamy ustnej) [5, 6].

Pacjenci cierpiacy na suchos¢ jamy ustnej skarza
sie dodatkowo na zaburzenia polykania (dysfagia),
zaburzenia smaku, zaburzenia mowy, uczucie pie-
czenia i swedzenia jamy ustnej, bél na drazniace po-
karmy (owoce, gorace napoje, tytori, alkohol), hali-
toze (brzydki zapach z ust). Pacjenci, ktérzy nosza
protezy moga miec problemy z ich uzytkowaniem ze
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wzgledu na utrate przyczepnosci plyty uzupelnie-
nia protetycznego lub z czestszym wystepowaniem
stanu zapalnego blony $luzowej [7]. Ponadto w ba-
daniach Villa i Abati wykazano, iz pacjenci z ksero-
stomiq muszg trzy razy czesciej popija¢ kesy pokar-
mowe w poréwnaniu z pacjentami niecierpigcymi
na to schorzenie i okolo piec razy czesciej wystepu-
ja unich zmiany chorobowe w jamie ustnej [7]. Na-
leza do nich m.in. nadwrazliwo$¢ zebéw na zmiany
temperatury, wzrost czestotliwosci i poziomu za-
awansowania proceséw prochnicowych, zapalenie
dzigsel i blony sluzowej jamy ustnej, a takze zaka-
zenia grzybami Candida albicans [8].

Gléwnymi przyczynami kserostomii sa: 1) leki
(moczopedne, antydepresyjne, antyhistaminowe,
antycholinergiczne, hormonalne, narkotyczne leki
przeciwbdlowe i inne), 2) promieniowanie rtg (ra-
dioterapia z powodu nowotworéw twarzoczasz-
ki i szyi), 3) wiek (czesto dotyczy kobiet w wieku
50-70 lat, w okresie menopauzy lub po meno-
pauzie), 4) choroby gruczoléw slinowych (zespot
Sjogrena, kamica, guzy) [8].

Kserostomia polekowa ma charakter odwracalny
i czesto po zaprzestaniu kuracji lekami ja wywolu-
jacymi sucho$¢ w jamie ustnej ustepuje. Powoduja
ja przede wszystkim leki dzialajace na uklad we-
getatywny, o dzialaniu cholinolitycznym. Sg to na
przykiad: skopolamina, atropina i homatropina, ale
takze bromek ipratropium - wziewny lek rozkur-
czajacy oskrzela. Dzialanie hamujace wydzielanie
$liny wykazuja réwniez p2-adrenomimetyki, poda-
wane w astmie i przewleklej obturacyjnej chorobie
pluc (tj. salbutamol, salmeterol i fenoterol). Suchos¢
jamy ustnej wywoluja tez leki dzialajace na osrod-
kowy uklad nerwowy, jak: anksjolityki - pochodne
benzodiazepiny (diazepam, nitrazepam), neurolep-
tyki - chloropromazyna i haloperidol, a w szcze-
gblnosci tréjpierscieniowe leki przeciwdepresyjne
- amitryptylina i imipramina [9]. Na kserostomie
polekowa cierpia takze pacjenci po zazyciu perin-
doprylu i kaptoprylu, hydrochlortiazydu, ketoti-
fenu, prometazyny, klemastyny, morfiny i jej po-
chodnych, budesonidu, tetracykliny, interferonu
czy interleukiny-2 [9] (tabela 1). Wyzej wymie-
nione leki to najczestsze z duzej grupy preperatéow
(moze by¢ ich nawet 400), ktére moga wywolac su-
chos¢ jamy ustnej [5].

Polekowy przerost dzigsel

Przerost dzigsel charakteryzuje sie wzrostem
objetosci w wymiarze pionowym, jak i poziomym
dziasla brzeznego i brodawki dzigslowej [10]. Kli-
nicznie mozna zaobserwowac postac tagodna, obej-
mujacg 1/3 wysokosci korony zebéw, badz duzy
przerost przykrywajacy ponad polowe korony zeba.
Schorzenie w swej ciezszej postaci prowadzi¢ moze

) TERAPIA | LEKI

Tabela 1. Kategorie i przykiady lekéw mogacych wywotac kserostomie

Kategoria lekow Przyklad
Trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne Amitryptylina
Leki udrozniajace gérne drogi oddechowe Pseudoefedryna
Leki przeciwmigrenowe Rizatryptan
Inhibitory pompy protonowej Omeprazol
Opioidy Morfina

Leki rozszerzajace oskrzela Tiotropium

Leki moczopedne Furosemid

Leki antycholinergiczne Oksybutynina
Antagonisci receptoréw al-adrenergicznych Terazosyna

Neuroleptyki

Fenotiazyna, Lit

Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI)

Fluoksetyna

Retinoidy

Izotretynoina

Leki przeciwhistaminowe H1

Chlorfenamina

Leki przeciwhistaminowe H2

Cymetydyna

Inhibitory wychwytu zwrotnego dopaminy

Bupropion

Agonisci presynaptycznych receptorow a2-adrenergicznych

Moksonidyna

Inhibitory konwertazy angiotensyny

Lizynopryl

Inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRI)

Reboksetyna

Srodki hamujace apetyt

Fenfluramina

Cytostatyki

5-fluorouracyl

Leki przeciw HIV

Didanozyna

do trudno$ci w utrzymywaniu higieny jamy ust-
nej, rozwoju préchnicy spowodowanej kumulacja
plytki nazebnej, uposledzenia funkeji mowy i zu-
cia, a takze czesto stanowi problem natury este-
tycznej [10-14].

Wzrost objetosci dziasel moze by¢ objawem diu-
gotrwalego stosowania lekéw. Polekowy przerost
dziasel (drug-induced gingival overgrowth, DIGO)
moze by¢ efektem ubocznym stosowania jednego
z trzech grup lekéw: blokeréw kanaléw wapnio-
wych (np. diltiazem, werapamil, nifedypina), le-
kéw przeciwpadaczkowych (fenytoina i jej pochod-
ne) oraz lekéw immunosupresyjnych (cyklosporyna
A)[10, 12, 13, 15]. Przerosty pojawiaja sie zazwy-
czaj okolo 3 miesiecy po rozpoczeciu terapii i mani-
festuja sie jako przerost brodawek miedzyzebowych
[10, 13]. Wystepuja z rézna czestoscia, w zaleznosci
od stosowanego leku. Zmienno$¢ ta wynikac¢ moze
réwniez z wieku pacjenta i uwarunkowan miejsco-
wych. Czeéciej wystepuje u dzieci i nastolatkéw,
gléwnie dotyczy dziasla zebéw przednich, zazwy-
czaj od strony policzkowej, rzadziej od jezykowej
czy podniebiennej[12, 16].

Jednym z czynnikéw wywotujacych DIGO moze
by¢ predyspozycja osobnicza majaca podloze gene-
tyczne [11, 12]. Badania wykazaly, ze rosnace ste-
zenia lekéw, ale takze te same stezenia dla réznych
kultur komérek, wplywaja na zmiennos¢ prolifera-
cji fibroblastéw dziaslowych [12]. Leki powodujace
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przerost dzigset sa metabolizowane przez enzymy
cytochromu P450 [11, 12]. Geny kodujace te enzy-
my wykazuja znaczny polimorfizm, ktéry réwniez
moze przyczyniaé sie do zréznicowanej odpowiedzi
proliferacyjnej na zastosowane leki [ 12]. Zmienno$¢
cytochromu P450 moze by¢ czynnikiem ryzyka po-
lekowego przerostu dziasel [1].

Jednym z markeréw genetycznych, ktéry zostal
przebadany w kontekscie wystepowania poleko-
wego przerostu dzigsel jest uklad HLA (human leu-
kocyte antigens) [11]. W trakeie badari wykazano,
iz pacjenci, u ktérych wystepuje HLA-DR1 zysku-
ja pewien stopiert ochrony przed rozwojem poleko-
wego przerostu dzigsel w poréwnaniu z pacjentami
zHLA-DR2[12].

Przerost dzigsel spowodowany
blokerami kanalu wapniowego

Blokery kanaléw wapniowych (calcium chan-
nel blockers, CCB) stosowane w medycynie jako
leki antyarytmiczne, hipotensyjne i zapobiegaja-
ce dusznicy bolesnej wywieraja dzialanie na kana-
ly wapniowe zlokalizowane z blonie plazmatycznej
komorek [16-19]. Leki, w oparciu o ich struktu-
re chemiczng, moga by¢ podzielone na podgrupy:
pochodne dihydropirydyny (np. amlodypina, felo-
dypina, isradypina, nikardypina, nifedypina), po-
chodne fenyloalkiloaminy (werapamil), pochodne
benzotiazepiny (diltiazem), pochodne cynaryzyny
(flunaryzyna) czy chlorowodorek bepridylu [16].
Do tej pory nie zanotowano przerostu dzigsel wy-
wolanego flunaryzyna czy chlorowodorkiem be-
pridylu, ale to niepozadane dzialanie wystapilo
u 15-83% pacjentéw stosujacych nifedypine, 21 %
pacjentéw przyjmujacych diltiazem i u okolo 4%
0s6b zazywajacych werapamil [13, 14, 17].

Klinicznie DIGO indukowane blokerami kana-
16w wapniowych pojawia sie po ok. 9 miesiacach
od wdrozenia terapii i manifestuje si¢ przerostem
brodawek miedzy zebowych, zaslaniajacych koro-
ny nawet na calej wysokosci, zazwyczaj przy zebach
przednich i raczej od strony wargowej, a nie jezyko-
wej[13, 17]. Histologicznie przerost po nifedypinie
przedstawia sie jako zgrubienie warstwy kolczystej
nablonka, hiperkeratoza tagodnego lub srednie-
go stopnia, zwidéknienie blony podstawnej i pro-
liferacja fibroblastéow. Mozliwe, ze kluczowe zna-
czenie w patogenezie DIGO moze miec ilos¢ i sklad
macierzy pozakomérkowej [12, 17]. Zaréwno cy-
klosporyna, jak i nifedypina zmieniaja metabolizm
3H-glukozaminy, ktéra laczy sie z glikozaminogli-
kanami w macierzy pozakomdrkowej, a to zwiek-
sza odkladanie sie proteoglikanéw i moze prowadzic¢
do przerostu [12, 17]. Dzialanie nifedypiny i in-
nych CCB polegajace na blokowaniu kanatu blono-
wego dla Ca2+, moze blokowac przejscie komdrek
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w apoptoze, a w konsekwencji prowadzic¢ do prze-
rostu tkanki [12]. Nie zanotowano natomiast przy-
padkéw wystepowania przerostéw indukowanych
CCB u bezzebnych pacjentéw [17]. Warto wspo-
mnieé, iz CCB moga by¢ stosowane wraz z cyklo-
sporyna A. Badania wykazaly, ze przerost dzigsel
podczas terapii skojarzonej jest bardziej nasilony
w poréwnaniu z terapig jedynie cyklosporyna A [11,
13,17, 20].

Przerost dzigsel spowodowany fenytoing

Fenytoina jest wykorzystywana do kontrolo-
wania napadéw padaczkowych u pacjentéw z epi-
lepsja od momentu jej wprowadzenia przez Merritt
iPutnam w 1938 r. Po roku od jej zastosowania po-
jawily sie pierwsze wzmianki w literaturze laczace
fenytoine z przerostem dzigsel. Skutecznosc¢ w wal-
ce z zaburzeniami drgawkowymi, dostepnos¢ i ni-
ski koszt spowodowaly jej szerokie zastosowanie,
a tym samym coraz czestsze doniesienia w litera-
turze o efektach ubocznych w postaci DIGO [17].

W przeroscie dziasel indukowanym fenytoina
brodawki dzigstowe sa powiekszone, moga nawet
zaslania¢ korony zeb6éw. Badania kliniczne dowio-
dly, ze wzmozona higiena jamy ustnej zmniejsza
nasilenie zmian rozrostowych, lecz usuniecie plyt-
ki bakteryjnej nie zapobiega rozwojowi tych zmian
[18]. Ponadto nie wykazano zaleznosci miedzy plcia
ipochodzeniem etnicznym a wystepowaniem prze-
rostu dzigsel [17].

Istnieja doniesienia o przeroscie dzigsel indu-
kowanym fenytoing, ktéry pojawil sie przed wy-
rznieciem zebéw mlecznych i op6Zznil zabkowanie.
Co ciekawe, rzadko, ale zaobserwowano przerost
dziasel u pacjentéw bezzebnych lub pod przesta-
mi uzupelnieri stalych [17]. Odnotowano tez nie-
prawidlowosci w budowie korzeni z¢gbéw po stoso-
waniu fenytoiny. Wady obejmuja skrécenie korzeni,
ich resorpcje oraz zwiekszone odkladanie cementu.
Mechanizm powstawania tych zaburzen jest nie-
jasny, ale moze by¢ zwigzany z hamowaniem me-
tabolizmu witaminy D badZ z produkeja hormonu
przytarczye [5].

Fenytoina pobudzaja fibroblasty dziaslowe o wy-
sokiej aktywnosci do syntezy kolagenu, obniza ak-
tywno$¢ kolagenazy w tkankach dziaslowych, pro-
wadzac do zachwiania réwnowagi metabolizmu
tkanki lacznej[12, 16].

Przerost dzigsel
spowodowany cyklosporyna

Cyklosporyna A nalezy do lekéw immunosupre-
syjnych. Zapobiega odrzucaniu przeszczepionych
organéw poprzez wybidércze hamowanie prolifera-
cjilimfocytéw T, blokowanie aktywacji makrofagéw
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oraz zapobieganie wytwarzania IL-1 na powierzch-
ni komérek T-pomocniczych [17, 19, 21].

Pacjenci cierpigcy na DIGO spowodowane cy-
klosporyna skarza sie na trudnosci w mowie i je-
dzeniu. Przero$nieta tkanka dzigslowa jest miek-
ka, zaczerwieniona, bardzo wrazliwa na dotyk
i silnie krwawigca przy dotyku zglebnikiem [14,
17]. Stwierdzono zwiazek miedzy obecnoscia plyt-
ki bakteryjnej a nasileniem przerostu dziaset [17,
19]. Zaobserwowano, ze podczas przyjmowania
roztworu cyklosporyny przerost dziasel pojawial
sie szybciej i obszerniej niz podczas zazywania
kapsutek. Stwierdzono wyzsze stezenie cyklo-
sporyny w $linie u pacjentéw przyjmujacych cy-
klosporyne w formie plynnej, anizeli w kapsut-
kach [11]. Nadzieja napawaja badania wykonane
na przetomie 2007 r. i 2008 r., ktére wykazaly,
ze wystepowanie i nasilenie przerostu dzigset po
stosowaniu takrolimusu i sirolimusu jest mniej-
sze w poréwnaniu z cyklosporyna A [22]. Lekiem,
ktéry w najmniejszym stopniu nasilal przerost
dzigset byt sirolimus.

Leczenie DIGO powinno obejmowaé przede
wszystkim rozwazenie zmiany leku, na taki, kté-
ry nie bedzie wywolywal przerostu dzigsel [12, 17].
A takze higienizacje (m.in. czeste wizyty kontrol-
ne u stomatologa, regularne usuwanie osadéw, ka-
mienia nad- i poddzigslowego, usuwanie nawiséw
wypelnien, plukanie jamy ustnej roztworem chlor-
heksydyny) i resekeyjne leczenie chirurgiczne (gin-
giwektomie) [10, 12, 17, 18]. Cho¢ w przypadku
tego drugiego nalezy pamieta¢ o mozliwosci na-
wrotéw w sytuacji dalszego stosowania leku [12].

Podsumowanie

Coraz czesciej lekarz stomatolog moze by¢ leka-
rzem pierwszego kontaktu, ktéry obserwujgc i ba-
dajgc jame ustna, skieruje pacjenta na dalsze bada-
nia lub do lekarza specjalisty. Ponadto jako pierwszy
moze zauwazy¢ zmiany w jamie ustnej bedace re-
akcja na stosowana terapie lekowa. Mechanizm po-
wstawania efektéw ubocznych lekéw nie jest do
korica poznany. Wiadomo, ze zaréwno kserostomia,
jak i przerost dzigset sa scisle powiazane z przyjmo-
waniem leku - przerwanie farmakoterapii powodu-
je cofniecie zmian, jej ponowienie nawrét. Dlatego
w niektérych przypadkach warto rozwazy¢ zmiane
leku (np. fenytoine zastapi¢ nowsza generacjg le-
kéw). Przerost indukowany lekami jest uciazliwym,
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ale niezagrazajacym zyciu efektem ubocznym [12].
Dlatego wazne jest, aby wzmozy¢ w tej sytuacji hi-
giene, ktéra zmniejszy nasilenie przerostu i spowo-
duje poprawe jakosci zycia pacjenta. W przypadku
niezadowalajgcej poprawy nalezy rozwazy¢ lecze-
nie chirurgiczne (gingiwektomie).

Otrzymano:

4.09.04 - Zaakceptowano: 2014.09.21
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Wykorzystanie biomarkerow apoptozy
w profilaktyce schorzen neurodegeneracyjnych
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The use of biomarkers of apoptosis in the prevention of neurodegenerative
diseases Apoptosis, the process of programmed cell death occurs
physiologically and determines quantity of cells in the human body. It
may occur by several mechanisms, however the most important are
intrinsic and extrinsic pathways. Both pathways activate caspase cascade,
which directly leads to cell death. Apoptosis is regulated by pro-apoptotic
(Bax, Bak, Bid) and anti-apoptotic proteins (IAPs, Bcl-2, Bel-xl), which
activity is balanced in homeostasis conditions. Increased pro-apoptotic
activity in nervous system is the reason of neurodegenerative diseases
such as Alzheimer Disease (AD) or Parkinson Disease (PD). They lead to
physical and intellectual disability and mainly affect the elderly people.
Due to the fact that population is ageing it is essential to understand the
mechanisms of disease progression and improvement the diagnostics.
Detection of apoptosis biomarkers or changes in balance between pro-
apoptotic and anti-apoptotic proteins may accelerate implementation of
the prevention and treatment of neurodegenerative diseases, delay the
symptoms and improve quality of patients lives.

Keywords: apoptosis, biological markers, neurodegenerative diseases,
Alzheimer Disease, Parkinson Disease.
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Wstep

Schorzenia neurodegeneracyjne, takie jak cho-
roba Alzheimera czy choroba Parkinsona, to po-
stepujace choroby ukladu nerwowego, w ktérych
podstawowym zjawiskiem jest utrata komoérek
nerwowych, gléwnie na drodze apoptozy. Obja-
wy zwigzane s z postepujaca neurodegeneracja
iich charakter zalezy od tego, ktéry obszar ukladu
nerwowego zostat objety procesem patologicznym.

Choroby neurodegeneracyjne stanowig jedno
z wiekszych zagrozeni dla godnego i samodzielne-
go zycia 0sob starszych. Problem ten staje si¢ coraz
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bardziej aktualny ze wzgledu na fakt, Ze spoleczen -
stwo Europy i $wiata sie starzeje. Zasadne wiec wy -
daje sie wprowadzenie dzialan profilaktycznych,
ktére moglyby przyczynic si¢ do zmniejszenia ry-
zyka zapadania na wcze$niej wspomniane scho-
rzenia, ale réwniez opdZnienia ich wystepowania.
Jednym z takich dzialant moze by¢ wykorzystanie
biomarkeréw apoptozy, jako wskaznikéw podsta-
wowego procesu patologicznego odpowiedzialne-
go za neurodegeneracje. Narzedzie to w dalszej ko-
lejnosci moze postuzy¢ do poszukiwania skutecznej
terapii dla tych chordb.

W pracy oméwiony zostal proces apoptozy, me-
chanizmy jego indukcji oraz czynniki wpltywajg-
ce na jego regulacje. Szczegdélng uwage poswiecono
udzialowi apoptozy w rozwoju choréb neurodege-
neracyjnych, a w szczegdlnosci biomarkerom tego
procesu. Omoéwienie poparto przykltadami choroby
Alzheimera i Parkinsona.

Apoptoza i mechanizmy jej indukcji

Apoptoza, czyli zaprogramowana §mier¢ komor-
ki, jest procesem zachodzacym fizjologicznie w or-
ganizmie czlowieka. Polega na usuwaniu z organi-
zmu komoérek, ktére sa niepotrzebne, uszkodzone
lub szkodliwe. Apoptoza spelnia wazng role w pro-
cesie embriogenezy, odnowy, regeneracji oraz in-
wolucji narzadéw i eliminowaniu komérek [1].

W stanie homeostazy procesy wytwarza-
nia i utraty komoérek réwnowaza sie - w efekcie
ich liczba si¢ nie zmienia. Zwigkszona odpornosé
komdrek na apoptoze moze by¢ przyczyna roz-
woju choréb nowotworowych lub autoimmuni-
zacyjnych, natomiast nadmierna aktywnos$c apop-
totyczna, prowadzaca do rozlegtej §mierci komérek
predysponuje do wystapienia ostrej niewydolnosci
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narzadéw lub rozwoju przewleklych choréb dege-
neracyjnych [2].

Do objawéw morfologicznych apoptozy komor-
ki zaliczamy kondensacje chromatyny jadrowej,
obkurczenie i fragmentacje jadra, kondensacje cy-
toplazmy, w koficowym etapie tworzenie sie cialek
apoptotycznych [3].

Proces apoptozy moze zachodzi¢ na dwéch dro-
gach, ktére laczy wspdlny mechanizm - aktywacja
enzymow zwanych kaspazami, ktéra zapoczatko-
wuje ich kaskade.

Pierwsza z drég indukeji apoptozy to droga ze-
wnatrzpochodna, zwana inaczej receptorows. Do
jej aktywacji konieczna jest obecnosé na komor-
kach receptora, do ktérego przylaczaja sie bialko-
we ligandy. Receptor posiada tzw. domeny $mierci,
ktére umozliwiaja agregacje i aktywacje prokaspazy
8, ktdra nastepnie pobudza efektorows kaspaze 3.

Druga mozliwos$cia indukeji apoptozy jest droga
wewnatrzpochodna, czyli inaczej mitochondrialna.
Zachodzi ona poprzez zwigkszenie przepuszczalno-
$ci blony mitochondrialnej przy udziale kaskady ka-
spaz. Jej aktywacja jest zalezna od réwnowagi mie-
dzy bialkami pro- i antyapoptotycznymi. Nadmiar
biatek proapoptotyczych gromadzacych sie na ze-
wnatrz blony mitochondrialnej powoduje powsta-
nie w niej poréw, przez ktére do cytoplazmy dostaja
sie AIFs (apoptosis inducing factor) oraz cytochrom
c. Cytochrom c laczy sie z bialkiem Apaf-1 (apop-
totic protease activating factor 1) indukujacym
apoptoze oraz prokaspaza 9, aktywujac kaspaze 9,
a nastepnie kaspazy efektorowe. Przewaga bialek
antyapoptotycznych na zewnetrznej blonie mito-
chondrium zapobiega ucieczce do cytozolu czynni-
kow aktywujacych apoptoze i dzieki temu komoérka
jest przed nia chroniona [1, 3, 4].

Regulacja procesu apoptozy

Apoptoza jest procesem regulowanym przez sze-
reg réznorodnych bialek, o dzialaniu zaréwno pro-,
jak i antyapoptotycznym. Sposréd tej grupy za-
sadnicza role odgrywa rodzina bialek Bel-2 (B-cell
lymphoma 2) oraz bialko p53, jak réwniez licz-
na grupa bialek z rodziny inhibitoréw apoptozy -
IAPs (inhibitors of apoptosis proteins). Na uwa-
ge zasluguja tutaj réwniez kaspazy, ktére pomimo
ze nie pelnia w apoptozie roli regulacyjnej, stano-
wig podstawowy element inicjujacy programowana
$mierc komorki. Bialka te w dalszej czedci traktowa-
ne sg jako biomarkery apoptozy, ze wzgledu na ich
bezdyskusyjny wklad w przebieg tego procesu [5].

Kaspazy

Na dzien dzisiejszy znanych jest 14 enzymow
z rodziny kaspaz. Sg one oznaczane kolejnymi cy-
frami. Mozemy ws$rdéd nich wyrézni¢ kaspazy
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inicjatorowe i efektorowe. Pierwsze z nich z regu-
ly rozpoczynaja proces apoptozy. Zaliczamy tutaj
m.in. kaspaze 8, 9 i 10. Natomiast do kaspaz efek-
torowych zaliczamy m.in. kaspaze 3, 6 i 7. Indukcja
kaspaz w procesie apoptozy ma charakter kaskado-
wy - aktywacja kaspaz inicjatorowych automatycz-
nie indukuje pobudzenie kaspaz wykonawczych,
ktérych dzialanie prowadzi do destrukeji elemen-
téw komorkowych i utworzenia cialek apoptotycz-
nych [6, 7].

Kaspazy to proteazy cysteinowe, ktérych rola
polega na hydrolizie wigzan peptydowych po resz-
cie kwasu asparaginowego w obrebie kilku rodzajéow
sekwencji aminokwasowych. Obecne s3 w cytopla-
zmie prawie wszystkich komdrek w postaci nieak-
tywnych proenzymoéw, chociaz nalezy wspomnie¢,
ze nawet w takiej formie wykazuja one pewnag ak-
tywno$¢ enzymatyczng. Ich aktywacja nastepuje
w wyniku dwéch zachodzacych po sobie reakeji en-
zymatycznych. Pierwsza z nich polega na podziale
laricucha polipeptydowego proenzymu na laricuch
dlugi i krétki, po ktérym nastepuje odciecie dome-
ny N-koricowej. Podczas drugiej reakeji dochodzi
do agregacji dwéch laricuchéw krétkich i dwéch
laricuchéw diugich, w wyniku czego powstaje ak-
tywny tetramer, posiadajacy dwa miejsca katali-
tyczne. Agregacja jest mozliwa po interakeji dwéch
rodzajéw sekwencji, ktére sa zawarte w prodome-
nach kaspaz. Wyrézniamy tutaj domeny efektoro-
we $mierci - DED (death effector domain), wyste-
pujace w prokaspazie 8110, oraz domeny rekrutacji
kaspaz, ktére zawarte s3 w prokaspazach: 1, 2, 4,
519. Aktywacja kaspaz moze zachodzi¢ réwniez na
skutek proteolizy zaleznej od innych kaspaz (me-
chanizm dodatniego sprze¢zenia zwrotnego) badz
tez w wyniku dzialania innych enzyméw, tj. gran-
zym B lub AIF [6, 7].

Inhibitory apoptozy (IAPs)

Rodzina bialek hamujacych apoptoze zapobiega
$mierci komorki poprzez wiazanie i dezaktywacje
kaspaz, ale takze poprzez tworzenie kompleksow
z innymi bialkami bioracymi udzial w apoptozie,
przez co prowadza do zaklécen w przekazywa-
niu sygnatu apoptotycznego. Dzialanie IAPs opiera
sie gléwnie na bezposrednim wigzaniu prokaspa-
zy 317, co zapobiega ich proteolizie oraz na dez-
aktywacji inicjatorowej kaspazy 9. Rodzina inhibi-
toréw apoptozy moze réowniez dziala¢ na zasadzie
ligaz ubikwitynowych, ktére prowadza do degra-
dacji kaspaz.

IAPs sa polipeptydami, ktdére posiadaja dwa
charakterystyczne motywy sekwencyjne: dome-
ne BIR (baculoviral IAP-repeat), znajdujaca sie
w N-koricu oraz palec cynkowy RZF (Really Inte-
resting New Gene (RING) zinc finger), zlokalizo-
wany w C-koricu. Domena ta wykazuje aktywnos¢
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ligazy E3 ubikwityna-bialko. O przynaleznosci do
grupy inhibitoréw apoptozy decyduje domena BIR.
Cze$¢ bialek z grupy IAP wykazuje dodatkows zdol-
no$¢ do zakonezenia podzialow komérkowych (sur-
wiwina i biatko BRUCE) [5, 8].

Dotychczas u czlowieka stwierdzono obecno$é¢
osmiu bialek IAP, ktére ze wzgledu na homologie
domen BIR i obecnosé lub brak RZF podzielono na
trzy klasy:

- I klasa: XIAP (X-chromosome binding IAP),
cIAP1 i cIAP2 (cellular IAP1 i IAP2), liwina i ILP-

2 (IAP-like protein 2);

- II klasa: NAIP (neuronal apoptosis inhibitory
protein);
- I klasa: surwiwina i bialko BRUCE.

Cecha charakterystyczng I klasy bialek z rodzi-
ny IAPs jest obecno$¢ domeny RZF. Bialka XIAP,
cIAP1, cIAP2 cechuje obecnos¢ trzech domen BIR,
natomiast liwina i ILP2 posiadaja tylko jedna do-
mene BIR [8].

XIAP wykazuje zdolno$¢ hamowania inicjatoro-
wej kaspazy 9 oraz kaspaz wykonawczych. Dodat-
kowo jego domena BIR-2 hamuje aktywnosc¢ kaspaz
31 7. Biatko XIAP moze réwniez hamowacé apopto-
ze w mechanizmie niezaleznym od wigzania kaspaz,
ktéry zachodzi przy udziale czynnika transkrypeyj-
nego NF-«B (nuclear factor kappa B), ktéry warun-
kuje ekspresje licznych genéw antyapoptotycznych.

cIAP1 i cIAP2 hamujg aktywnosc kaspazy 31 7.
Moga réwniez wigza¢ sie z TRAF-1 i TRAF-2 (TNF
receptor associated factor) - bialkami adaptoro-
wymi wigzacymi sie do TNF-R, i w ten sposéb ha-
mowac apoptoze na poziomie receptoréw btono-
wych. Efektem jest brak proteolizy prokaspazy 8.
Podobnie jak XIAP hamuja apoptoze w mechani-
zmie uzaleznionym od NF-«B [5, 8].

Liwina wykazuje zdolno$¢ do hamowania apop-
tozy na dwdéch drogach - receptorowej i mitochon-
drialnej, poprzez blokowanie kaspazy 31 7. Hamu-
je réwniez aktywnos¢ kaspazy 9.

ILP-2 w warunkach in vitro hamuje apoptoze
poprzez oddzialywanie z kaspaza 9 lub bialkiem Bax
(Bcl-2- associated X protein).

Do II klasy zaliczamy tylko bialko NAIP, ktérego
aktywacja jest warunkiem koniecznym do zniesie-
nia aktywnosci kaspaz efektorowych, uaktywnio-
nych przez prozapalng kaspaze inicjatorowa.

Do II klasy IAP zaliczamy dwa bialka - surwi-
wine i BRUCE. Ich domeny BIR sa podobne do do-
men, jakie wystepuja m.in. u muszek i nicieni, gdzie
biatka hamujace apoptoze odgrywaja bardzo istotna
role przy koniczeniu podzialéw komdérkowych. Stad
tez wniosek, ze domena BIR zlokalizowana w IAPs
klasy III w mniejszym stopniu niz w bialkach kla-
sy I hamuje apoptoze, natomiast wykazuje dosy¢
znaczny wplyw na podzialy komérkowe i odpowia-
da za ich regulacje [8].
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Surwiwina hamuje proces apoptozy poprzez
dezaktywacje kaspaz inicjatorowych i efektoro-
wych, ale wykazuje ona réwniez zdolno$¢ regula-
cji apoptozy niezaleznej od kaspaz. Cecha charak-
terystyczng tego bialka jest obecnosc przy C-koricu
motywu o-helikalnego, ktéry reaguje z mikrotu-
buling. Wiasciwosé ta umozliwia, poprzez wigzanie
sie z mikrotubulami wrzeciona mitotycznego, unie-
czynnia¢ apoptoze zalezng od mitochondriéw. Sur-
wiwina zapobiega réwniez translokacji biatka AIF,
ktérego funkeja jest fragmentacja DNA niezalezna
od kaspaz. Obok zdolnosci do hamowania apopto-
zy surwiwina moze réwniez regulowac podzialy ko-
moérkowe, w zaleznosci od zmieniajacej sie podczas
mitozy lokalizacji tego biatka [8, 9].

Biatko BRUCE wykazuje dzialanie antyapopto-
tyczne poprzez hamowanie aktywnosci kaspaz. Jed-
nak dziala ono przede wszystkim jako chimeryczny
enzym E2/E3, ktéry warunkuje ubikwitynacje oraz
degradacje w proteasomach bialek, tj. biatko Smac/
DIABLO (second mitochondria-derived activator
of caspases/direct IAP-binding protein with low
PI), proteaza serynowa HtrA2/Omi (high tempera-
ture requirement protein A2) i kaspaza 9. Tak jak
juz wezesniej wspomniano, odgrywa ono réwniez
istotna role w utrzymaniu zywotnosci komorek [8].

Bialka z rodziny Bcl-2

Biatka Bel-2 pelnia gléwna role w regulacji apop-
tozy i dlatego tez moga by¢ z powodzeniem stoso-
wane jako markery dla rozwoju tego procesu.

Wsréd rodziny bialek Bel-2 wyrdznia sie trzy
podrodziny. Pierwsza z nich to podrodzina Bel-2
(np. Bel-2, Bel-x1 (Bcl-extra large), Bel-xs, Al),
ktora stanowi grupe inhibitoréw apoptozy (z wy-
jatkiem Bel-xs). Kolejne dwie podrodziny: Bax (Bax,
Bak (Bcl-2-antagonist/killer), Bok (Bcl-2 related
ovarian killer) oraz BH3 (Bad (Bcl-2-associated
death promoter), Bik (Bcl-2 interaction killer),
Bid (BH3 interacting domain death agonist) pel-
nig funkcje inicjatoréw procesu naturalnej $mier-
ci komorki [2].

Za najsilniejszego inhibitora apoptozy uwaza sie
bialko Bel-2, natomiast najlepiej opisanym pro-
motorem tego procesu jest bialko Bax. Aktywnos¢
drugiego z nich jest znacznie uzalezniona od czyn-
nika transkrypcyjnego p53, jednak nie zawsze ak-
tywnosc tego genu warunkuje proces apoptozy przy
udziale biatka Bax [10] (rycina 1).

Podczas indukeji apoptozy bialka te przemiesz-
czaja sie do zewnetrznej blony mitochondrialnej,
gdzie biorg udzial w wytworzeniu wielkiego kana-
tu, zwanego porem zmiany przepuszczalnosci - PTP
(permeability transition pore complex), przez kto-
ry do przestrzeni miedzyblonowej dostaje si¢ woda
i jony, co w konsekwencji prowadzi do pekniec
w zewnetrznej blonie mitochondrialnej i uwolnienia
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bialek proapoptotycznych. Ich rola w procesie
apoptozy polega réwniez na regulacji uwalniania
cytochromu ¢ i AIF z mitochondriéw [7].

Bialko p53

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym,
ktérego rola polega na indukeji lub hamowaniu eks-
presji wielu genéw. Do genéw aktywowanych przez
ten czynnik zalicza sie¢ m.in. bax oraz gen koduja-
cy bialko Fas (TNF receptor superfamily member),
natomiast przykladem genu, ktérego ekspresja jest
hamowana przy udziale bialka p53 moze by¢ gen
bel-2[7,10].

Czynnik ten sprawuje kontrole nad istotnymi
dla zycia komorki funkcjami, tj. podzialy komor-
kowe, indukcja apoptozy czy tez aktywacja ge-
néw, odpowiedzialnych za naprawe DNA. Bialko
p53 moze wystepowac zaréwno w formie aktyw-
nej, jak i nieaktywnej. Czynnik ten, nazywany réw-
niez ,,straznikiem genomu”, tworzy w komorce di-
mery i tetramery. W prawidlowych warunkach, tj.
w komorkach nieuszkodzonych, niestymulowa-
nych do apoptozy, poziom p53 jest niski, natomiast
moze znacznie wzrosnaé np. w wyniku uszkodze-
nia DNA [7, 11, 12].

Jedna z hipotez funkcjonowania biatka p53 za-
klada, ze przy niewielkim wzroS$cie jego stezenia
pojawiaja sie dimery, ktére aktywuja geny odpo-
wiedzialne za zatrzymanie cyklu i reparacji DNA, co
w konsekwencji prowadzi do zahamowania cyklu
komoérkowego. Brak naprawy DNA skutkuje dal-
szym wzrostem stezenia p53 i tworzeniem oprocz
dimeréw, réwniez tetramerow tego bialka, ktére
wiaza sie z koaktywatorami. Bialko p53 wiaze sie
réwniez bezposrednio w miejscach uszkodzonego
DNA. WyzZej wymienione postacie bialka p53 in-
dukuja transkrypcje bialek proapoptotycznych, co
prowadzi do ,,wlaczenia” apoptozy i eliminacji ko-
morek z uszkodzonym materialem genetycznym
[7,1112].

Choroby neurodegeneracyjne
i wplyw apoptozy na ich patogeneze

Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera jest jedna z powazniejszych
chordb wieku starczego, na swiecie cierpi na nig ok.
20 milionéw oséb, najezesciej po 65 roku zycia. Ze
wzgledu na zauwazalne starzenie sie spoleczeristwa
liczba chorych moze podwajaé sie w ciagu 5 lat.
Najwazniejszym czynnikiem ryzyka choroby jest
wiek. Szacuje sie, ze dotyka ona 5% ludzi w wieku
65-74 lat, 20% w wieku 74-80lat i 33-50% powy-
7€j 90 roku zycia [13, 14].

Do najwazniejszych objawéw choroby Alzheime-
ra nalezy stopniowa utrata pamieci i towarzyszace
jej zaburzenia funkeji poznawezych (uposledzenie
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myslenia, zrozumienia, mowy, liczenia, orientacji
przestrzennej, niezdolnos¢ do wykonywania pro-
stych czynnosci zycia codziennego). Chorobie towa-
rzysza takze objawy psychiatryczne oraz zaburzenia
zachowania (depresja, lek, urojenia, pobudzenie,
agresja slowna i fizyczna, zmiany osobowosci). Do-
chodzi réwniez do utraty masy ciala, uposledzenia
odpornosci, a co za tym idzie - zwiekszonego ryzy-
ka infekeji, w szczegdlno$ci ukladu oddechowego.
W miare rozwoju choroby zaburzenia prowadza do
niesamodzielno$ci i catkowitego uzaleznienia od in-
nych oséb, rodziny i opiekunéw [13, 15].

Choroba Alzheimera jest schorzeniem neurode-
generacyjnym, przebiegajacym z tworzeniem po-
lozonych zewnatrzkomérkowo blaszek starczych,
wewnatrzkomoérkowym zwyrodnieniem widkien-
kowym neurondéw, zanikiem synaps i neuronéw
oraz z powstaniem odczynu zapalnego [14].

Najwazniejsza role w patomechanizmie rozwoju
choroby przypisuje si¢ nadmiernemu powstawaniu
bialka B-amyloidu (AB) i odkladaniu sie w posta-
ci blaszek, co wynika z nieréwnowagi w proce-
sach powstawania i usuwania AB z komoérki. Amy-
loid B stanowi rdzen blaszki, oprécz niego w sklad
blaszki wchodzg inne biatka. Wokdl rdzenia gro-
madzg sie dystroficzne neuryty, reaktywne astro-
cyty i komorki mikrogleju, swiadczace o tocza-
cym sie procesie zapalnym. Komérki te moga by¢
rowniez dodatkowym Zrédlem bialka prekurso-
rowego amyloidu APP (amyloid precursor prote-
in) oraz cytokin prozapalnych, wolnych rodnikéw
czy tlenku azotu, ktére dzialaja cytotoksycznie,
uszkadzajac blony komérkowe. Ap powstaje z bial-
ka prekursorowego amyloidu w procesie proteoli-
zy, przy udziale sekretaz. Produktem ciecia APP
przez o- iy-sekretazy sq zwigzki nieamyloidogen-
ne, natomiast jesli proteoliza zachodzi przy udziale
B-sekretazy, to powstaja czasteczki AB, przy czym
najbardziej toksyczny jest AB42. Jest przyczyna
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uszkodzenia synaps, zaburzer homeostazy wap-
nia, powstawania wolnych rodnikéw oraz indukeji
apoptozy komérek nerwowych, wokét ktérych sie
gromadzi [13, 14, 16] (rycina 2).

Istotna role w patogenezie choroby Alzheimera
przypisuje sie réwniez biatku tau. Jest to fosfopro-
teina wigzgca mikrotubule MAP (microtubule-as-
sociated protein), ktorej gléwnym zadaniem jest
skladanie i stabilizacja mikrotubul, co ma znaczenie
w prawidlowym funkcjonowaniu cytoszkieletu. Do
enzymoéw odpowiadajacych za regulacje fosforylacji
bialka tau naleza kinazy i fosfatazy. W wyniku za-
burzenia réwnowagi miedzy nimi dochodzi do jego
hiperfosforylacji, co powoduje zmniejszenie powi-
nowactwa do mikrotubul i braku stabilizacji cytosz-
kieletu. Hiperfosforylowane bialko tau nie moze by¢
katabolizowane w komdrce i odklada sie wewnatrz-
komérkowo w postaci splotéw wewngtrzneuronal -
nych NFT (neurofibrillary tangles) [17, 18].

Nadmierne gromadzenie sie zlogéw bialek w po-
staci blaszek AP oraz splotéw wewnatrzneuronal-
nych biatka tau nasila wydzielanie reaktywnych
form tlenu i czynnikéw prozapalnych, przyczynia
sie do aktywacji apoptozy komérek nerwowych, co
prowadzi do wtérnej neurodegeneraciji.

Apoptoza w chorobie Alzheimera zachodzi na
obu omoéwionych wczesniej szlakach, przy czym
uwaza sie, ze droga mitochondrialna speinia wiek-
sza role w patogenezie. Zaangazowane w ten pro-
ces sg biatka proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 oraz
bialko p53. Zwiekszajac przepuszczalnosé blony
mitochondrialnej, prowadza do uwolnienia czyn-
nikéw zapoczatkowujacych kaskade kaspaz, in-
dukujac w ten sposéb smier¢ komoérki. Na funkcje

zaburzenia w proteolizie APP

nadmierna synteza A, ,,

odkfadanie sie ztogdw Ap i tworzenie sie ptytek starczych

aktywacja mikrogleju, wydzielanie cytokin zapalnych

postepujace zwyrodnienie neuronéw

- J
' ™\
zaburzenie réwnowagi neuronalnej, stres oksydacyjny
- J
' )\
demencja
\ J

Rycina 2. Prawdopodobna kolejnos$¢ zmian zachodzacych w chorobie

Alzheimera
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energetyczne komorki wplywaja takze bezposrednio
AR oraz bialko tau. AR hamuje aktywnos¢ kompleksu
IV laiicucha oddechowego, natomiast bialtko tau po-
woduje zaburzenie funkeji mikrotubul. Fizjologicz-
nym zadaniem mikrotubul jest transport mitochon-
driéw w miejsca o zwiekszonym zapotrzebowaniu
energetycznym, czyli do obszaréw synaptycznych.
Bialko tau zmniejsza wiec przekaznictwo synap-
tyczne. Wedlug badaczy bialka szoku cieplnego Hsps
(heat shock proteins) moga mie¢ dzialanie ochron-
ne na mitochondria, poprzez zmniejszenie wplywu
AP nalaiicuch oddechowy, a takze poprzez zmniej-
szenie agregacji bialka tau [14].

Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona jest schorzeniem neuro-
degeneracyjnym dotykajacym 2-3% populacji po
65 roku zycia. W jej przebiegu mozemy wyréznic¢
charakterystyczne zmiany morfologiczne w posta-
ci zwyrodnienia neuronéw dopaminergicznych,
w czesci zbitej istoty czarnej oraz neuronéw mo-
noaminergicznych w pniu mézgu. Druga zmiana
morfologiczna charakterystyczna dla tego schorze-
nia jest obecno$¢ w cytoplazmie neuronéw, tzw. cial
Lewy’ego (okragle wtrety zawierajace m.in. bial-
ka, takie jak: parkina, ubikwityna, a-synukleina).

Objawy choroby Parkinsona sa wynikiem obni-
zenia poziomu dopaminy w obrebie prazkowia oraz
zaburzenia réwnowagi pomiedzy réznymi uklada-
mi neuroprzekaznikéw. Do najbardziej charaktery-
stycznych objawdéw klinicznych zalicza sie: sztyw-
nos¢ miesni, drzenie spoczynkowe, bradykinezje
oraz zaburzenia postawy ciala [14, 16].

Do waznych czynnikéw prowadzacych do
uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w cho-
robie Parkinsona nalezy zaliczyc¢: zaburzenie ho-
meostazy jonéw Ca++, agregacja bialka synukleiny,
stres oksydacyjny oraz uposledzenie funkeji mito-
chondriéw. Wszystkie te procesy prowadza w kon-
sekwencji do ekscytotoksycznosci, apoptozy i auto-
fagii. Stad tez wniosek, ze proces apoptozy odgrywa
kluczowa role w procesie neurodegeneracji w cho-
robie Parkinsona [14, 19].

Jednym ze wspomnianych juz wczesniej czyn-
nikéw prowadzacych do apoptozy jest nadmiar jo-
noéw Ca++ w komorce. Ich zbyt wysokie stezenie
moze w sposéb bezposredni lub posredni aktywo-
wad transkrypcje tzw. ,genéw $mierci”, jak réw-
niez wiele enzymdw, m.in. fosfolipaze A2, syntaze
tlenku azotu oraz szereg proteaz i kinaz biatkowych
zaleznych od wapnia. Udowodniono, ze w tym
przypadku uszkodzenie komdrek nerwowych za-
chodzi gléwnie na drodze ekscytotoksycznosci,
zachodzacej za posrednictwem receptora NMDA
(N-methyl-D-aspartate receptor) ukladu gluta-
minianergicznego, ktéry charakteryzuje sie wyso-
ka przewodnoscig dla jonéw wapnia [14].
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W patogenezie choroby Parkinsona istotna role
odgrywaja réwniez agregaty a-synukleiny, kté-
re stanowia gléwny skladnik cial Lewy’ego. Zwia-
zane sg one gléwnie z postacig rodzinng tego scho-
rzenia. a-Synukleina w stezeniu fizjologicznym,
wykazuje dzialanie ochronne na neurony, chroniac
je przed dzialaniem czynnikéw szkodliwych, ta-
kich jak: stres oksydacyjny czy hipoksja. Prawidlo-
wa postac tego bialka zmniejsza aktywnos¢ kaspazy
3 zaleznej od biatka p53, natomiast réznego rodza-
ju toksyny znosza jej wlasciwosci antyapoptotycz-
ne. Wysokie stezenie a-synukleiny, ktére moze by¢
wynikiem nadmiernej ekspresji lub mutacji genu,
wplywa cytotoksycznie na komdrki nerwowe po-
przez wplyw na bialka z rodziny Bcl-2 oraz produk-
cje tlenku azotu. Mutacja punktowa w genie kodu-
jacym biatko a.-synukleine powoduje rzadka postaé
rodzinna choroby Parkinsona, PARK 1, natomiast
podwojenie lub potrojenie locus genu kodujacego to
biatko jest przyczyna innej dominujacej, dziedzicz-
nej postaci rodzinnej choroby Parkinsona, PARK 4.
a-Synukleina prowadzi réwniez do zaburzenia ho-
meostazy wapnia w komoérkach, co w sposéb po-
$redni lub bezposredni moze aktywowac proces
apoptozy w neuronach [14, 16, 20, 21].

Zwyrodnienie neuronéw dopaminergicznych
w chorobie Parkinsona jest réwniez wynikiem upo-
$ledzenia funkeji mitochondriéw. Wsréd czynnikéw
uszkadzajacych te organelle komérkowe wyréznic
mozna toksyny blokujace taricuch oddechowy oraz
czynniki indukujace stres oksydacyjny. Ich dzialanie
prowadzi do zaburzenia produkeji energii w komér-
ce. Najczesciej dochodzi tutaj do uposledzenia dzia-
fania pompy sodowo-potasowej, czego skutkiem
jest obnizenie potencjalu transblonowego i zwiek-
szenie przepuszczalnosci blon mitochondrialnych
oraz uwolnienie do cytoplazmy aktywatoréw apop-
tozy [14, 22].

Wadliwe funkcjonowanie laricucha oddechowe-
go mitochondrium prowadzi takze do nadmier-
nego wytwarzania reaktywnych form tlenu, kté-
re przy oslabionej ochronie antyoksydacyjnej moga
uszkadzac bialka, lipidy i DNA, dokonujac nieod-
wracalnych zmian zaréwno w ich strukturze mo-
lekularnej, jak i w funkcjach biologicznych. Neuro-
ny w poréwnaniu z innymi komérkami sg znacznie
bardziej narazone na neurodegeneracyjne dzialanie
stresu oksydacyjnego. Sklada sie na to kilka przy-
czyn, m.in. tkanka mézgowa zuzywa wiecej tlenu
niz inne narzady, mézg charakteryzuje sie mniejsza
aktywnoscia enzyméw antyoksydacyjnych w po-
réwnaniu z innymi tkankami, czy tez fakt, ze neu-
rony posiadaja duza liczbe mitochondriéw zloka-
lizowanych blisko blony komdérkowej. W zwigzku
z tym, ze mitochondrialny laicuch oddechowy sta-
nowi glowne Zrédlo ROS (reactive oxygen species),
to wiasnie te struktury komdrkowe sa najbardziej
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narazone na oksydacyjne uszkodzenia. W warun-
kach chorobowych mechanizmy odpowiedzialne
za usuwanie wolnych rodnikéw (antyutleniacze,
zmiatacze wolnych rodnikéw) sa niewydolne i nie
sa w stanie ochroni¢ komdérek nerwowych przed
ich szkodliwym dzialaniem. Stres oksydacyjny moze
oddzialywac na przekazywanie sygnaléw w komor -
ce poprzez szlak JNK (c-Jun N-terminal kinases),
przez co indukuje apoptoze w neuronach dopami-
nergicznych. Koicowym elementem kaskady sy-
gnalowej JNK jest biatko c¢-JUN, ktére pod wply-
wem fosforylacji na skutek stresu oksydacyjnego
aktywuje transkrypcje genéw kodujacych bialka
proapoptotyczne. Do modulatoréw aktywnosci ka-
skady sygnalowej JNK zalicza sie m.in. parkine, ki-
naze PINK1 (phosphatase and tensin homolog de-
leted on chromosome ten (PTEN) induced putative
kinase 1) oraz a-synukleine. Sa to bialka, ktérych
mutacje stwierdzono w rodzinnych postaciach cho-
roby Parkinsona [14, 21, 22, 23].

Czynnikiem warunkujacym rozwdj choroby Par-
kinsona moze by¢ réwniez mutacja genu parkiny.
Jest to najczestsza przyczyna parkinsonizmu uwa-
runkowanego genetycznie. Parkina jest enzymem
katalizujacym reakcje znakowania ubikwityna bia-
lek o nieprawidlowej strukturze, przeznaczonych do
zniszczenia. Na aktywno$¢ parkiny maja wplyw de-
fekty laricucha mitochondrialnego, jak réwniez sto-
pieni jej fosforylaciji, ktéry zalezy od nasilenia stresu
oksydacyjnego w komoérce. W warunkach prawi-
dlowych enzym ten pelni role ochronng w stosun-
ku do komérek nerwowych, natomiast mutacje jego
genu prowadza do zaburzenia funkeji enzymu. Do-
chodzi do formowania agregatéw bialkowych, dys-
funkeji komorki i w konsekwencji jej $mierci, réw-
niez na drodze apoptozy. Okolo polowa przypadkéw
wezesnie ujawniajacego sie Parkinsonizmu, dzie-
dziczonego w sposéb recesywny, spowodowana
jest mutacjami genu PARK 2 (mutacje typu utraty
funkeji), ktéry koduje ubikwitynows ligaze parki-
ny - E3, wchodzaca w skiad systemu ubikwityna-
-proteasom [14, 21].

W parkinsonizmie wywolanym np. przez MPTP
(1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridi-
ne) stwierdza si¢ zwiekszona aktywnos¢ polime-
razy PARP (poly ADP-ribose polymerase) i okazu-
je sie, ze to wlasnie ten enzym odgrywa giéwna role
w indukeji procesu apoptozy, niezaleznego od ka-
spaz, do ktérego dochodzi na skutek uszkodzenia
DNA w mechanizmie ekscytotoksyczno$ci lub stre-
su oksydacyjnego [14].

Podsumowanie
Niezaprzeczalnym dowodem na udzial apop-

tozy w patogenezie choréb Alzheimera i Parkin-
sona jest stwierdzenie u oséb chorych obecnosci
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biomarkeréw tego procesu. U chorych na chorobe
Alzheimera wykryto nagromadzenie aktywnej ka-
spazy 3 (koricowego efektora apoptozy) oraz bialka
Bim (Bcl-2 interacting mediator of cell death), z ro-
dziny Bcl-2. Natomiast u 0séb z choroba Parkinso-
na w czesci zbitej istoty czarnej stwierdzono znacz-
nie zwiekszona aktywno$¢ kaspazy 3 oraz kaspazy
8 w poréwnaniu z osobami zdrowymi. W przebiegu
tej choroby obserwujemy réwniez znaczne obnize-
nie sie¢ poziomu antyapoptotycznego biatka Bel-2,
natomiast ponad trzykrotnie zwieksza sie ilo§¢ pro-
apoptotycznego bialka Bax [14].

Biomarkery apoptozy moga postuzy¢ do weze-
snego wykrywania zmian zwyrodnieniowych neu-
ronéw u oséb cierpigcych na choroby neurode-
generacyjne. Stanowia one narzedzie, ktére moze
okazac¢ sie skuteczne w hamowaniu ich rozwoju
i w konsekwencji zlagodzeniu objawéw. W celu
wykrycia biomarkeréw apoptozy stosuje si¢ m.in.
metode immunoenzymatyczng oraz cytometrie
przeplywowa z zastosowaniem przeciwcial mono-
klonalnych [6].

Opisane w pracy choroby zwyrodnieniowe, po-
mimo Ze zostaly odkryte ponad 100 lat temu, w dal-
szym ciggu uwazane sg za nieuleczalne. W zwigzku
z tym, Ze prowadza do pelnego inwalidztwa i wy-
muszajg zaangazowanie innych oséb w opieke nad
chorymi, choroby te przyjmuja wymiar spolecz-
ny. Istotne jest wiec szczegélowe poznanie przy-
czyn i mechanizmdéw ich powstawania, co wplynie
na rozwoj metod diagnostycznych stuzacych do ich
wykrywania i réznicowania, a takze pomoze w do-
borze skutecznej terapii [13, 14].
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Poszukiwanie nowych produktéw leczniczych
jest procesem kosztownym i dlugotrwatym, trwaja-
cym srednio okoto 14 lat i obarczonym bardzo wy-
sokim ryzykiem niepowodzenia, siegajacym nawet
95% [1]. Szacuje sie, ze naklady finansowe ponie-
sione przez firmy farmaceutyczne w trakcie badan
rozwojowych nad nowym lekiem innowacyjnym
wynoszg obecnie od 800 milionéw do 1 miliarda
dolaréw, z obserwowana od korca lat 90. tendencja
wzrostowa [2, 3]. Jednak ani zwiekszone naklady fi-
nansowe, ani zastosowanie zaawansowanych tech-
nik badawczych nie przekiadaja sie na wzrost ilosci
oryginalnych produktéw leczniczych wprowadzo-
nych na rynek farmaceutykéw. W 2010 r. dopusz-
czono ich zaledwie 21, o 5 mniej niz w 2009 r. [4].
Przyczyn takiej sytuacji upatruje sie w konserwa-
tywnym podej$ciu do procesu odkrywania nowych
produktéw leczniczych, opierajgcym sie na dlugim,
kosztownym i bardzo ryzykownym procesie iden-
tyfikowania celu molekularnego, odgrywajacego
kluczowsq role w patofizjologii danego schorzenia,
a nastepnie prébach odnalezienia czasteczki od-
dziatujacej z tymze celem. Takie dzialania skutko-
waly w latach 2008-2009 przerwaniem prac w III
fazie badan klinicznych nad 55 potencjalnymi kan-
dydatami na nowy lek, wydluzajac liste zwigzkéw,
odrzuconych na réznych etapach prac rozwojo-
wych [5]. Powodéw niepowodzenia upatruje si¢
takze w braku systematycznego, réwnoleglego po-
szukiwania i oceny dodatkowych punktéw uchwy-
tu dla nowych lub obecnych na rynku zwigzkéw
biologicznie aktywnych, co sprzyja pogladom, ze
niezbedne staje si¢ zastosowanie nowych strategii
odkrywania produktéw leczniczych, ktére przy-
niostyby wymierne efekty w duzo krétszym cza-
sie i przy mniejszych nakladach finansowych [6].

Drug repositioning, how to transform defeat into success - Drug

discovery is a very expensive and long-lasting process. An alternative drug

research is exploring new uses of well-known medicines. Therefore many
of existing drugs and compounds failed in clinical studies are screened
and tested again.

Drug repositioning (also called drug repurposing, drug re-tasking drug
re-profiling) is the identification and development of new uses for
existing or drugs that have been discontinued in clinical trials. The idea
has become a subject of great interest of pharmaceutical companies,
and consequently drug repositioning has been transformed from
serendipitous process into rational, knowledge-based exhaustive
exploration of all possible repositioning opportunities for existing or
abandoned agents. Apart from experimental approaches based mainly on
high throughput screening, computational methods of drug repositioning
are prevailing in putting innovative hypotheses and searching for new
therapies in even the most complex areas of medicine. The modern
methods of drug repositioning draw upon network analysis of biomedical
data, analysis of structural similarity of drugs and similarity of molecular
targets. The combination of bioinformatics and chemoinformatics
approaches is also very common. It is much cheaper and less risky than
de novo drug design.

Keywords: drug repositioning, drugs discovery, side-effects of drugs,
virtual screening, new indication for drugs.
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Istotna role odgrywa tutaj repozycjonowanie le-
kéw (repositioning), ktére polega na odnalezieniu
nowego wskazania terapeutycznego dla zwiazkéw
obecnych na rynku lub dla substancji biologicz-
nie czynnych, ktére byly juz poddane badaniom
klinicznym, ale z réznych powodéw nie przeszlty
pomyslnie procesu wprowadzenia ich na rynek.
Ponowne wdrozenie w cykl badawczo-rozwojo-
wy zwigzkow, ktére przeszty pomyslnie kilka klu-
czowych etapéw, tj. poznana jest ich aktywnosé
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farmakologiczna, profil farmakokinetyczny czy tok-
syczno$é, pozwala niezwykle przyspieszy¢ proces
dopuszezania ich do obrotu [7].

Duze zainteresowanie repozycjonowaniem le-
kéw pojawilo sie na poczatku lat 90. XX w. jako
odpowiedzZ na ciagle utrzymujacy si¢ na wysokim
poziomie wskaznik niepowodzen we wprowadza-
niu do lecznictwa nowych zwigzkéw biologicznie
czynnych. Nie jest to zatem pojecie nowe. Jednak
nalezy podkresli¢, ze obecnie calkowicie zmienilo
sie podejscie do tego zagadnienia, poniewaz czy-
sto przypadkowe odkrycia wyewoluowaly w sys-
tematyczny, oparty na wiedzy, racjonalny system
poszukiwania nowych zastosowan terapeutycz-
nych dla ,,starych” lekéw. Repozycjonowanie sta-
lo sie nieodlaczng czescia zarzadzania cyklem zycia
produktu, pochtaniajaca od 10% do 50% kosztéw
ponoszonych przez dzialy R&D (dzial badawczo-
-rozwojowy, Research and Development) firm
farmaceutycznych, ktére, w obliczu znacznych
i bardzo drogich niepowodzen w zakresie wpro-
wadzania na rynek nowych czasteczek, musia-
ly poszuka¢ innych rozwiazan pozwalajacych na
maksymalizacje zyskéw przy minimalizacji wy-
datkow [8]. Co ciekawe, zaczely powstawac row-
niez firmy, ktére specjalizuja si¢ w repozycjono-
waniu lekéw [9]. Warto takze zauwazy¢, ze wiele
bardzo dobrze sprzedajacych sie lekow (blockbu-
sters) zostalo wprowadzonych na rynek dzieki
przypadkowemu odkryciu ich wiagciwosci tera-
peutycznych, niebranych pod uwage w badaniach
klinicznych dla oryginalnego wskazania [10]. Daty
zatwierdzenia nowych wskazan pokazuja, ze naj-
bardziej spektakularne przyklady repozycjono-
wania mialy miejsce jeszcze przed usystematyzo-
waniem tego procesu, co nastapilo okolo 2006 r.
Klasyczne przyklady obejmuja minoxidil, wstep-
nie testowany na nadcisnienie, a wprowadzony na
rynek jako lek na porost wloséw (1988 r.), sildena-
fil testowany na dusznice bolesna, a wprowadzo-
ny jako lek na impotencje (2005 r.) czy thalidomi-
de, pierwotnie zarejestrowany na poranne mdlosci,
a repozycjonowany jako lek na szpiczaka mnogie-
go (2003 r.), pomimo jego teratogennosci, ktéra
doprowadzila do wycofania go z obrotu [11, 12].
Mozliwe Ze jest jeszcze zbyt wezesnie, zeby ocenié
najnowsze projekty oparte na systematycznym re-
pozycjonowaniu, ze wzgledu na wymagania cza-
sowe takich proceséw lub z powodu wyczerpania
oczywistych kandydatéw do repozycjonowania.
Warto réwniez zauwazy¢, ze najnowsze przyklady
repozycjonowania, to czasteczki zatwierdzone we
wskazaniach, takich jak: przedwczesny wytrysk
czy lysienie, ktére reprezentuja nisze na rynku far-
maceutycznym [11, 13, 14].

Pomimo licznych sukceséw (tabela 1), tak-
ze proces repozycjonowania moze zakonczy¢ sie
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niepowodzeniem. Wynika on zaréwno z braku
oczekiwanej aktywnos$ci w nowym wskazaniu, np.
bevacizumab, ktéry mimo swej aktywnosci prze-
ciwnowotworowej w innych typach nowotworéw,
okazal sie nieskuteczny w leczeniu raka zoladka,
jak i niedostatecznego rozwazenia wszystkich za-
grozen wynikajacych z natury poddawanej re-
pozycjonowaniu substancji czynnej [15]. Przy-
ktadowo, dziatania niepozadane akceptowane dla
leku stosowanego w leczeniu nowotworéw, moga
sie okazac¢ niedopuszczalne w leczeniu nadci$nie-
nia[16].

Repozycjonowanie lekéw ma wiele zalet, za-
réwno z punktu widzenia firm farmaceutycznych,
jakipacjentéw. Skraca czas wprowadzenia leku na
rynek z 10-17 do 3-12 lat, ze wzgledu na mozli-
wos¢ pominiecia czasochlonnych badan farmako-
kinetycznych czy procesu optymalizacji czastecz-
ki wiodacej, a co za tym idzie - istotnie zmniejsza
takze koszty tego procesu [10]. Ponadto charak-
teryzuje sie istotnie zwiekszonym prawdopodo-
bienistwem odniesienia sukcesu w poréwnaniu
z poszukiwaniem lekéw de novo. Ogromny po-
tencjal repozycjonowania tkwi w bibliotekach le-
kéw, ktore z réznych powodéw (niedostateczna
aktywnos$¢ w pierwotnym wskazaniu, Zle dobra-
na grupa pacjentéw do badania klinicznego czy
niedopasowanie do portfolio firmy) nie zostaly
wprowadzone do lecznictwa, a wykazuja cechy
podobieristwa do leku. Z punktu widzenia pacjen-
ta, zwlaszcza cierpiacego na chorobe rzadka badz
nieuleczalng, repozycjonowanie to nieporéwna-
nie wieksza szansa na efektywna, bezpieczniejsza
i czesto taniszg terapie [24, 25].

Serendipity czy systematyczne
poszukiwanie nowych wskazan?

Historycznie repozycjonowanie wyrosto
z przypadkowych odkry¢ réznych kierunkéw
dzialan lekéw w pézZnych fazach badan klinicz-
nych lub po wprowadzeniu na rynek [24]. Z za-
lozenia jest ono oparte na hipotezie, ze spoglada-
jac od nowa i organizujac ponownie nasza wiedze
o lekach, ich mechanizmie dzialania czy choro-
bach, mozemy odnalez¢ nowe wskazania i bar-
dziej skuteczne terapie [6]. W procesie repozy-
cjonowania punktem wyjscia moze by¢ sam lek,
receptor bedacy istotnym elementem patogenezy
innej choroby, $ciezka sygnalowa, ktéra lek mo-
duluje, dzialania niepozadane towarzyszace te-
rapii, a nawet sama choroba, na ktéra do tej pory
leku nie ma [16].

W procesie racjonalizowania i systematyzowa-
nia repozycjonowania wyloniono dwie podstawo-
we strategie poszukiwania nowych wskazan dla juz
istniejacych lekéw:
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Tabela 1. Wybrane przyklady lekéw repozycjonowanych

Nazwa leku / Wzér strukturalny Oryginalne wskazanie Nowe wskazanie
Everolimus [17]
OH
k/o'z,,
. . leczenie guzéw neuroendokrynnych
immunosupresja .
trzustki
Bupropion [18]
0
CH,
depresja uzaleznienie od nikotyny
CH
HN 3
cl H.C s

3

Ritonavir [19]

CH,

HBC#
S

H
)OL N H J\ AIDS nowotwory
N ONH YO NN
i, o i OH s
O %
N
Sibutramine [10]
%
N CH
e
H,C ’ depresja otytos¢
CH,
a
Lamivudine [20]
0
H)N\)j/ms
HO 0 N nowotwory AIDS
~
N=N=p
Metformin [21]
NH NH
HC )J\ J\ cukrzyca prewencja choréb nowotworowych
’ \nll NH™ ™ NH,
CH
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Tabela 1. Wybrane przyklady lekéw repozycjonowanych (cd.)

Nazwa leku / Wzér strukturalny Oryginalne wskazanie Nowe wskazanie
Raloxifene [10]
HO. S
Co-Or
0 rak piersi i prostaty osteoporoza
O
_\_O
Isotretinoin [22]
H,C CH, CH, CH, OH
A NS 0 tradzik ostra biataczka promielocytowa
CH,
Bimatoprost [23]
CH,
<NH
OH
| 0

za¢ma porost rzes

- strategie on-target - polegajaca na zastosowa-
niu leku o znanym mechanizmie dziatania w no-
wym wskazaniu, nowej jednostce chorobowej
odmiennej od tej, w ktdrej byt pierwotnie zare-
jestrowany badZ skupieniu si¢ na kandydatach
na leki, ktére nie przeszty pomyslnie II i III fazy
badan klinicznych, ale udowodniono ich bezpie-
czenstwo stosowania u ludzi [24-26]. Za przy-
klad moze tu postuzy¢ duloxetine, ktéra jako
SNRI (inhibitor wychwytu zwrotnego serotoni-
ny i noradrenaliny, Serotonin Norepinephrine
Reuptake Inhibitor) pierwotnie byla testowana
w leczeniu depresji. Po tym, jak wykazano, Ze
zwiekszenie stezenia 5-HT (5-hydroksytrypta-
mina, Serotoninum) i NA (noradrenalina, Nore-
pinephrinum) w odcinku krzyzowym rdzenia
kregowego prowadzi do zwiekszenia napiecia
miesni cewki moczowej, zostata ona zarejestro-
wania w leczeniu wysitkowego nietrzymania
moczu [16];

- strategie off-target, czyli odkrywanie nowych
mechanizmdéw dzialania, nieopisanych jeszcze
dla danej molekuly, ktéra wywodzi sie z zato-
zenia, ze wiele lekéw dziala poprzez modulacje
wielu punktéw uchwytu [24-26]. Lamie ona pa-
nujace przez lata przekonanie, ze najlepsze leki
to takie, ktdre dziataja selektywnie tylko na je-
den cel molekularny (teoria klucza i zamka). Wy-
wodpzi si¢ z rosngcej wiedzy na temat zlozonosci
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molekularnej choréb i podstaw dziatania lekéw,
ujawniajgcej daleko bardziej skomplikowany ob-
raz zjawiska, ktérego wypadkows jest efekt far-
makologiczny. Okazuje si¢ bowiem, ze wiele le-
kéw wykazuje swoja aktywnosc terapeutyczng,
oddzialujac na wiele celéw molekularnych. Zja-
wisko to nosi nazwe polifarmakologii, ktéra fa-
mie paradygmat ,,jedna choroba, jeden cel mo-
lekularny, jeden lek” [27]. Uzywajac przenosni,
mozna powiedzieé, ze istnieje wiele kluczy pa-
sujacych do jednego zamka, ale tez jeden klucz
moze otworzy¢ wiele zamkow, co daje podsta-
wy do poszukiwania nowych wskazan dla zna-

nych lekéw [28].

Systematyczne podejscie do repozycjonowania
lekéw wydaje sie bardziej rozsadne i dajace znacz-
nie lepsze i wyczerpujace wyniki. Posréd metod
eksperymentalnych wyréznia sie technologie opar-
te na badaniach przesiewowych in vitro, popular-
nie nazywanych skriningiem wysokoprzepustowym
(High-Throughput Screening, HTS), ktore sa wy-
korzystywane w celu zidentyfikowania nowych ce-
low (targetéw) molekularnych (receptorow, enzy-
mow, kanaléw jonowych, bialek transportowych)
dla lekéw juz dopuszczonych do obrotu, poszuki-
wania zwiazkéw biologicznie aktywnych wywo-
tujacych pozadane zmiany w fenotypie komorek,
np. inhibicje proliferacji, czy analizy ekspresji ge-
néw w celu zidentyfikowania zwigzkéw majgcych
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podobny profil ekspresji co leki wykorzystywane
w leczeniu danej choroby lub przeciwny do tej cho-
roby [29-32]. Ze wzgledu na ekspansywny rozwoj
bio- i chemoinformatyki dajacych ciekawe i sku-
teczne narzedzia stuzace wyczerpujacej identyfikacji
wszystkich mozliwosci repozycjonowania dla wiek-
szosci lekéw w oparciu o dostepne Zrédla danych,
obok metod in vitro i in vivo, dominuja metody
komputerowo wspomaganego repozycjonowania.
W dostepnej literaturze mozna odnalez¢ niezliczo-
ng ilo§¢ pomysléw i metod repozycjonowania le-
kéw, od eksploracji réznorodnych baz danych, po
wysublimowane metody biologii molekularnej [9].
Metody te moga opierac sie na analizie wlasciwo-
$ci fizykochemicznych i farmakologicznych leku
(drug-centric) lub znajomosci proceséw patofi-
zjologicznych lezacych u podstaw réznorodnych
jednostek chorobowych (disease-centric). Jednak
wiekszo$¢ stosowanych strategii czerpie zaréwno
z wiedzy na temat lekéw, jak i chordb [33].

Komputerowo wspomagane
repozycjonowanie lekéw

Eksploracja danych biomedycznych

Nieodlaczng czescia nowoczesnych badan na-
ukowych jest analiza danych doswiadczalnych ze-
branych w réznorodnych bazach, umozliwiajaca
stawianie innowacyjnych hipotez i poszukiwanie
nowoczesnych rozwigzan terapeutycznych. Me-
todologia opierajaca sie na eksploracji danych jest
szeroko uzywanym narzedziem uzyskiwania nowej
wiedzy poprzez wysokosprawny skrining danych
chemicznych, biomedycznych oraz informacjiz za-
kresu genetyki i biologii molekularnej, generowa-
nych przez przemysl i osrodki naukowe [34]. Takze
literatura naukowa moze by¢ rozwazana jako nie-
wyczerpane Zrodlo wiedzy biomedycznej [35]. Jed-
nak systematyczna analiza tak licznych informacji
zawartych w tekstach naukowych wymaga zastoso-
wania specjalnych narzedzi, ktére ulatwia poszuki-
wanie interesujacych nas danych, pozwola na lepsze
zrozumienie mechanizméw lezacych u postaw wie-
lu chordb, a takze latwiejsze monitorowanie obsza-
réow medycyny, gdzie mozliwe jest tworzenie no-
wych szans terapeutycznych [36, 37].

Interesujacym przykladem metodologii genero-
wania nowych hipotez poprzez szukanie powiazari
miedzy pozornie niezwigzanymi ze sobq faktami sa
odkrycia na bazie literatury (Literature-Based Di-
scovery, LBD [38]). LBD opiera sie na zalozeniu, ze
dwa pozornie niezwigzane ze sobg pojecia A i B moga
by¢ ze soba powiazane, jesli oba sa powigzane z trze-
cim pojeciem C. Ten typ wnioskowania, nazywany
modelem ABC, po raz pierwszy zastosowany przez
D.R. Swansona, zaowocowal odkryciem istotnej
roli oleju rybiego w terapii choroby Raynauda [35].
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Przykladem nowoczesnego systemu eksploracji
danych biomedycznych jest platforma COSS - Clini-
cal Outcome Search Space™, stworzona przez firme
Biovista. Czerpie ona dane biomedyczne na temat
choréb, zwigzkéw biologicznie aktywnych, noto-
wanych dzialari niepozadanych, celéw molekular-
nych czy $ciezek sygnalowych z réznorodnych baz
danych, m.in. z bazy PubMed. Stosujac zaawanso-
wane algorytmy wnioskowania, poszukuje korelacji
i czesto ukrytych powiazan, ktére pozwalaja gene-
rowac informacje na temat domniemanego mecha-
nizmu dzialania lekéw, nowych wskazan czy poten-
cjalnych dzialari niepozadanych [36].

Pomysly i kierunki repozycjonowania mozna
takze czerpac z analizy elektronicznej dokumen-
tacji medycznej (EDM) (Electronic Health Records,
EHRSs), czyli zbioru danych przechowujacego indy-
widualng badZ zbiorcza dokumentacje medyczna.
Zawiera ona dane ogromnej populacji pacjentéw,
zbierane w dlugim okresie. Wglad w setki tysie-
cy obserwacji klinicznych pozwala na glebsze zro-
zumienie mechanizméw oddzialywania lekéw na
pacjentéw poprzez obserwowanie zmian w dia-
gnozach, progresji choroby czy wynikach badari
laboratoryjnych. Analiza tych danych pozwala tak-
ze na detekcje nowych, niepozadanych dzialan le-
kéw. Ma to ogromny wplyw na proces odkrywania
nowych wskazari dla juz istniejacych produktéw
leczniczych, efektywniejsza terapie i poprawienie
profilu bezpieczenistwa lekéw [39].

Efektywnym narzedziem repozycjonowania jest
takze retrospektywna analiza danych z badan kli-
nicznych. W przesziosci badania kliniczne nad no-
wym lekiem zakoriczone niepowodzeniem prowa-
dzily najczesciej do odlozenia go na pélke i istotnego
zwiekszania ogélnych kosztéw, jakie ponosila firma
chcaca wprowadzi¢ lek na rynek. Liczne przyklady
wskazuja, ze niepowodzenie w badaniach klinicz-
nych niekoniecznie musi oznacza¢ zaprzepaszcze-
nie wielu lat badaii nad dang substancja czynna.
Nieoczekiwane przez badaczy efekty potencjalnego
leku moga byé bowiem poczatkiem préb jego wdro-
zenia w nowym wskazaniu. Ponowna, szczegélowa
analiza danych, inne spojrzenie na wyniki badan
moga prowadzi¢ do zaskakujacych wnioskéw, po-
zwalajacych na wykorzystanie potencjalu badanej
substancji czynnej na innym polu terapeutycznym.
Przykladem tego moze by¢ lamivudine, ktdrej nie
udalo sie wprowadzic na rynek jako leku przeciw-
nowotworowego, a w efekcie zostala zarejestrowa-
naw leczeniu AIDS (zesp6l nabytego niedoboru od-
pornosci, Acquired Immunodeficiency Syndrome
lub Acquired Immune Deficiency Syndrome) [40].

Analiza podobienistwa chemicznego lekéw
Struktura i wlagciwosci fizykochemiczne zwigz-

koéw sa bez watpienia powigzane z ich aktywnoscia
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biologiczna. Zatem leki mozna repozycjonowad,
analizujac ich podobierstwo chemiczne. Nauko-
wa podstawa tej strategii jest znany powszech-
nie QSAR (ilosciowa zaleznos¢ pomiedzy struktu-
ra a aktywnoscia, Quantitative Stucture-Activity
Relationship). Polega ona na eksponowaniu zesta-
wu cech chemicznych dla kazdej substancji biolo-
gicznie czynnej w okreslonej grupie i tworzenie na
tej podstawie sieci podobieristw. Chociaz nie za-
wsze podobne strukturalnie molekuly zachowuja sie
tak samo w ukladach biologicznych, to, wniosku-
jac w oparciu o proste podobieristwo chemiczne lub
poszukujac szczegdélnych cech biologicznych tych
zwiazkéw wynikajacych z podobiedstwa struktu-
ralnego, mozna wydajnie metodami obliczeniowy -
mi repozycjonowac leki [41].

Inna metoda, zaproponowana przez M. J. Keise-
ra, polega na scharakteryzowaniu celu molekular-
nego poprzez zestaw znanych, wigzacych sie z nim
ligandéw. Wyznaczajac sume strukturalnego po-
dobienistwa pomiedzy kandydatem na lek a znany-
mi ligandami, mozna oceni¢ teoretyczny zwiazek
miedzy docelowym miejscem dzialania a substan-
cja aktywna. Wyznaczone w ten sposéb mozliwo-
$ci interakeji pomiedzy nowym potencjalnym li-
gandem a poddawanym analizie punktem uchwytu
wymagaja dalszej weryfikacji w badaniach in vitro
ina modelach zwierzecych [42].

Stabym punktem metod opierajacych sie na ana-
lizie struktur chemicznych moze by¢ niska jakos¢
tychze struktur. Ponadto nalezy mie¢ na uwadze,
ze efekt terapeutyczny leku nie moze by¢ przewi-
dywany tylko na podstawie jego budowy chemicz-
nej, poniewaz w ukladach biologicznych zazwy-
czaj podlega on kompleksowym i czesto trudnym
do przewidzenia zmianom metabolicznym i farma-
kokinetycznym [6].

Analiza podobienstw

aktywnosci molekularnej

Inng strategia, ktdéra odgrywa istotna role w ra-
cjonalnym repozycjonowaniu lekéw jest kompute-
rowa analiza podobienistw profili molekularnych.
Bazuje ona na danych eksperymentalnych pocho-
dzacych z badania ekspresji genéw metoda mi-
kromacierzy i polega na tworzeniu profili ekspre-
sji genéw, wystepujacych np. w liniach komdrek
nowotworowych in vitro, poddawanych dziala-
niu okre$lonych substancji czynnych, w réznych
stezeniach. Sg to swoiste podpisy aktywnosci mo-
lekularnej tych zwiazkéw, zebrane w bazie cMAP
(mapa polaczeni, Connectivity Map). W ten sposéb
mozna takze uzyskiwaé dane o zmianach ekspresji
genoéw wystepujacych w okreslonych jednostkach
chorobowych. Zestawianie tych informacji i ana-
liza podobiedstw profili moze stuzy¢ jako podsta-
wa do wyznaczania powigzan lekéw miedzy soba.
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Ciekawym przykladem ilustrujacym ten rodzaj po-
szukiwari w obszarze repozycjonowania jest meto-
dyka Mode of Action by NeTwoRk Analysis (MAN-
TRA), opracowana przez F. lorio, oparta na analizie
profili ekspresji genéw w komdrkach eksponowa-
nych na rézne substancje biologicznie aktywne, po-
zwalajaca na przewidywanie mechanizmu dzialania
leku i poszukiwania na tej podstawie nowych wska-
zan. Dzieki tej metodzie prawidlowo przewidziano
mechanizm dzialania dziewieciu zwigzkéw prze-
ciwnowotworowych oraz zweryfikowano nieocze-
kiwane podobienistwo inhibitoréw cyklinozaleznej
kinazy 2 iinhibitoréw topoizomerazy. Ponadto od-
kryto, ze fasudil, bedacy inhibitorem kinazy Rho,
moze by¢ repozycjonowany jako induktor komdr-
kowej autofagii, co stwarza mozliwo$¢ zastosowa-
nia go w chorobach neurodegeneracyjnych [31].

Innym sposobem wykorzystywania cMaP do re-
pozycjonowania lekéw jest bezposrednie poréow-
nywanie profili aktywnos$ci molekularnej lekéw
z profilami charakterystycznymi dla okres$lonych
jednostek chorobowych. Poszukuje sie zwigzkéow
biologicznie aktywnych, dla ktérych obserwowa-
na jest silna ujemna korelacja pomiedzy profilami
aktywnosci molekularnej, wywolanych ich dziala-
niem, a profilem ekspresji genéw charakterystycz-
nym dla choroby, co pozwala na ustalenie powia-
zani terapeutycznych pomiedzy lekami i chorobami
nawet wowczas, gdy mechanizm dzialania leku
czy jego cel molekularny nie sa do korica poznane.
G. Wei i wsp. z powodzeniem zastosowali te me-
tode do zidentyfikowania zdolnosci modulowania
opornosci na glikokortykosteroidy w ostrej biatacz-
ce szpikowej przez inhibitor mTOR (kinaza seryno-
wo-treoninowa, mammalian target of rapamycin),
jakim jest sirolimus [43].

Metodyka ta ma swoje stabe punkty, bazuje bo-
wiem na danych o ekspresji genéw pochodzacych
z izolowanych linii komérkowych, ktére moga nie
odzwierciedla¢ prawidlowo aktywnosci biologicz-
nej zwiazkéw w organizmie jako calosci. Ponadto
nie bierze sie tu pod uwage, ze leki podlegaja licz-
nym transformacjom metabolicznym in vivo i cza-
sem ich metabolity odpowiadaja za aktywnos$¢ te-
rapeutyczna. Nie mniej istotny jest fakt, ze liczne
choroby maja niezwykle zlozong patogeneze, kté-
rej nie moze reprezentowac pojedynczy ,,podpis”
aktywnosci molekularnej [6].

Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne, powszechnie wyko-
rzystywane w projektowaniu lekéw, moze réwniez
by¢ narzedziem repozycjonowania. Metoda ta po-
zwala przewidywaé sposoby wigzania oraz powi-
nowactwo ligandu do miejsca wigzacego recepto-
ra bialkowego, co umozIliwia prognozowanie takze
interakcji miedzy nowymi celami molekularnymi
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aznanymi juz lekami. Ograniczenia tej metody wy -
nikaja z potrzeby dysponowania tréjwymiarowymi
strukturami, zaréwno zwigzku bedacego ligandem,
jak i receptora, czyli celu molekularnego. Obecnie
struktury wielu istotnych biologicznie bialek nie
sa do konica poznane, np. cale rodziny receptoréw
sprzezonych z bialkiem G (GPCRs, protein-coupled
receptors), ktore stanowia atrakcyjny cel moleku-
larny wielu lekéw wprowadzonych do lecznictwa.
Pulapke moga stanowic takze wyniki falszywie do-
datnie, bedace efektem nieprawidlowo przeprowa-
dzonego modelowania oddzialywari na poziomie
atomowym i bledow w strukturach receptoréw [6].

Analiza dzialan niepozadanych

Ciekawa metodologia repozycjonowania lekéw
jest metoda Drug Repositioning based on the Side
Effectome (DRoSES). Opiera si¢ ona na koncepcji, ze
dzialania niepozadane i wskazania dla danego leku
sa mierzalna, behawioralng i fizjologiczna zmia-
na pojawiajaca sie w odpowiedzi na leczenie da-
nym lekiem. Jesli leczenie dang substancja czynna
i sama choroba daja podobne objawy niepozadane,
wskazywac to moze, ze podstawa wystepowania
dzialan niepozadanych i objawéw choroby jest ten
sam mechanizm (MOA mechanizm dzialania, me-
chanism-of-action). A zatem dzialania niepozada-
ne moga shuzy¢, jako marker fenotypowy dla danej
choroby. Przykladowo infekcje cytomegalowirusem
s sygnalem oslabionego ukladu immunologiczne-
go. Leki oslabiajace uklad odpornos$ciowy uzywa-
ne sa w celu zapobiegania odrzutom przeszczepow.
Z tego wynika, ze leki ktére w liScie dzialai niepo-
zadanych maja zwiekszone ryzyko infekeji cytome-
galowirusem, moga by¢ dobrymi kandydatami do
leczenia pacjentéw z przeszczepami. Przykladem
takiego leku jest methotrexate, lek przeciwnowo-
tworowy uzywany poza wskazaniami (off label use)
w transplantologii [44].

Repozycjonowanie szansg dla pacjentéw
cierpigcych na choroby sieroce

Choroby sieroce (leki stosowane w rzadkich
chorobach genetycznych, orphan drugs) dotykaja
ok 5-7% populacji. W poréwnaniu do takich cho-
réb, jak cukrzyca czy miazdzyca reprezentuja maty
rynek dla przemystu farmaceutycznego, diugo za-
niedbywany i niedoceniany [45]. Poniewaz prze-
widywany poziom sprzedazy produktéw leczni-
czych umozliwiajacych terapie rzadkich choréb
jest niski, firmom farmaceutycznym nie oplaca sie
opracowywac¢ nowych sposobéw diagnozowania
i leczenia takich schorzen. Status leku sierocego
jest zarezerwowany dla lekéw, ktére sg stosowa-
ne w leczeniu bardzo rzadkich choréb, gdzie pelny

Tom 70 - nr1o - 2014

() REPOZYCJONOWANIE LEKOW

program badan klinicznych nie zawsze jest mozli-
wy ze wzgledu na ograniczona populacje chorych
na dang chorobe, wiec badania tych lekéw nie za-
wsze moga spelnic rygory stosowane wobec po-
zostalych lekéw. Z drugiej strony, ze wzgledu na
brak innych skutecznych terapii w tych jednost-
kach chorobowych i ich bardzo powazny prze-
bieg, leki te sa pozadane na rynku. Obecnie uwaza
sie, ze choroby sieroce stanowig atrakcyjng ni-
sze dla firm farmaceutycznych. Sluzy temu oglo-
szony w 1983 r. w USA ,,Orphan Drug Act”, kt6-
rego celem bylo stworzenie dogodnych warunkéw
do prowadzenia badari i rozwoju lekéw sierocych,
stosowanych w leczeniu rzadkich choréb. Od tego
czasu wprowadzono do lecznictwa 400 lekéw le-
czacych choroby rzadkie [46]. Liczne udogod-
nienia, np. odrebny okres wylacznosci obrotu na
rynku, zmniejszenie lub zwolnienie z oplat reje-
stracyjnych, doradztwo ze strony organéw reje-
strujacych leki, granty pafstwowe i ulgi podatko-
we powiazane z kosztami poniesionymi na prace
badawczo-rozwojowe (USA), Sciezki przyspieszo-
nego dopuszczania do obrotu, automatyczny do-
step do procedury rejestracji centralnej, stanowia
zachete dla firm i sponsoréw [47]. Ponadto leki sie-
roce generuja znaczne dochody, mimo niewielkie-
go rynku. Jednym z najbardziej spektakularnych
przykladow leku repozycjonowanego do leczenia
choréb sierocych jest imatinib, zarejestrowany az
w siedmiu wskazaniach onkologicznych majacych
status choréb sierocych [48].

Repozycjonowanie
a ochrona wlasnosci intelektualnej

Niektoére duze firmy farmaceutyczne sg nie do
konica przekonane, co do warto$ci repozycjonowa-
nia jako szansy na zwiekszenie zyskéw i zwrot kosz-
téw poniesionych na badania [49]. Sredni czas wy-
laczno$ci nowego leku na rynku dramatycznie sie
skrécil, z ponad 10 lat w latach 70. XX w. do mniej
niz dwéch w latach 90., a dodatkowe wskazanie
przedluza go tylko o rok [47]. Poza tym, uzyska-
nie ochrony patentowej na dodatkowe wskazanie
jest problematyczne, nawet wéwczas, kiedy wyja-
$niony jest szczegélowo nowy mechanizm dzialania.
Duzo latwiej o patent, gdy nowo odkryta $ciezka
lek-cel molekularny-choroba jest unikalna. Nale-
zy jednak pamietaé, ze gdy wygasa juz ochrona pa-
tentowa wynikajaca z pierwotnego wskazania, a na
rynku dostepne sa leki generyczne, nawet patent na
dodatkowe wskazanie nie daje gwarancji, ze leka-
rze nie beda stosowac taiiszych generykéw off label
iw ten sposéb uszezuplaé zyskéw firmy [49]. Innym
problemem jest brak ekspertéw, ktérzy w fachowy
i rzetelny sposéb potrafiliby rozstrzygnac¢ wszel-
kie niejasnosci w zakresie formalnych aspektéw
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ochrony wilasnosci intelektualnej i przemystowej
w obszarze repozycjonowania lekéw [50].

Podsumowanie

Repozycjonowanie lekéw stanowi odmienng
strategie poszukiwania nowych terapii, duzo tan-
szg i obarczong mniejszym ryzykiem niepowodze-
nia niz poszukiwanie lekéw de novo. Kluczem do
sukcesu repozycjonowanego leku jest pewnos¢,
ze nowe wskazanie bedzie zaspokajato catkowi-
cie odmienne potrzeby zdrowotne pacjentéw i nie
bedzie stanowic¢ konkurencji dla wskazania pier-
wotnego. Ten sposéb poszukiwania wartoscio-
wych lekéw niesie ze soba duzo korzysci, zaréw-
no dla firm farmaceutycznych, jak i dla pacjentéw,
zwlaszcza cierpigeych na choroby rzadkie lub za-
niedbywane. Otwiera ponownie drzwi rynku far-
maceutycznego dla wielu substancji biologicznie
czynnych, ktére z réznych powodéw nigdy nie
mialyby szansy by¢ ponownie stosowane w tera-
pii, tak jak np. thalidomide. Nowoczesne repozy -
cjonowanie to systematyczny, oparty na wiedzy
proces, ktéry korzysta z dobrodziejstw nowocze-
snej bio- i chemoinformatyki, cho¢ wymaga réw-
niez badan in vitroiin vivo. Nie zawsze koriczy sie
sukcesem, ale na pewno jest przysztoscig i szan-
sa zaréwno dla rynku farmaceutycznego, jak i dla
pacjentow.

no: 2014.08.04 - Zaakceptowano: 2014.08.

PiSmiennictwo

1. U.S. Department of Health & Human Services, National Institutes of
Health. Rescuing and Repurposing Drugs. http://www.ncats.nih.
gov/research/reengineering/rescue-repurpose/rescue-repurpose.
html (stan z 29.12.2013).

. Adams C.P,, Brantner V.V.: Estimating the cost of new drug develop-
ment: Is it really 802 million dollars? Health Aff. 2006, 25: 420-28.

. DiMasi J.A., Hansen R.W., Grabowski H.G.: The price of innovation:
new estimates of drug development costs. J. Health Econ. 2003, 22:
151-85.

4. Rybiniski K.: Raport zespotu ekspertéw Uczelni Vistula w Warsza-
wie. Lider projektu: Raport go global! Polish Pharma. Raport o in-
nowacyjnosci polskiego sektora farmaceutyczno-medycznego.
http://headmaster.pl/wp-content/uploads/polpharma-1.pdf (stan
729.12.2013).

. Jarvis L.M.: Teaching an old drug new tricks. Chem. Eng. News 2006,
84:54-5.

. Dudley J.T., Deshpande T., Butte A.J.: Exploiting drug-disease re-
lationships for computational drug repositioning. Brief Bioinform.
2011, 12:303-11.

. Cavalla D.: Retrospective clinical analysis for drug rescue: for new in-
dications or stratified patient groups. Drug Discov. Today 2012, 17:
104-9.

. Reilly T., Yost N.: Drug repositioning. Res. Dev. Strat. Drug Discov.
2006, 2: 10-2.

. Sanseau P.: Computational methods for drug repurposing. Brief. Bio-
inform. 2011, 12: 301-2.

10. Ashburn T.T., Thor K.B.: Drug repositioning: identifying and deve-
loping new uses for existing drugs. Nat Rev Drug Discov. 2004, 3:
673-83.

11. Novac N.: Challenges and opportunities of drug repositioning. Trends
Pharmacol. Sci. 2013, 34: 267-72.

12. Ladizinski B., Shannon E.J., Sanches M.R., Levis W.R.: Thalidomide
and analogues: potential for immunomodulation of inflammatory

N

w

w

o

~

®

©

13.

14.

15.

16.

18.

19.

20.

2

—

2

N

23

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3

—

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4

jun

42.

and neoplastic dermatologic disorders. J. Drugs Dermatol. 2010, 9:
814-26.

McMahon C.G.: Dapoxetine: a new option in the medical manage-
ment of premature ejaculation. Ther. Adv. Urol. 2012, 4: 233-51.
Khidhir K.G., Woodward D.F., Farjo N.P. et al.: The prostamide-rela-
ted glaucoma therapy, bimatoprost, offers a novel approach for tre-
ating scalp alopecias. FASEBJ. 2013, 27: 557-67.

Kang H., Kauh J.S.: Chemotherapy in the treatment of metastatic ga-
stric cancer: is there a global standard? Curr. Treat. Options Oncol.
2011, 12:96-106.

Li Y.Y., Jones S.J.M.: Drug repositioning for personalized medicine.
Genome Med. 2012, 4: 27-41.

. McCook A.: FDA Okays Everolimus for Rare Type of Pancreatic Can-

cer. http://www.medscape.com/ viewarticle/742274?src (stan
728.01.2014).

FDA Center for Drug Evaluation and Research. Approval package for
Wellbutrin Tablets. http://www.fda.gov/cder/foi/nda/96/018644a
s010_s012_s013pdf (stanz 29.01.2014).

Batchu R.B., Gruzdyn O.V., Bryant C.S. et al.: Ritonavir Mediated In-
duction of Apoptosis in Pancreatic Cancer Occurs via the RB/E2F-
1 and AKT Pathways. Pharmaceuticals 2014, 7: 46-57.

Broder S.: The development of antiretroviral therapy and its impact
on the HIV-1/AIDS pandemic. Antiviral Res. 2010, 85: 1-18.

. Quinn B.J.,, Kitagawa H., Memmott R.M. et al.: Repositioning met-

formin for cancer prevention and treatment. Trends Endocrin. Met.
2013, 24: 470-80.

. Warrell Ir R.P, Frankel S.R., Miller Jr W.H.: Differentiation therapy

of acute promyelocytic leukemia with tretinoin (all-trans-retinoic
acid). NEJM 1991, 324: 1385-93.

. Cohen J.L.: Enhancing the growth of natural eyelashes: the mecha-

nism of bimatoprost-induced eyelash growth. Dermatologic Surge-
ry 2010, 36: 1361-71.

Sekhon B.S.: Repositioning drugs and biologics: Retargeting old/
existing drugs for potential new therapeutic applications. J. Pharm.
Educ. Res. 2013, 4: 1-15.

Liu Z., Fang H., Reagan K. et al.: In silico drug repositioning - what
we need to know. Drug Discov. Today 2013, 18: 110-15.

Sardana D., Zhu C., Zhang M. et al.: Drug repositioning for orphan
diseases. Brief Bioinform. 2011, 12: 346-56.

Hopkins A.L.: Drug repositioning for orphan diseases. Nat. Biotech-
nol. 2007, 25: 1110-11.

Yildirim M.A., Goh K.I., Cusick M.E. et al.: Drug-target network. Nat.
Biotechnol. 2007, 25: 1119-26.

Brehmer D., Greff Z., Godl K. et al.: Cellular targets of gefitinib. Can-
cer Res. 2005, 65: 379-82.

Mljin K., Ketola K., Vainio P. et al.: High-throughput cell-based scre-
ening of 4910 known drugs and drug-like small molecules identifies
disulfiram as an inhibitor of prostate cancer cell growth. Clin. Can-
cer Res. 2009, 15: 6070-78.

. Torio F., Bosotti R., Scacheri E. et al.: Discovery of drug mode of ac-

tion and drug repositioning from transcriptional responses. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107: 14621-26.

Lamb J., Crawford E.D., Peck D. et al.: The Connectivity Map: using
gene-expression signatures to connect small molecules, genes, and
disease. Science 2006, 313: 1929-35.

Paper W.: Knowledge-based drug repositioning to drive R&D pro-
ductivity. http://thomsonreuters.com/business-unit/science/sub-
sector/pdf/knowledge-based-drug-repositioning-to-drive-rd-
productivity.pdf (stanz 18.01.2014).

Yang Y., Adelstein J., Kassis A.L: Target discovery from data mining
approaches. Drug Discov. Today 2009, 14: 147-54.

Andronis Ch., Lekka E., Deftereos S.N. et al.: Literature analysis for
systematic drug repurposing: a case study from Biovista. Drug Di-
scov. Today: Ther. Strateg. 2011, 8: 103-8.

Spasic I., Ananiadou S., McNaught J., Kuma A.: Text mining and on-
tologies in biomedicine: making sense of raw text. Brief. Bioinform.
2005, 6: 239-51.

Agarwal P, Searls D.B.: Can literature analysis identify innovation
drivers in drug discovery? Nat. Rev. Drug Discov. 2009, 8: 865-78.
Weeber M.J., Kors A., Mons B.: Online tools to support literature-ba-
sed discovery in the life sciences. Brief. Bioinform. 2005, 6: 277-86.
Yao L., Zhang Y., Li Y. et al.: Electronic health records: Implications
for drug discovery. Drug Discov. Today 2011, 16: 594-9.

Wiens M., Etminan M., Gill S.S., Takkouche B.: Effects of antihyper-
tensive drug treatments on fracture outcomes: a meta-analysis of ob-
servational studies. J. Intern. Med. 2006, 260: 350-62.

. Eckert H., Bajorath J.: Molecular similarity analysis in virtual scre-

ening: foundations, limitations and novel approaches. Drug Discov.
Today 2007, 12: 225-33.

Keiser M.J., Setola V., Irwin J.J. et al.: Predicting new molecular tar-
gets for known drugs. Nature 2009, 462: 175-8.

586

Tom 70 - nri1o - 2014 i@



) REPOZYCJONOWANIE LEKOW

43.

44.
45.

46.

i@ Tom 70 - nr1o - 2014

Wei G., Twomey D., Lamb J. et al.: Gene expression-based chemical
genomics identifies rapamycin as a modulator of MCL1 and gluco-
corticoid resistance. Cancer Cell 2006, 10: 331-42.

Yang L., Agarwal P.: Systematic drug repositioning based on clinical
side effects. Plos One 2011, 6: 28025-9.

Melnikova I.: Rare diseases and orphan drugs. Nat. Rev. Drug Discov.
2012,11:267-8.

America’s biopharmaceutical research companies, Rare diseases.
A report of orphan drugs in the pipeline. http://www.phrma.org/
sites/default/files/pdf/Rare_Diseases _2013.pdf (stanz 24.01.2014).

47.
48.

49.

50.

Bochenek T.: Nowiny Lekarskie 2013, 82: 338-42.

Novartis Pharmaceuticals Corporation. GLEEVEC (imatinib mesyla-
te) tablets for oral use. http://www.pharma.us.novartis.com/pro-
duct/pi/pdf/gleevec_tabs.pdf, 22. 01. 2014 r. (stan z 22.01.2014).
Agres T.: New life for old drugs. Drug Discovery & Development,
http://www.dddmag.com/articles/2011/07 /new-life-old-drugs
(stanz29.01.2014).

Oprea T.I., Bauman J.E., Bologa C.G. et al.: Drug repurposing from
an academic perspective. Drug Discov Today: Ther. Strateg. 2011, 8:
61-9.

587



