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Wstep

Test Amesa jest jednym z referencyjnych krétko-
terminowych testéw przesiewowych in vitro, ktéry
stuzy do oceny potencjalnych wlasciwosci mutagen-
nych réznorodnych czynnikéw, zaréwno fizycz-
nych, jak i chemicznych.

Test Amesa polega na ocenie zdolnosci wywo-
tywania przez badany zwiazek mutacji powrotnej
w komoérkach auksotroficznych mutantéw Salmo-
nella typhimurium. Komorki bakteryjne, w ktérych
wystapila mutacja powrotna, w przeciwienstwie
do komérek mutantéw S. typhimurium, wykazu-
ja zdolnos$¢ do rozmnazania i tworzenia kolonii na
podiozu minimalnym, niezawierajacym histydyny.
Potwierdzeniem mutagennego dzialania zwigzku
jest wywolanie przez niego co najmniej dwukrot-
nego wzrostu liczby rewertantéw w stosunku do
liczby rewertantéw spontanicznych, powstajacych
W sposéb naturalny. Dodatkowym potwierdzeniem
wiasciwosci genotoksycznych jest wykazanie zalez-
nosci typu: stezenie-odpowiedz, tzn. gdy ze wzro-
stem stezenia badanego zwigzku wzrasta liczba re-
wertantéw his* na plytce.

Standardowy test Amesa wykonany zgodnie
z procedurg opisang przez Maron i Amesa i wy-
tycznymi OECD 471 jest badaniem kosztownym, ze
wzgledu na duza ilo$¢ zuzywanych podléz i plytek,
oraz czasochlonnym [1].

Mikroplytkowy test Ames MPF™ Penta I firmy
Xenometrix, zgodnie z o$§wiadczeniem wytworcy,
wymaga mniejszego nakladu pracy, co najmniej
3 razy mniejszego zuzycia odezynnikéw i 6 razy
mniej materialéw niz standardowy test Amesa.

i@ Tom 70 - nr6-2014

Evaluation of the usefulness of microplate Ames test MPFTM Penta

1in comparison with a test performed according to the standard method
OECD 471 - Ames test is one of the reference short-term in vitro
screening tests, used to evaluate the mutagenic potential of various
factors, both physical and chemical. The aim of the study was to compare
the mutagenic activity of selected compounds in the standard Ames test
according to OECD 471 and in a microplate Ames test MPF™ Penta I, and to
evaluate the feasibility of using the microplate test in the research carried
out at the National Medicines Institute. The standard Ames test used in
our laboratory is a method certified by the Polish Accreditation Centre

(AB 774) and the EDQM (EDQM/MJA-032).

Keywords: mutagenic activity, Ames test, OECD 471, microplate Ames test
MPF™ Penta I.

© Farm Pol, 2014, 70(6): 295-298

Mozliwo$¢ wykonania odczytu wynikéw w spo-
s6éb automatyczny, jak réwniez dostepnos¢ opro-
gramowania do opracowania wynikéw zmniejszaja
zakres bledu wynikajacy z subiektywnej oceny te-
stu przez analityka. Dane literaturowe zawieraja-
ce interpretacje wynikéw uzyskanych w tescie mi-
kroptytkowym oraz w standardowym tescie Amesa
nie w pelni spelniaja wymagania normy PN EN ISO
17025 w zakresie oceny przydatnosci danej meto-
dy do stosowania [2-5].

Celem badan bylo poréwnanie aktywnosci
mutagennej wybranych zwigzkéw w standardo-
wym tescie Amesa i teScie mikropltytkowym Ames
MPF™ Penta I oraz ocena mozliwosci stosowania te-
stu mikroplytkowego w badaniach prowadzonych
w Narodowym Instytucie Lekéw - Narodowym
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temperatura
przechowywania
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Laboratorium Kontroli Produktéw Leczniczych,
Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych.
Standardowy test Amesa jest w naszym laborato-
rium metoda akredytowang przez Polskie Centrum
Akredytacji (AB 774) oraz posiada atestacje Europe-
an Directorate for the Quality of Medicines (EDQM/
MJA-032). Zgodnie z wymaganiami normy PN EN
ISO 17025 wprowadzenie nowej metody badaw-
czej wymaga badari poréwnawczych, wykonywa-
nych metoda referencyjna, i wykazania przydatno-
$ci stosowania metody w danym laboratorium [6].

Material i metody

Material badany:

W badaniach wykorzystano zwiazki, ktérych
aktywnos¢ mutagenna jest znana i potwierdzona
w standardowym tescie Amesa [1, 7, 8]. Zwiazki te
zazwyczaj sg stosowane jako kontrola pozytywna
aktywnosci mutagennej:

4-nitro-1,2- fenylodiamina (NPD) (Merck),

N-tlenek 4-nitrochinoliny (NQNO) (Sigma),

2-aminofluoren (2-AF) (Fluka),

9-aminoakrydyna (9-AAc) (Sigma).

NPD i NQNO sg to zwiazki dzialajace bezposred-
nio i niewymagajace aktywacji metabolicznej, na-
tomiast dzialanie mutagenne 2-AF i 9-AAc ujaw-
nia sie dopiero po dodaniu frakeji metabolicznej do
uktadu doswiadczalnego.

W zaplanowanych do$wiadczeniach wszystkie
zwigzki byly badane zaréwno z frakeja, jak i bez
frakeji metabolicznej, co stanowilo dodatkowa kon-
trole uktadu doswiadczalnego i mozliwos¢ poréw-
nywania wynikéw otrzymanych w obu testach.
W badaniach zastosowano wybrane zwigzki w ste-
zeniach ponizej i powyzej stezenia stosowanego
w standardowym tescie Amesa [1, 7].

test mikroptytkowy AMES

przygotowanie ekspozycja hodowli

w ciggu nocy testu w 24-studzienkowej ptytce
wa— ocloeloey
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37°C, 90 min, 250 rpm
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Rycina 1. Skrécony schemat wykonania testu mikroplytkowego Amesa
MPF™ Penta I [wg 11]
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Stezenia badanych substancji przygotowano
w taki sposob, aby stezenie w mieszaninie reakeyj-
nej w obu testach bylo jednakowe.

Bakterie: Salmonella typhimurium, szczepy:
TA98, TA100, TA1535, TA1537. Szczepy te sg mu-
tantami pokarmowymi wymagajacymi do wzrostu
obecnosci histydyny i biotyny.

Podloza do hodowli bakterii: podloze ptynne,
bulionowe (Nutrient Broth Oxoid); minimalne pod-
loze agarowe (Bacto Agar Difco z dodatkiem soli
Vogel-Bonner oraz 40% glukozy); agar pélplynny
- powierzchniowy (Bacto Agar - Difco), stosowa-
ne w plytkowym tescie Amesa lub podloza dostar-
czone w zestawie do testu Ames MPF™ Penta I do
oceny mutagenno$ci w formacie mikroplytki fir-
my Xenometrix.

Frakcja S9 mix

W doswiadczeniach z aktywacja metaboliczng
badany zwigzek i komdrki bakteryjne inkubowano
w obecnosci frakeji S9 firmy MP Biomedicals, Inc.
lub frakcji S9 dofgczonej do zestawu testu mikro-
plytkowego Ames MPF™ Penta I. Frakcja S9 zawie-
ra aktywne enzymy zdolne do wywolania przemian
biochemicznych badanych substancji.

Standardowy test Amesa

Ocene mutagennego dziatania wybranych zwiaz-
kéw wykonano w oparciu o: referencyjny test Ame-
sa zgodnie z wytycznymi OECD 471 Guideline for
testing of chemicals, Bacterial Reverse Mutation
Test oraz zgodnie z oryginalng procedura zapropo-
nowang przez Maron i Amesa [1, 8].

Testowe szczepy hodowano w pozywce plynnej,
bulionowej, przez 18 godz., w fazni wodnej o tem-
peraturze 37°C z wytrzasaniem. 0,1 ml hodow-
li bakterii i 0,1 ml substancji badanej w odpowied-
nim stezeniu dodawano do 2 ml pétptynnego agaru
powierzchniowego zawierajacego 0,05 mM biotyny
10,05 mM histydyny i wylewano na plytke z mini-
malnym podlozem agarowym. Do oznaczen z akty-
wacja metaboliczna do mieszaniny reakcyjnej do-
dawano po 0,5 ml frakcji S9 mix. Po 48-72 godz.
inkubacji w temperaturze 37°C zliczano kolonie re-
wertantéw his* na plytkach.

Wyniki testu przedstawiono jako $rednig liczbe
kolonii (z dwdch niezaleznych doswiadczert wyko-
nanych w trzech powtérzeniach) histydynonieza-
leznych rewertantéw na plytce.

Zgodnie z przyjetymi kryteriami w odniesieniu do
tego testu - testowana substancja jest oceniana jako
mutagenna, jezeli powoduje co najmniej podwoje-
nie liczby rewertantéw his* w stosunku do kontroli
w jednym lub wiecej stezenl, w co najmniej jednym
szczepie, w obecnosci lub bez aktywacji metabo-
licznej [7, 10]. Dodatkowym potwierdzeniem mu-
tagennego dzialania substancji jest przedstawienie

Tom 70 -nr6-2014 i@
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zaleznosci typu stezenie-odpowiedz, tzn. gdy ze
wzrostem stezenia substancji badanej wzrasta liczba

Tabela 1. Poréwnanie aktywnosci mutagennej NPD i NQNO (z frakcja i bez
frakeji metabolicznej S9), uzyskanych w standardowym tescie Amesa

rewertanow his* na plytce. Za niemutagenng uwa-
za sie substancje, ktéra w zadnym ze szczepéw S.

iw mikroplytkowym tescie Ames MPF™ Penta I

typhimurium nie wywoluje co najmniej dwukrot- St W R e )
. e . . 2/ plytke(ug/ml)
nego wzrostu liczby kolonii rewertantéw w poréw-
. . .. NPD -S9 + - - + +
naniu do liczby kolonii na plytkach kontrolnych [9]. 5 (6,8) +59 . _ _ _ _
10(113,5) -S9 + + - . +
Mikroplytkowy test Amesa +59 + - - - -
Mutagennag aktywno$¢ badanych zwigzkéw oce- 20(227,0) =59 * * - * *
; : : : . +59 + - - + +
niono, stosujac zestaw w formacie mikroplytki Ames prerp o«
MPE™ Penta I, firmy Xenometrix. Test przeprowa- (4540) :Sg : : ' : :
dzono zgodnie z instrukeja producenta testu [11].  gy(geg) 5o . p ; " "
Testowe szczepy hodowano w pozywce buliono- +59 + + + * +
wej, w objetosci 10 ml, przez 18 godz., w lazni wod- 160 (1816,0) =59 T T *
nej o temperaturze 37°Cz wytrzasaniem, a nastep- oo +§9 ! ! ! ! !
nie zawieszono w podlozu do ekspozycji i rozlewano 0? (11) :Sg - - B B '
po 240 pl do kazdego dotka, 24-dotkowej plytki za- 0,25(2,8) Zso N N z z N
wierajacej substancje w badanym stezeniu, w obje- +59 - - - - -
tosci 10 pl/dolek. Plytki inkubowano przez 90 min ~ 05(57) -$9 * * - - +
w temperaturze 37°C z wytrzasaniem. Po inkubacji e - - - - *
dodano do kazdego dolka 2,8 ml podioza wskazni- ~ *”° (®:3) :g: . " B i} X

kowego. Nastepnie przenoszono po 50 pl zawarto-
$ci dotka, w odpowiednim stezeniu, do 48 dotkéw
w plytce 384 -dotkowej. Dla kazdego szczepu wyko-
nano po dwa powtdrzenia. Plytki inkubowano 48-
72 godz. w temperaturze 37°C.

Komorki, w ktérych nastapila rewersja mutacji
beda zdolne do wzrostu w podlozu wskaznikowym.
W wyniku wzrostu bakterii pH podloza wskazni-
kowego obniza sie, powodujac zmiane jego barwy

* w nawiasach podano stezenia substancji badane w tescie MPF;
** stezenie toksyczne, obserwowano przerzedzenie murawy

Tabela 2. Poréwnanie aktywnosci mutagennej 9-AAc i 2-AF (z frakcja
ibez frakeji metabolicznej S9) w standardowym tescie Amesa

iw mikroplytkowym tescie Ames MPF™ Penta I

Badany zwigzek ~ Wariant Standardowy test Amesa

g/plyte(ug/mi)* 1535 1537

z fioletowej na z6ttg. Dotki o zabarwieniu z6ttym 9-AAC -59 - - - - -
okreslane sg jako dotki pozytywne. 25 (284,0) +59 - - - - -
Wzrost liczby dolkéw pozytywnych po ekspo- 50(568,0) -5 - - - * -
zycji na badany zwigzek w poréwnaniu z kontrolg "5 - - - ! -
negatywng (dla stezenia zero) oznacza, ze badany 75 (852,0) :gz - ~ ~ : -
zwiazek wykazuje dzialanie mutagenne w mikro- 100 (1136,0) Zso - - - N -
plytkowym tescie Ames MPF™ Penta I. +59 - - - . -
Dzialanie mutagenne okreslono na podstawie 2-AF -S9 - - - - -
oceny wynikéw metodami proponowanymi przez 1(11.4) +39 * - - - *
wytworce testu, tj. z uzyciem programu Calcula- 10(1136) - - s -
tion Sheet for Ames II and Ames MPF data. Ver- 5 (568,0) i: : : : : :
sion1.3 10/2006 (rycina 1). ' +59 . . - . .
100 (1136,0) -59 + - - - +

Wyniki i oméwienie +59 + + - - +

Wykonano ocene aktywnosci mutagennej wy-
branych zwiazkdéw, stosujac standardowy test Ame-
sa zgodnie z OECD 471 i mikroplytkowy test Ames
MPF™ Penta I firmy Xenometrix.

W tabelach 1 i 2 zestawiono wyniki oceny dzia-
fania mutagennego badanych zwigzkéw w zastoso-
wanych stezeniach z frakeja i bez frakeji metabolicz-
nej, uzyskanych w obu testach dla szczepéw TA98,
TA100, TA1535iTA1537.

Poréwnanie wynikéw uzyskanych w doswiad-
czeniach z NPD wykazuje brak zgodnosci pomiedzy

i@ Tom 70 - nr6-2014

* w nawiasach podano stezenia substancji badane w tescie mikroptytkowym

testami. W obecnosci NQNO zgodno$¢ odpowie-
dzi w obu testach uzyskano dla dwdéch szcze-
péw: TA1535 i TA1537. Najlepsza zgodnos¢ wy-
nikéw w obu testach uzyskano w doswiadczeniach
z 9-AAc. Réznice w odpowiedzi zaobserwowano dla
szczepu TA1535 przy dwdéch stezeniach w bada-
niach z frakcja oraz w szczepie TA1537 tylko w jed-
nym zastosowanym stezeniu.

W doswiadczeniach z 2-AF uzyskano zgodne
wyniki w obu testach jedynie dla szczepu TA98.
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Tabela 3. Ocena aktywnosci mutagennej badanych zwiazkéw

zgodnie z wynikami uzyskanymi w standardowym tescie Amesa

iw mikroplytkowym tescie Amesa MPF™ Penta I

Badany  Wariant

Standardowy test Amesa Mikroplytkowy test Amesa MPF™

zwiazek

NPD -S9 + + + + + - +
+59 + + + + ¥ _ _

NQNO -S9 + - - + + - -
+S9 - - - - + - -

9-AAc -S9 - - + - + + +
+S9 - - + - - - +

2-AF -S9 - - - - - - -
+S9 + - + + + + -

Wigkszg liczbe zgodnych wynikéw uzyskano w ba-
daniach bez frakeji metabolicznej dla szczepu TA98,
TA15351TA1537 (94%, 78%, 89%) w poréwnaniu
z wynikami uzyskanymi w badaniach z frakcja S9
(83%, 72%, 72%). Najnizsza korelacje uzyskanych
wynikéw dla badanych zwigzkéw w poréwnywa-
nych testach uzyskano dla szczepu TA100. W tym
szczepie tylko 50% wynikéw bez frakeji S9 1 67 %
z frakcja S9 bylo zgodnych w obu testach.

W tabeli 3 przedstawiono poréwnanie aktyw-
nosci mutagennej badanych zwigzkéw, uzyska-
nej przy zastosowaniu standardowego testu Ame-
saimikroplytkowego Ames test MPF™ Penta I. Jako
,»+ oznaczono te badania, w ktérych uzyskano po-
twierdzenie aktywnosci mutagennej przynajmniej
w jednym stezeniu badanej substancji. Brak takie-
go potwierdzenia okreslono jako ,,-”. Stwierdzono
100% zgodnos¢ wynikow uzyskanych w badaniach
z zastosowanymi zwigzkami w obu testach, zaréw-
no w badaniach z frakcja i bez frakcji metabolicz-
nej, dla szczepu TA98. Dla pozostalych szczepéw:
TA100, TA1535, TA1537 uzyskano potwierdzenie
zgodnosci wynikéw odpowiednio na poziomie 70%
dla szczepu TA100 oraz 40% i 60% odpowiednio dla
szczepu TA15351 TA1537.

Poréwnujgc wyniki aktywno$ci mutagennej
uzyskane w standardowym tescie Amesa i mikro-
plytkowym tescie Ames MPF™ Penta I, stwierdzo-
no rézny poziom ich zgodnosci, zalezny od zasto-
sowanego szczepu i ukltadu doswiadczalnego, tj.
z lub bez frakcji metabolicznej S9. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna wnioskowad, Ze roz-
biezno$ci wynikaja z trudnosci w interpretacji wy-
nikéw uzyskanych w tescie Ames MPF™ Penta I.
Brak pozytywnych dotkéw na plytce moze sugero-
wac zaréwno brak odpowiedzi ze strony stosowa-
nego szczepu bakteryjnego, jak réwniez brak komé-
rek bakteryjnych w badanym dotku, spowodowany
nieréwnomiernym rozkladem drobnoustrojéw lub
toksyczno$cia badanego zwiazku w danym steze-
niu. Test ten nalezy zatem poprzedzi¢ badaniem
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cytotoksycznosci zwigzkéw, co jest réwniez sugero-
wane przez wytworce testu. Koniecznosé wstepnej
oceny dzialania cytotoksycznego badanych zwiaz-
kéw wydtuza czas uzyskiwania wynikéw i zwiek-
sza koszt testu, co czyni go znacznie mniej konku-
rencyjnym w odniesieniu do testu standardowego.

W standardowym tescie Amesa toksyczno$c ba-
danych zwigzkéw moze by¢ obserwowana w trak-
cie wykonywania testu jako przerzedzenie murawy
na plytce. Problem w interpretacji wynikéw w te-
$cie mikroplytkowym stwarzalo takze okreslenie,
jaka liczba pozytywnych dotkéw odpowiada pra-
widlowej rewersji spontanicznej.

Poréwnanie wynikéw uzyskanych w obu testach
nie daje podstawy do zastgpienia standardowego te-
stu Amesa testem mikroptytkowym MPF™ Penta 1.
Stwierdzono duza rozbiezno$¢ wynikéw aktywno-
$ci mutagennej wybranych zwigzkéw w kolejnych
stezeniach, we wszystkich badanych szczepach.
Mikropltytkowy test MPF™ Penta I moze natomiast
stanowic bardzo przydatne narzedzie do wstep-
nej oceny genotoksycznosci, szczegélnie przydat-
ne we wstepnych badaniach przesiewowych nie-
znanych substancji.

Otrzymano: 2013.11.16 - Zaakceptowano: 2014.03.03
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Wstep

Nowoczesny styl zycia proponowany przez die-
tetykoéw i lekarzy w swoich zaleceniach zawiera
spozycie jak najmniejszej ilosci alkoholu lub jego
zupelny brak w diecie. Spoleczeristwo polskie two-
rzy szereg mitéw na temat picia, a wiele oséb, usi-
tujac usprawiedliwi¢ wypijane ilosci, buduje nowa
ideologie, tltumaczaca istniejacy fakt spozywania lub
naduzywania substancji.

Mianem alkoholu nazywane sa zwiazki orga-
niczne, ktére w swym skladzie posiadaja jedna lub
wiecej grup hydroksylowych polgczonych ato-
mem wegla [1]. W momencie wprowadzania sub-
stancji do organizmu czlowieka w niewielkich ilo-
$ciach nie powoduje ona widocznych zmian. Jesli
czynno$¢ ta bedzie systematycznie powtarzana lub
w przypadku szczegdlnej wrazliwosci organizmu,
nawet niewielka ilos¢ alkoholu moze stanowic pro-
blem [2].

Alkoholizm to bardzo wstydliwy problem, dla-
tego czesto towarzyszy mu stwierdzenie ,,wlasne
brudy pierz we wlasnym domu”. Jest to najbardziej
nieodpowiednie skojarzenie z problemem, ktéry
niszezy cala rodzine [3]. Czesto mamy do czynie-
nia ze zjawiskiem ,,dwéch basenéw”, gdzie w jed-
nym z nich jest osoba uzalezniona, a w drugim jego
rodzina. W momencie gdy alkoholika zalewa woda,
jego najblizsi, idgc mu na pomoc, zabierajg wode
z jego basenu do swojego i tym sposobem zalewa-
ja takze siebie. Tymczasem najprostszym, ale zara-
zem najtrudniejszym rozwiazaniem, jest opuszcze-
nie tych basenéw [4].

Spoleczno$é studencka jest szczegdélna grupa,
ktéra maluje swéj wizerunek na butelce alkoho-
lu. Zycie studentéw czesto obfituje w zabawy to-
warzyskie, ktérych nieodlgcznym elementem sta-
je sie alkohol. Ma on wiele znaczen: jest spozywany,
aby rozluzni¢ kontakty miedzyludzkie, zwigkszy¢

The phenomenon of alcohol abuse among students Alcohol abuse

is a phenomenon observed more frequently among younger age groups.
Addictive substance is alcohol, which can lead to negative health

effects of dietary recommendations because they contain the smallest
of its quantity. Despite the broad group of addicts, alcoholism is more
embarrassing problem, which according to the generally prevailing social
regulations, must cope alone. Sometimes admitting to the abuse or the
realization of his addiction is a difficult step, which most often alcoholics
can not do solely with their own means. Which most alcoholics are unable
to do so only with their own means.

The aim of the study was to detect the phenomenon of alcohol

abuse among students, to know the frequency of consumption and
consequences for the human body, and drinking styles characterizing
individuals and types of alcohol.

The research was conducted among students of Medical University
in Lublin. The group consisted of 145 people, of whom 59% were
women, the remaining 41% of men. Age range of respondents
included students from 19 to 26 years. Research tool was

a questionnaire containing the outside of his own design questions,
questions about the nature, manner and style of consumption of
alcoholic substances.

Among the group of students subject to testing 95% reported alcohol
consumption, the remaining 5% are abstainers. Wypijania incidence of
alcoholic beverages was mostly determined by okreslnikéw: common
(37%) and rare (36%). Most (87%) and most (76%) wypijanym alcohol
was beer.

Most students do not shun alcoholic beverages. They are often present
at social events and clubs. Although consumption of large quantities of
alcohol, students do not perceive themselves to the negative effects of his
abuse, but some are drinking dangerously.

Keywords: alcohol, addiction, drinking styles.
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odwage i zmniejszy¢ dystans, pozwoli¢ zapomniec
o problemach lub po prostu jego celem jest wpro-
wadzenie dobrej zabawy.
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Cel, material i metoda badawcza

Gléwnym celem przeprowadzonych badan byto
wykrycie wystepowania zjawiska naduzywania
alkoholu wsréd studentéw, poznanie czestosci
jego spozywania i skutkéw dla organizmu czlo-
wieka, a takze styléw picia charakteryzujacych
poszczegdlne jednostki i rodzajow spozywane-
go alkoholu.

Badania zostaly przeprowadzone wéréd studen-
tow Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Grupa
liczyla 145 oséb. Przedzial wiekowy badanych stu-
dentéw zawieral sie od 19 do 26 lat. Responden-
ci byli studentami kierunkéw: zdrowie publiczne,
ratownictwo medyczne, farmacja i stomatologia.
Wiekszo$¢ z nich pochodzila z miasta (73 %), pozo-
stali byli mieszkanicami wsi (27 %).

Narzedziem badawczym byla ankieta wilasnej
konstrukeji, ktora zawierata 24 pytania. Dotyczy-
ly one czesto$ci spozywania alkoholu, jego rodza-
ju, miejsca, gdzie najczesciej jest wypijany, a takze
stylow picia i nastepstw naduzywania tej substanciji.

Wyniki

Badaniem dotyczacym naduzywania alkoho-
lu i okresleniem stylow jego spozywania zostato
objetych 145 0s6b, wsréd ktérych 85 (59%) sta-
nowily kobiety, pozostala liczba respondentéw
(60 0s6b) to mezezyzni - 41%. 62% ankietowa-
nych bylo studentami w wieku od 19 do 20 lat,
30% zawieralo si¢ w przedziale wiekowym miedzy
21 a 23 lata, pozostali (8%) byli w wieku od 24 do
26 lat. Zapytani o miejsce zamieszkania: w 73%
deklarowali miasto, 27% wymienialo wies. Spo-
$réd ogoétu studentéw poddanych badaniu: 13%
studiowalo zdrowie publiczne, 42% ratownictwo

Tabela 1. Spozywanie alkoholu a plec¢ respondentéw

Czy spozywasz alkohol?
Mezczyzna
Tak liczebnos¢ 82 55 137
% z czy spozywasz alkohol? 59,9% 40,1% 100,0%
% z pte¢ 96,5% 91,7% 94,5%
% z ogotem 56,6% 37,9% 94,5%
Nie liczebnos¢ 3 5 8
% z czy spozywasz alkohol? 37,5% 62,5% 100,0%
% z plec 35% 8,3% 55%
% z ogotem 2,1% 3,4% 5,5%
Ogotem  liczebnos¢ 85 60 145
% z czy spozywasz alkohol? 58,6% 41,4% 100,0%
% z pte¢ 100,0% 100,0% 100,0%
% z ogétem 58,6% 41,4% 100,0%
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medyczne, 7% bylo studentami farmacji, pozo-
stale 38% to studenci kierunku lekarsko-denty-
stycznego. Wiekszosc z ankietowanych (43%) byla
studentami pierwszego roku, 37% drugiego, po-
zostala czesé grupy (19%) to studenci pierwszego
roku studiéw drugiego stopnia.

Pierwszym pytaniem skierowanym do grupy
badaweczej bylo pytanie o spozywanie alkoholu.
95% udzielilo odpowiedzi twierdzacej, co czesciej
zglaszaly kobiety (60%) niz mezezyzni (40%). Nie-
wielka cze$¢ ankietowanych (5%) byla abstynen-
tami (tabela 1). Sposrod respondentéw, ktorzy de-
klarowali picie alkoholu najwicksza czesé (37 %)
spozywala alkohol czesto, 36% rzadko, 15% spo-
radycznie, pozostate 8% bardzo czesto.

Respondenci zapytani o rodzaj spozywanego
alkoholu w wiekszo$ci wymieniali piwo (87%),
wodke (78%), wino (70%), whisky (24%), nalew-
ke (20%), w 19% spozywali alkohol wlasnej pro-
dukeji, pozostate 14% pito inny alkohol. Rodzaj
spozywanego trunku byt rézny, zalezny od pici,
co przedstawia dokladnie tabela 2. Sposréd ogétu
ankietowanych najwigksza ich cze$¢ preferowa-
la piwo (76%), co czesciej deklarowali mezezyz-
ni (80%) niz ple¢ przeciwna. W drugiej kolejnosci
uplasowala sie wodka (39%), spozywana czesciej
przez kobiety (K - 42%; M - 35%). Natomiast 34%
ankietowanych jako najczesciej wypijany alkohol
wymienialo wino, pozostali w mniejszym stopniu
deklarowali czeste wypijanie whisky (5%), inny
rodzaj alkoholu (4%), alkohol wlasnej produkeji
(3%), likier (1%) i nalewke (1%).

Czesto w otoczeniu oséb spozywajacych lub
naduzywajgcych alkohol sg osoby, ktére inicju-
ja spotkania towarzyskie. Wsréd grupy badaw-
czej 63% ankietowanych deklaruje, ze zdarza
sie im by¢ organizatorami spotkan i inicjatorami
spozywania substancji procentowych, 11% bar-
dzo czesto stwarza okazje do picia, co jest bar-
dziej charakterystyczne dla mezezyzn (K - 8%;
M - 15%), pozostali (26%) nigdy nie pelnili ta-
kiej funkcji.

Okazje do picia 57% respondentéw znajdu-
je w domu, 54% spozywa napoje procentowe na
spotkaniach towarzyskich w akademiku, pozo-
stali zabawe z alkoholem prowadza na impre-
zach plenerowych (50%) i podczas spotkan ro-
dzinnych (46%). Wréd wymienionych miejsc
spozywania alkoholu najczesciej pojawia sie klub
(49%), wynajmowane mieszkanie (32%) i dys-
koteka (28%). Dokladne zaleznosci przedsta-
wia tabela 3.

Studenci najczesciej alkohol spozywaja w gro-
nie znajomych (92%), nieliczni (1%) napoje al-
koholowe pija w towarzystwie obcych im osob.
2% ankietowanych deklaruje, ze zdarza im sie
pi¢ w samotnosci. Spozywanie alkoholu czesto
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Tabela 2. Rodzaj spozywanego alkoholu a plec¢ respondentéw

Tabela 3. Czestosc spozywania alkoholu w danym miejscu a ptec¢

Rodzaj alkoholu Ple¢
Kobieta Meiczyzna Miejsce spozywania alkoholu Ple¢
Wédka liczebnos¢ 65 48 113 Kobieta Mezczyzna
% z czy spozywasz alkohol? 57,5% 42,5% 100,0% Klub liczebnos¢ 48 3 71
% 2 phe¢ 76.5% 80.0% 77.9% % z czy spozywasz alkohol? 67,6% 32,4% 100,0%
% z ogdlem 44,8% 33,1% 77,9% %o 2 ple¢ %6,5% 38,3% 49,0%
: : - % z ogotem 33,1% 15,9% 49,0%
Piwo liczebnos¢ 3 53 126
: Stancja liczebnos¢ 31 16 47
% z czy spozywasz alkohol? 57,9% 42,1% 100,0%
% z czy spozywasz alkohol? 60,0% 34,0% 100,0%
% z pte¢ 85,9% 88,3% 86,9%
% z pte¢ 36,5% 26,7% 32,4%
% z ogétem 50,3% 36,6% 86,9%
% z ogdtem 21,4% 11,0% 32,4%
Wino liczebnos¢ 71 32 103
Akademik  liczebno$¢ 17 20 37
% z czy spozywasz alkohol? 68,9% 31,1% 100,0%
% z czy spozywasz alkohol? 45,9% 54,1% 100,0%
% z pte¢ 83,5% 53,3% 71,0%
% 2 oglem 190 1 . % z pte¢ 20,0% 333% 25,5%
Likier liczebnos¢ 20 6 26 % z ogétem 11,7% 13,8% 25,5%
% z czy spozywasz alkohol?>  76,9% B1%  100,0% 'mcli’r_ezy liczebnos¢ 1 6 Y
rodzinne
% 2 plec 23.5% 10.0% 17.9% ‘ % z czy spozywasz alkohol? 64,7% 35,3% 100,0%
% z ogéfem 13,8% 41% 17,9% % z plec 12,9% 10,0% 11,7%
Nalewka  liczebnos¢ 17 12 29 % z ogotem 7,6% 41% 1L,7%
% z czy spozywasz alkohol? 58,9% 41,4% 100,0% Dom liczebnos¢ 2 B 35
% 2 plec 20.0% 20.0% 20.0% % z czy spozywasz alkohol? 62,9% 37,1% 100,0%
% z ogétem 11,7% 83% 20,0% % zplec 55% 7% 21%
. . % z ogétem 15,2% 9,0% 24,1%
Whisky liczebnos¢ 17 18 35 g
: Dyskoteka  Liczebno$¢ 19 22 41
% z czy spozywasz alkohol? 48,6% 51,4% 100,0%
% z czy spozywasz alkohol? 46,3% 53,7% 100,0%
% z pte¢ 20,0% 30,0% 24,1%
% z pte¢ 22,4% 36,7% 28,3%
% z ogétem 11,7% 12,4% 24,1%
% z ogdtem 13,1% 15,2% 28,3%
Inny liczebnos¢ 10 17 27 - -
alkohol Imprezy liczebnos¢ 18 14 32
. % z czy spozywasz alkohol? 37,0% 63,0% 100,0% lenerowe )
whasnej 02 Y SPozy ° i ° P % z czy spozywasz alkohol?  563% 38%  100,0%
produkgji o ¢ % % %
%o z plec 11,8% 28,3% 18,6% % z ple¢ 21,2% 23,3% 22,1%
% 2 ogtem 6,9% 11,7% 18,6% % z ogdtem 12,4% 9.7% 2.1%
Inny rodzaj  liczebnos¢ 9 12 21 Inne liczebnoé 5 2 7
alkoholu : s ; ; .
Jo z czy spozywasz alkohol? 42,9% 57,1% 100,0% % z czy spozywasz alkohol? 71,4% 28,6% 100,0%
% z pte¢ 10,6% 20,0% 14,5% % z pte¢ 5,9% 33% 4.8%
% z ogotem 6,2% 8,3% 14,5% % z ogétem 3,4% 1,4% 4,8%
Nie liczebnose 2 5 ’ Nie liczebnos¢ 3 4 7
dotyczy 9 ; Ikohol? 9 9 9 dotycz:
o z Czy spozywasz alkohol? 28,6% 71,4% 100,0% yezy % z czy spozywasz alkohol? 42,9% 57,1% 100,0%
% z p+ec' 2,40/0 8,30/0 4,8°/o % z P+eé 3’50/0 6,70/0 4’80/0
% z ogotem 1,4% 3,4% 4,8% % z ogétem 2,1% 2,8% 4,8%

wiaze sie z tworzeniem charakterystycznych sty-
li picia danej osoby. Cel wypijanej substancji jest
zalezny od osobistych problemdéw i ograniczen
jednostki. Czesé studentéw (83 %) pije po to, by
osiaggnad stan relaksu i odprezenia, co skutku-
je lepsza zabawa, pozwala zapomnie¢ o dotych-
czasowych niepowodzeniach i zdystansowac sie
wzgledem nich. Inni (31%) w alkoholu upatruja

zerwanie z rzeczywistoscig i osiagniecie ,stanu
blogosci”. Pozostali po spozyciu zyskuja odwage
(10%) i o$mielaja sie do kontaktéw towarzyskich
(17%), czes¢ z ankietowanych ,topi w szklance
smutki” (9%), a nawet poszukuja w niej przy-
jemnosci (10%), co czesciej deklarowali mez-
czyzni (15%) w poréwnaniu do plei przeciw-
nej (70/0).
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Tabela 4. Zdrowotne nastepstwa spozycia alkoholu a plec¢ respondentéw

Ple¢ Ple¢
Zdrowotne nastepstwa spozycia alkoholu o Zdrowotne nastepstwa spozycia alkoholu
Kobieta Mezczyzna Kobieta Mezczyzna
Bdl glowy liczebnos¢ 53 31 84 Jadtowstret liczebnos¢ 13 12 25
% z czy spozywasz alkohol?  63,1% 36,9% 100,0% % z czy spozywasz alkohol?  52,0% 48,0% 100,0%
% z ptec 62,4% 51,7% 57,9% % z ple¢ 15,3% 20,0% 17,2%
% z ogétem 36,6% 21,4% 57,9% % z ogétem 9,0% 8,3% 17,2%
Biegunka liczebnos¢ 3 4 7 Kotatanie serca liczebnos¢ 7 3 10
% z czy spozywasz alkohol?  42,9% 57,1% 100,0% % z czy spozywasz alkohol?  70,0% 30,0% 100,0%
% z ple¢ 3,5% 6,7% 4.8% % z ple¢ 8,2% 5,0% 6,9%
% z ogétem 21% 2,8% 4.8% % z ogétem 48% 21% 6,9%
Wymioty liczebnos¢ 13 12 25 Drzenie rak liczebnos¢ 13 9 22
% z czy spozywasz alkohol?  52,0% 48,0% 100,0% % z czy spozywasz alkohol?  59,1% 40,9% 100,0%
% z pe¢ 15,3% 20,0% 17,2% % z pte¢ 15,3% 15,0% 15,2%
% z ogotem 9,0% 8,3% 17,2% % z ogotem 9,0% 6,2% 15,2%
Bol zotadka liczebnos¢ 18 9 27 Brak liczebnos¢ 18 9 27
koncentracji :
% z czy spozywasz alkohol?  66,7% 33,3% 100,0% % z czy spozywasz alkohol?  66,7% 33,3% 100,0%
% z pte¢ 21,2% 15,0% 18,6% % z ple¢ 21,2% 15,0% 18,6%
% z ogotem 12,4% 6,2% 18,6% % z ogotem 12,4% 6,2% 18,6%
Nadwrazliwos¢  liczebnos¢ 7 2 9 Poczucie liczebnos¢ 20 11 31
na bodzce : ,rozhicia” N :
<wietlne % z czy spozywasz alkohol?  77,8% 2,2% 100,0% Jo z czy spozywasz alkohol?  64,5% 35,5% 100,0%
% z pte¢ 8,2% 3,3% 6,2% % z pte¢ 23,5% 18,3% 21,4%
% z ogétem 4,8% 1,4% 6,2% % z ogotem 13,8% 7,6% 21,4%
Nadwrazliwos¢  liczebnos¢ 12 5 17 Inne liczebnos¢ 4 0 4
na dzwiek .
% z czy spozywasz alkohol?  70,6% 29,4% 100,0% % z czy spozywasz alkohol?  100,0% 0% 100,0%
% z ptec 14,1% 8,3% 11,7% % z pe¢ 4,7% 0% 2,8%
% z ogbtem 8,3% 3,4% 11,7% % z ogotem 2,8% 0% 2,8%
Wzmozona liczebnos¢ 3 4 12 Nie dotyczy liczebnos¢ 10 8 18
potliwos¢ . - N . N
% z czy spozywasz alkohol?  66,7% 33,33% 100,0% /o 2 czy spozywasz alkohol?  55,6% 44,4% 100,0%
% z pte¢ 9,4% 6,7% 8,3% % z ptec 11,8% 133% 12,4%
% z ogétem 5,5% 2,8% 8,3% % z ogotem 6,9% 5,5% 12,4%
Pragnienie liczebnos¢ 48 40 88

nagminne ryzykowne picie. Wéréd 25% ogétu
respondentéw, ktérzy rzadko obserwuja u sie-
bie jednorazowe wypijanie duzej ilosci alkoho-
lu, wiekszo$¢ stanowila ple¢ meska (K - 18%; M
- 35%).

% z czy spozywasz alkohol?  54,5% 45,5% 100,0%

% z pte¢ 56,5% 66,7% 60,7%

% z ogtem 33,1% 27,6% 60,7%

Kazda z 0séb spozywajaca lub naduzywajaca al-
kohol posiada swéj model picia. Moga by¢ to male
dawki z duza czestoscig lub ilo§¢ przewyzszajaca
stan tolerancji organizmu. Jednorazowe wypijanie
duzych porcji alkoholu moze prowadzi¢ do powaz-
nych probleméw zdrowotnych, a nawet tragicz-
nych skutkéw naduzycia. Zjawisko ryzykownego
picia obserwuje sie u coraz mlodszych oséb.

Wsrod studentéw ten model spozywania sub-
stancji procentowych wystepuje bardzo rzadko
(35%), co czesciej deklaruja kobiety (45%) niz
ple¢ meska (22%). MezezyZni niestety dwukrotnie
czesciej niz kobiety (K - 6%; M - 12%) zaznaczaja

Drugim symptomem zbyt duzej ilosci jednora-
zowego spozycia alkoholu jest objaw ,,urwanego
filmu”. Kiedy osoba pijaca nie potrafi przypomnie¢
sobie fragmentu rzeczywistosci dnia wezorajsze-
go, a miejsce wspomnienl zajmuje ,,czarna dziura”.
Studenci zapytani o fakt wystapienia takiego zda-
rzenia w 51% zaznaczyli odpowiedZ twierdzaca.
Czesciej udzielali jej mezczyZzni (60%) w poréwna-
niu do kobiet (45%). Sposréd ogdlu grupy badaw-
czej u 28% ankietowanych zdarzylo sie by¢ pod
wplywem alkoholu na zajeciach. Natomiast 29%
studentéw laczylo leki z alkoholem, niektérzy na-
wet bardzo czesto (3%).
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Systematyczne przyjmowanie alkoholu uzalez-
nia i zmienia wielkos¢ dawki koniecznej do przy-
jecia w celu uzyskania pozadanego efektu. U 17%
ankietowanych doszto do zjawiska zwigkszenia to-
lerancji na alkohol, czyli ilo$¢ jego spozycia zwiek-
szyla sie. Natomiast u 14 % badanych doszlo do ob-
nizenia tolerancji na alkohol, a dawka potrzebna
do uzyskania oczekiwanego efektu ulegta zmniej-
szeniu.

Spozywanie niewielkiej ilosci substancji al-
koholowej nie wywotuje znacznych zmian, jed-
nak systematyczne jego przyjmowanie moze
prowadzi¢ do powaznych probleméw zdrowot-
nych. Jesli dojdzie do naduzycia, moze to skut-
kowaé bezposrednimi nastepstwami. Sposréd
nich respondenci najczesciej zgtaszajg: pragnie-
nie (61%), czesciej mezezyzni (67 %) niz kobiety
(56%), bol glowy (58%), gdzie proporcje sa od-
wrotne (K - 62%; M - 52%) i poczucie ,,rozbicia”
(21%). Dokladne proporcje dotyczace nastepstw
zdrowotnych i rozkitadu wedlug plci przedsta-
wia tabela 4.

Moment trzezwienia u osoby, ktéra naduzy-
ta alkoholu i rodzaj doznawanych emocji sg za-
lezne nie tylko od reakeji organizmu, ale i od cha-
rakteru jednostki. Najczesciej studenci wymieniali
przyjemne doznania w zwiazku z uwalnianiem
alkoholu z ciata. 67% respondentéw na drugi
dziert wspomina zabawne momenty ze wspdlne-
go ucztowania, 64% ma mile wspomnienia, 43%
nie zaluje wypitych szklanek alkoholu i $mieje sie
z tego. Dla 21% studentéw naduzycie alkoholu
prowadzi do tworzenia obietnic o dalszej absty-
nencji, co potwierdzaja obie plcie (K - 21%; M -
20%; tabela 5).

Zakazane spozywanie alkoholu czesto prowadzi
do negatywnych zachowan ze strony osoby uzalez-
nionej. Najczesciej sa to reakcje ucieczki, racjona-
lizowania picia i oszukiwania.

Wsrod studentow najezesciej przejawianymi za-
chowaniami sg: picie dla rozluznienia przed wyj-
$ciem na przyjecie, wazne spotkanie czy dyskoteke
(27%), urwane filmy (12%), picie przed polu-
dniem (7%) i powroty do spozywania alkoholu
po dluzszych przerwach abstynencyjnych (7%).
Dokladne dane z uwzglednieniem plci przedsta-
wia tabela 6.

Studenci zapytani o swéj stosunek do alkoho-
lu w wiekszosci (56%) twierdzili, Ze pija go tylko
sporadycznie i nie uwazaja siebie za osoby uzalez-
nione od tej substancji. 31 % spozywa alkohol cze-
sto, ale nie jest to wynikiem uzaleznienia. 12% nie
jest uzaleznionych, poniewaz w ogole nie spozywa
napojéw procentowych. Tylko jedna osoba (1%)
przyznala sie do tego, ze naduzywa trunkoéw i cza-
sami sama przed soba boi si¢ przyznac, ze mogla-
by by¢ uzalezniona.
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Tabela 5. Nastepstwa trzezwienia a ptec¢ respondentéw

) PRACA ORYGINALNA - FARMACJA SPOLECZNA

Rodzaj alkoholu

Wstydzisz sie swojego  liczebnos¢ 9 6 13

zachowania, o ktérym .

opowiadaja Ci Twoi % z czy spozywasz alkohol? 60,0% 40,0% 100,0%

znajomi % z pte¢ 10,6% 10,0% 10,3%
% z ogétem 6,2% 4,1% 10,3%

Masz wyrzuty sumienia, liczebnos¢ 7 5 12

ze znowu pites/tas % z czy spozywasz alkohol? 58,3% 41,7% 100,0%
% z ple¢ 8,2% 8,3% 8,3%
% z ogétem 4,8% 3,4% 8,3%

Wracaja problemy ze liczebnos¢ 2 0 2

zdwojon3 sit % z czy spozywasz alkohol?  100,0% 0% 100,0%
% z pte¢ 2,4% 0% 1,4%
% z ogétem 1,4% 0% 1,4%

Obiecujesz sobie, ze juz  liczebnos¢ 18 12 30

nie bedziesz pit/pita % z czy spozywasz alkohol? 60,0% 40,0% 100,0%
% z pte¢ 21,2% 20,0% 20,7%
% z ogotem 12,4% 8,3% 20,7%

Masz mite wspomnienia liczebnos¢ 56 37 93

z dnia wczorajszego . . . N N
o z czy spozywasz alkohol? 60,2% 39,8% 100,0%
% z pte¢ 65,9% 61,7% 64,1%
% z ogotem 38,6% 25,5% 64,1%

Nie zatujesz, ze pites/ta$  liczebnos¢ 36 27 63

| smiejesz sie 2 tego % z czy spozywasz alkohol? 57,1% 42,9% 100,0%
% z ptec 42,4% 45,0% 43,4%
% z ogotem 24,8% 18,6% 43,4%

Wspominasz zabawne  liczebnos¢ 62 35 97

:;sir:enty ze wspdinego % z czy spozywasz alkohol? 63,9% 36,1% 100,0%
% z ptec 72,9% 58,3% 66,9%
% z ogotem 42,8% 24.1% 66,9%

Inne liczebnos¢ 3 0 3
% z czy spozywasz alkohol?  100,0% 0% 100,0%
% z ple¢ 3,5% 0% 21%
% z ogdtem 21% 0% 21%

Nie dotyczy liczebnos¢ 5 7 12
% z czy spozywasz alkohol? 41,7% 58,3% 100,0%
% z pte¢ 5,9% 11,7% 8,3%
% z ogotem 3,4% 48% 8,3%

Wnhioski

W wyniku analizy przeprowadzonych badar do-
tyczacych zjawiska naduzywania alkoholu studenci
pokazali swéj styl picia i zachowania z nim zwigza-
ne. Niemal cala badana grupa to osoby, ktére de-
klarujg spozywanie alkoholu, co charakteryzuje
obie picie. Wiekszo$¢ studentéw nie jest uzaleznio-
na, pija alkohol wylacznie dla rozluzZnienia i dobrej
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Tabela 6. Rodzaj zachowania wzgledem spozywania alkoholu a ple¢ respondentéw

Rodzaj zachowania Rodzaj zachowania

Kobiety Mezczyzni

Kobiety Mezczyzni

Picie liczebnos¢ 4 4 8 Ktamstwa liczebnos¢ 1 5 6
W samotnosci dotyczace picia
%% z czy spozywasz alkohol? 50,0%  50,0%  100,0% alkoholu % z czy spozywasz alkohol? 16,7%  83,3%  100,0%
% z ple¢ 47% 6,7% 5,5% % z ple¢ 1,2% 8,3 41%
% z ogétem 2,8% 2,8% 5,5% % z ogdtem 0,7% 3,4% 41%
Picie przed liczebnos¢ 6 4 10 Powroty do liczebnos¢ 9 1 10
potudniem picia po dtugich
% z czy spozywasz alkohol? 60,0%  40,0%  100,0% przerwach % z czy spozywasz alkohol? 90,0%  10,0%  100%
% z ple¢ 7%  67%  69% abstynencyjnych o' tec 106%  17%  69%
% z ogdtem 41% 2,8% 6,9% % z ogdtem 6,2% 0,7% 6,9%
Picie dla liczebnos¢ 25 14 39 Urwane filmy liczebnos¢ 9 9 18
rozluznienia
przed wyjéciem % z czy spozywasz alkohol? 64,1% 359%  100,0% % z czy spozywasz alkohol? 50,0% 50,0%  100,0%
NAPIZVIECI®, o, plec 294%  233%  269% % 2 ple¢ 106%  150%  124%
wazne spotkanie
% z ogétem 17,2% 9,7% 26,9% % z ogétem 6,2% 6,2% 12,4%
Chowanie liczebnos¢ 3 2 5 Samodzielne liczebnos¢ 1 3 4
alkoholu i picie podejmowanie
w ukryciu % z czy spozywasz alkohol? 60,0%  40,0%  100,0% prob poradzenia % Z €2y spozywasz alkohol? 250%  750%  100,0%
% z ple¢ 35%  33%  34% sobie zalkoholem " plec 12%  50%  28%
% z ogotem 2,1% 1,4% 3,4% % z ogotem 0,7% 2,1% 2,8%
Unikanie rozméw  liczebno$¢ 0 1 1 Nie dotyczy liczebnos¢ 48 28 76
na temat swojego
picia % z czy spozywasz alkohol? 0% 100,0%  100,0% % z czy spozywasz alkohol? 63,2%  36,8%  100,0%
% z pte¢ 0% 1,7%  100,0% % z pte¢ 56,5% 46,7% 52,4%
% z ogdtem 0% 1,7% 0,7% % z ogtem 331%  193%  524%

zabawy. NajczeSciej wéréd trunkéw pojawiaja sie
piwo i wédka, ktére w gronie przyjaciél wypijane
sa w klubach lub na dyskotekach. Sporadycznie nie-
ktére z oséb pija samotnie.

Zdarza sie, ze nastepstwem upojenia alkoholo-
wego jest luka w pamieci z ubieglej nocy. Jednak
zdecydowana wiekszos$¢ nie naduzywa alkoholu
w tak ryzykowny sposéb. Najczestszymi nastep-
stwami trzezwienia sa bl glowy i uczucie pragnie-
nia. Z reguly studenci maja mile wspomnienia z dnia
wezorajszego i chetnie wspominajg te najmilsze mo-
menty, tylko dla 1/5 ankietowanych ubiegla noc

inaduzycie substancji alkoholowej jest bodZcem do
przyszlych postanowien o abstynencji.

Otrzymano: 2013.11.20 - Zaakceptowano: 2014.01.10
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) NOWE SUBSTANCJE LECZNICZE
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Wstep

Metody ochrony produktéw chemicznych, bio-
logicznych, leczniczych i zywnosciowych przed
szkodliwym dziataniem mikroorganizméw znane sg
od stuleci. Tradycyjne konserwowanie produktéw
zywnosciowych i leczniczych opiera si¢ na stoso-
waniu substancji osmotycznie czynnych, stwarza-
jacych niekorzystne warunki dla rozwoju mikroor-
ganizméw. Mechanizm tego zjawiska zwiazany jest
z fizycznym transportem wody z wnetrza komor-
ki bakteryjnej na drodze dyfuzji. Mikroorganizmy
pozbawione w ten sposéb wody, w zwiazku z zaha-
mowaniem proceséw biochemicznych zaleznych od
jej dostepu, przestaja sie prawidlowo rozwija¢ i na-
mnazaé. Doskonatym przykladem tego zjawiska jest
stosowanie cukru przy produkcji przetworéw owo-
cowych czy produktéw leczniczych w postaci syro-
pow oraz chlorku sodu (s6l kuchenna) przy konser-
wacji zywnosci.

Opisane powyzej zjawisko nie dotyczy jednak
wszystkich mikroorganizméw. Odkrycie bakterii
zyjacych w $rodowisku o wysokim zasoleniu, wy-
sokiej temperaturze czy odpornych na inne warunki
stresowe, takie jak: wysokie ci$nienie, brak wody,
kwasowe, zasadowe srodowisko, obecnos¢ szkodli-
wego promieniowania, zwrécito uwage naukoweow
na poznanie biochemicznych mechanizméw po-
zwalajacych na przezycie w ekstremalnych warun-
kach srodowiskowych [1].

i@ Tom 70 - nr6-2014

Ectoine - natural extra protectant derived from Extremophiles.

Mechanism of action and ectoine application in medical products and
cosmetics Ectoine is naturally sourced amino acid which is derived
from microorganisms living in extreme environments. Due to the specific
physicochemical properties which allow its interactions with water
molecules ectoine is used by bacteria as the proteins and cell structures
protective compound. That enables survival in the high salinity and/or high
temperature environment. Due to osmoprotective properties through non-
specific interactions with water molecules ectoine is increasingly used in
medical products and cosmetics. Furthermore, its antioxidant action makes
it frequently used compound in UV protective formulations. Patented in
the last year highly efficient ectoine production method enable to lower
the cost of production and may spread its use on the pharmaceutical
market. The main goal of this review is to sketch the molecular mechanism
of ectoine action and its protective effect on the skin and its possible
application in neurodegenerative and inflammatory diseases.

Keywords: ectoine, medical products, cosmetics.
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Jednym z mechanizmdéw pozwalajacych bakte-

riom halofilowym i halotolerancyjnym na przezy-
cie w warunkach o bardzo wysokim zasoleniu jest
akumulacja niskoczasteczkowych zwiazkéw orga-
nicznych (compatible solutes, zgodne substancje
rozpuszezone, ekstremolity), ktérych gléwnym za-
daniem jest wyréwnywanie zewnatrzkomérkowego
cisnienia osmotycznego oraz zapewnienie turgoru
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komoérkowego wyzszego niz otoczenie [1]. Odkry-
ta przez Galinskiego i wsp. w 1985 r. w halofilo-
wym fototrofie Halorhodospira halochloris (po-
przednio Ectothiorhodospira), zyjacym w Egipskiej
Dolinie Natronu (Wadi Natrun, Dolina sody natu-
ralnej), ektoina (kwas (4S)-2-metylo-1,4,5,6-te-
trahydropirymidyno-4-carboxylowy) jest jednym
z niewielu aminokwaséw produkowanych przez
mikroorganizmy, ktéry zapewnia im przezycie
w niekorzystnych warunkach (rycina 1) [2-4]. Po-
wyzsza substancja od momentu jej odkrycia zosta-
la takze wyizolowana z wielu innych Gram-dodat-
nich i Gram-ujemnych szczepéw bakterii, wlaczajac
w nie mikroorganizmy wykorzystujace w proce-
sach biochemicznych metanol oraz metylamine,
a takze metanotropy [5-8]. Te ostatnie zasluguja na
szczegdlng uwage, zwlaszcza w kontekscie udzia-
tu polskich naukoweéw w nowatorskich metodach
produkeji tego interesujacego aminokwasu. Opa-
tentowana w grudniu 2013 r. niezwykle wydaj-
na metoda pozyskiwania ektoiny z metanotropéw
wystepujacych w jednej z Lubelskich kopali we-
gla kamiennego pozwala na ominiecie kosztownej
22-etapowej drogi syntezy chemicznej i obnize-
nie kosztéw produkeji ze 188 tys. ztdo 2,5 tys. zl za
1 kg substancji [3, 9, 10]. Niespotykane wlasciwo-
$ci i szerokie spektrum potencjalnego zastosowa-
nia ektoiny sprawiaja, iz globalne roczne zapotrze-
bowanie na te substancje ze strony m.in. przemystu
kosmetycznego wynosi 75 tys. kg.

Celem niniejszej pracy jest przyblizenie wiasci-
wosci chemicznych i fizykochemicznych ektoiny
w kontekscie jej zastosowania w kosmetologii i pro-
duktach leczniczych o miejscowym dzialaniu na
skore, ktére w ostatnim czasie dostepne sg na ryn-
ku aptecznym. Przedstawimy pokrétce molekularny
mechanizm ochronnego dzialania tzw. compatible
solutes na struktury komoérkowe, biatka i kwasy
nukleinowe oraz jego efekt makroskopowy na ko-
morki skory, a takze mozliwo$c zastosowania ekto-
iny w chorobach neurodegeneracyjnych io podlozu
zapalnym (rycina 2). Biochemiczne i biotechnolo-
giczne szlaki syntezy, jak i mozliwosci ich kontroli

OH

N

Rycina 1. Struktura ektoiny
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z uzyciem czynnikéw stresowych nie s3 w obre-
bie ponizszej pracy poruszane, a zainteresowanych
czytelnikéw odsylamy do dostepnych publikacji[7,
11-13]. Przeglad pi$miennictwa do powyzszej pra-
cy zostal dokonany poprzez wyszukiwanie w bazie
danych Web of Knowledge sléw kluczowych: ecto-
ine, ectoine i cosmetology, ectoine i dermatology.

Osmoprotekcyjne dzialanie ektoiny
na poziomie czasteczkowym

Ektoina i jej hydroksypochodna nalezg do amfo-
terycznych zwigzkéw organicznych o niskiej masie
czasteczkowej, wykazujacych mozliwosci niekowa-
lencyjnego wiazania czgsteczek wody tzw. osmoli-
téw. Zwiazki tego typu sa kumulowane w komdrce
w przypadkach zwiekszonego zasolenia Srodowiska
zewnetrznego i ich stezenie w komdrce moze wa-
haé sie od kilku milimoli do 1-2 moli, w zaleznosci
od zewnetrznego ci$nienia osmotycznego. Dla wie-
lu gatunkéw bakterii obecnos¢ osmolitéw nie za-
burza proceséw metabolizmu komdérkowego i nie
powoduje efektéw ubocznych w szerokim zakresie
stezen [14-15]. Z tego powodu zwiazki te nazywa-
ne sa ,,zgodnymi substancjami rozpuszczonymi”.

Ekstensywne badania nad wyja$nieniem osmo-
protekcyjnego mechanizmu dzialania ektoiny na
makromolekuly i biatkowe struktury komérkowe
doprowadzily do zaproponowania modelu prefe-
rencyjnego wykluczenia (preferential exclusion
model). Wedlug jego zalozen ekstremolity nie znaj-
duja sie w bezposrednim sasiedztwie z powierzchnia
bialek komdérkowych, gdyz tego typu oddzialywa-
nie jest energetycznie niekorzystne. Jednak dzieki
zwiekszeniu ilodci czasteczek wody w bezposred-
nim sasiedztwie bialka, tzw. preferencyjnej hydra-
tacji, mozna zapobiec ich denaturacji, stabilizujac
czwartorzedows strukture biatka. Dodatkowo ak-
tywnos¢ enzymatyczna bialek komérkowych po-
zostaje bez zmian, gdyz nie oddzialuja one bezpo-
$rednio z ekstremolitami [16-19].

Dzialanie osmoprotekeyjne dwdéch aminokwa-
sow glicyny i ektoiny na inhibitor chymotrypsyny 2
zostalo przebadane przez Yu i wsp.oraz Foord i wsp.
[19, 20]. W badaniach NMR w przypadku wyso-
kiego stezenia glicyny zauwazono spowolnienie
procesu wymiany chemicznej pomiedzy grupami
amidowymi bialka, natomiast wyniki modelowa-
nia chemicznego (molecular dynamics) mieszani-
ny ektoina-woda wokdl czasteczki inhibitora chy-
motrypsyny 2 sugeruja, iz ektoina utrzymuje wode
na powierzchni biatka poprzez spowolnienie proce-
su dyfuzji czasteczek wody wokél czasteczki biatka
i utworzenie na jego powierzchni gestej i uporzad-
kowanej warstwy hydratacyjnej. Pozwala to stwier-
dzié, iz ektoina, chociaz nie oddziatuje bezposred-
nio z makromolekulami komérkowymi, powoduje
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Rycina 2. Molekularny mechanizm ochronnego dziatania ektoiny na struktury komérkowe

zmiane wilasciwosci fizykochemicznych rozpusz-
czalnika (wody), stabilizujac w ten sposéb, posred-
nio, czwartorzedows strukture bialek.

Suenobu i wsp., wykorzystujac metody oblicze-
niowe (molecular orbital calculations), zapropo-
nowali 10 stabilnych solwatéw ektoiny w stosunku
molowym 1:1 oraz jeden solwat w stosunku molo-
wym ektoina:woda 1:4. Wykorzystujac mozliwos¢
tworzenia wigzani wodorowych, autorzy wskazu-
ja na mozliwos¢ tworzenia solwatéw w wyzszych
stosunkach molowych. To z kolei moze wplywac
na tworzenie stabilnych wewngatrzkomérkowych
struktur supramolekularnych [21].

Struktura amfifilowa ektoiny jest dodatkowa
wlasciwoscig, ktéra moze wpltywad na stabilizacje
bialek wewngtrzkomdérkowych. Poprawa zwilzania
powierzchni makroczastek hydrofobowych w obec-
nosci jonéw obojnaczych, tzw. zwitterjonéw, moze
w tym przypadku oddzialywac na warstwe hydra-
tacyjna, stabilizujgc tréjwymiarowa konformacje
biatka [22]. Dodatkowo grupa OH w hydroksyekto-
inie wedlug jednej z teorii moze czesciowo zastepo-
wad czgsteczki wody wewnatrz komorki bakteryjnej
w przypadku niedoboréw wody, wystepujacych za-
réwno w procesach suszenia, jak i zamrazania [23].

Opisane powyzej mechanizmy zabezpieczajg ko-
morki bakteryjne przed szkodliwymi dziataniami

niektérych czynnikéw srodowiska zewnetrznego,
takimi jak: wysokie zasolenie, niedobér wody czy
podwyzszona temperatura. Sg one takze powszech-
nie stosowane przez przemyst biotechnologiczny
jako metody pozyskiwania ektoiny z komdrek mi-
kroorganizméw w celu jej pézniejszego uzycia,
gléwnie w kosmetycznych $rodkach ochronnych
stosowanych na skére.

Ochronne dzialanie ektoiny
na bialka i kwasy nukleinowe

Zaproponowane dzialanie ektoiny zwigzane
z modyfikacjg wewnatrzkomérkowych wiasciwo-
$ci wody pozostaje w zgodzie z doswiadczalnymi
wynikami badan nad ochronnym dzialaniem te-
goz aminokwasu na struktury bialkowe [14]. Nie
bez znaczenia w tym przypadku jest brak wpltywu
ektoiny na aktywnos¢ enzymatyczng bialek. Wy-
korzystujac informacje pozyskane podczas bada-
nia bakterii, ktére poddane stresowi termiczne-
mu zwiekszaly sekrecje ektoiny, Lippert i wsp. jako
pierwsi wykorzystali ektoing jako substancje ter-
moprotekeyjng in vitro [23]. W przeprowadzonym
badaniu termiczna inaktywacja dwéch enzymoéw,
tj. fosfofruktokinazy i dehydrogenazy mleczano-
wej, zostala podwyzszona o 14°C po zastosowaniu
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1M roztworu hydroksypochodnej ektoiny [23]. Jak
donosi Kolp i wsp., stabilizacja czwartorzedowej
struktury niektdérych bialek przez ektoine zapobie-
ga ich rozkladowi przez trypsyne i trypsynogen [ 18,
24]. Podobnie Bersch i wsp. dowiedli zwiekszona
odpornos$¢ proteolityczng przeciwcial w obecno-
$ci ektoiny [25].

Nie bez znaczenia wydaje si¢ przeciwwolnorod-
nikowe dzialanie ektoiny na struktury bialkowe.
Ma to szczegdlne znaczenie w opisanym w dalszej
cze$ci pracy dzialaniu fotoprotekcyjnym. W bada-
niu przeprowadzonym przez Andersson i wsp. wy-
kazano, iz ektoina i jej hydroksypochodna dzialaja
ochronnie na dehydrogenaze mleczanowa w przy -
padku poddania tego enzymu katalizowanej przez
metale oksydacji wolnorodnikowej [26].

Plejotropowe dzialanie ektoiny na struktury ko-
morkowe nie sprowadza sie wylacznie do bialek.
Dowiedziono, iz ektoina obniza temperature top-
nienia podwdjnej nici DNA oraz zwieksza odpornosé
temperaturows polimerazy DNA [27]. Co wigcej,
bakterie produkujace antybiotyk przeciwnowo-
tworowy - aktynomycyne D, ktérej mechanizm
dzialania polega na interkalacji z kwasami nukle-
inowymi komdérek nowotworowych, wypracowa-
ly mechanizm samoobrony przy uzyciu ektoiny i jej
hydroksypochodnej, uniemozliwiajacy interakcje
tej czasteczki z ich wlasnym DNA [28]. W badaniu
in vitro wolnorodnikowe uszkodzenie mitochon-
drialnego DNA fibroblastéw komérek skory ludz-
kiej poprzez dzialanie promieniowania UVA zostalo
czesciowo zahamowane takze poprzez stosowanie
ektoiny [29].

Dzialanie ochronne ektoiny
na komorki skéry

Opisane w poprzednich sekcjach ochronne dzia-
lanie ektoiny na komoérki bakteryjne i struktury ko-
moérkowe moze zostac z powodzeniem implemento-
wane na skore ludzka. Ze wzgledu na to, ze chroni
ona organizm przed srodowiskiem zewnetrznym,
jest w szczegdlnos$ci narazona na dzialanie szko-
dliwych czynnikéw. Efektywno$¢ warstwy rogo-
wej jako bariery zapobiegajacej nadmiernej utracie
wody moze zostac¢ zaklécona przez ekspozycje na
ekstremalne czynniki pogodowe, takie jak: mroz,
wiatr, intensywne slorice, czeste usuwanie war-
stwy lipidowej przy uzyciu mydla czy chemicznych
$rodkéw myjacych, tj. surfaktantéw. Wszystkie te
czynniki wplywaja na przyspieszone starzenie sie
skory [30, 31].

Driller i wsp. udowodnili ochronne dzialanie ek-
toiny na blone komdérkowa w tzw. tedcie czerwo-
nych krwinek. Czynnikiem stresowym w tym bada-
niu jest surfaktant, ktéry w zetknieciu z komérkami
krwi niszczy ich blone komérkowa, powodujac
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uwolnienie czerwonego barwnika, ktérego steze-
nie wskazuje na intensywno$¢ uszkodzen. Czerwo-
ne krwinki inkubowane z ektoing przed zastosowa-
niem surfaktantéw w 4 na 5 przypadkéw wykazaly
wieksza stabilnos¢ blony komdérkowej w poréw-
naniu z powszechnie znanym stabilizatorem blo-
ny komorkowej, tj. fosfatydylocholing [29, 30, 32].

Ektoina zostala réwniez poddana badaniom pod
katem jej zdolnosci fotoochronnych przed uszko-
dzeniami komérek wywolanych promieniowaniem
UV. Stosujac model skéry, wykazano, ze preinku-
bacja ekwiwalentu skory przez 24 godziny z ekto-
ing znacznie zmniejsza liczbe SBC (sun burned cells)
- uszkodzonych promieniowaniem UV keratyno-
cytow [32, 33]. Fotoochronne dzialania ektoiny
udowodniono réwniez in vivo. Stosujac przed eks-
pozycja na promieniowanie UV emulsje zawieraja-
cg 1% ektoiny, odnotowano zmniejszenie apoptozy
komoérek Langerhansa. W ten sposéb ektoina wy-
wiera immunochronny efekt, chronigc skére przed
szkodliwym dzialaniem UV [32, 34].

Co wiecej, Botta i wsp., badajac genotoksyczne
dzialanie swiatla widzialnego (400-800nm) oraz
promieniowania UVA (315-800nm) na ludzkie ke-
ratynocyty i modelu komérkowym jajnika cho-
mika chiriskiego (CHO, Chinese Hamster Ovary),
dowiédt ochronnego dzialania ektoiny przeciw-
ko obydwu typom promieniowania. W powyzszym
badaniu komérki na godzine przed poddaniem ir-
radiacji promieniowaniem o okreslonej dlugosci
fali i natezeniu inkubowane byly w roztworze ek-
toiny o stezeniu 0,025, 0,05, 0,01 mM, uzysku-
jac maksymalne dzialanie ochronne na poziomie
92,71 68,9%, odpowiednio dla $wiatla widzialne-
go i promieniowania UVA w polaczeniu ze swia-
tlem widzialnym dla najwyzszego stezenia amino-
kwasu. Jako kontrole uzyto komérek niepoddanych
napromienianiu (kontrola negatywna) oraz komo-
rek poddanych wylacznie promieniowaniu (kon-
trola pozytywna). Podsumowujac, autorzy podkre-
$lili konieczno$¢ kompleksowej formulacji kreméw
chronigcych przed promieniowaniem slonecznym
z uzyciem zwigzkéw chemicznych bedacych tzw.
wewnetrznymi skladnikami ochronnymi (inter-
nal protective compounds), takimi jak ektoina [35].

Wplyw ektoiny na wilgotnosé skory

Graf i wsp. przeprowadzili szereg badan, wy-
kazujac nawilzajace dzialanie ektoiny na komor-
ki skéry. W badaniu przeprowadzonym na ludzkiej
skorze grupy ochotnikéw udowodniono, iz ektoina
zmniejsza przeznaskorkowsa utrate wody (transepi-
dermal water loss, TEWL). Skére, na ktérg weze-
$niej podawana byla emulsja zawierajaca: 0% (pla-
cebo), 2% i 5% ektoiny, poddano dzialaniu szeroko
stosowanego detergentu, jakim jest laurylosiarczan
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sodu. Wykazano, iz wraz ze wzrostem stezenia ek-
toiny w stosowanej emulsji skdra staje sie mniej po-
datna na uszkodzenia wywolane detergentem, co
w konsekwencji chroni ja przed nadmiernym odpa-
rowywaniem wody z naskérka, nawet do 40% [36].

Kolejne badanie mialo na celu wykazanie na-
wilzajacego dzialania ektoiny oraz jej ochronne-
go dzialania w momentach naglego stresu wywola-
nego brakiem wody. W tym celu autorzy stosowali
na skdre dloni emulsje o réznej zawartos$ci ektoiny,
a nastepnie poddawali skor¢ odwodnieniu krze-
mionkg. Badanie prowadzono na pigciu ochotni-
kach, przez 7 dni. Preparat kosmetyczny zawie-
rajacy: 0% (placebo), 2% i 5% ektoiny nakladano
dwa razy dziennie, wykonujac pomiary wilgotno-
$ci przy uzyciu korneometru: przed rozpoczeciem
badania oraz po tygodniu stosowania. Nastepnie
w celu odwodnienia skéry nakladano zel krzemion-
kowy i stosowano 2-godzing okluzje, monitoru-
jac po tym czasie wilgotnosc skéry przez nastepne
24 godziny. Badanie wykazalo, ze ektoina nie tyl-
ko podnosi poziom nawilzenia, ale réwniez chroni
skore przed naglym odwodnieniem w ekstremal-
nych warunkach [36].

Wykazano réwniez, iz zastosowanie ektoiny
przedluza nawilzenie skéry nawet do 7 dni po za-
koriczeniu jej stosowania. W badaniu przepro-
wadzonym na pieciu ochotnikach przez 12 dni,
dwa razy dziennie na skore dloni nakladano pre-
parat kosmetyczny o niewielkim stezeniu ektoiny
(0,5-1%). Poziom nawilZzenia skory monitorowa-
no od 8 do 12 dnia aplikacji oraz tydzien po zaprze-
staniu aplikacji do 19 dnia trwania eksperymentu.
Pomiary przeprowadzane przy stalej temperatu-
rze i wilgotnosci powietrza (22°C i 60%) wykaza-
ly, iz po 8 dniach stosowania odnotowano znaczace
zwiekszenie nawilzenia, nawet do 200% (w poréw-
naniu z placebo), utrzymujace sie do 7 dni od za-
konczenia aplikacji [36].

Dodatkowym aspektem badania bylo poréw-
nanie ektoiny i powszechnie stosowanego $rod-
ka nawilzajacego skére - glicerolu pod wzgledem
mozliwosci tworzenia wiazani z woda przy uzyciu
symulacji dynamiki molekularnej (Molecular Dyna-
mics, MD). Symulacja wykazala, iz wigzania wody
z ektoing sg znacznie trwalsze niz wody i glicerolu,
pozwalajac na molekularne wyjasnienie obserwo-
wanego zjawiska [36].

Potencjalne dzialanie

protekcyjne ektoiny

w chorobach neurodegeneracyjnych
oraz chorobach o podlozu zapalnym

Tworzenie i odkladanie sie w tkankach agrega-
téw amyloidowych jest uwazane za jedng z przy-

czyn powstawania choréb neurodegeneracyjnych,
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tj. choroby Alzheimera, Parkinsona czy choro-
by wscieklych kréw. Dochodzi do tego wskutek
blednego/alternatywnego faldowania si¢ bialek
amyloidogennych, ktére tworza makroskopowe
widkna w warunkach stresowych, tj. podwyzszo-
nej temperaturze czy skrajnych wartosciach pH
[37]. Wykorzystujac ochronne dzialanie ektoiny
na struktury bialkowe bakterii Zyjacych w ekstre-
malnych srodowiskach, grupa pod kierownictwem
Park’a przeprowadzila szereg badan potwierdza-
jacych mozliwe zastosowanie ektoiny w prewen-
cji choréb, ktérych przyczyna jest tworzenie wié-
kien amyloidowych.

Przelomowym odkryciem bylo zahamowa-
nie procesu agregacji i tworzenia widkien insuliny
w warunkach in vitro w obecnosci roztworu ekto-
iny o stezeniu 300 mM [37]. Jako mechanizm tego
zjawiska autorzy wskazuja na synergistyczny efekt
zwiekszenia napiecia powierzchniowego roztworu
oraz preferencyjna hydratacje monomerdéw insu-
liny. W tych warunkach w celu zminimalizowania
energii wynikajacej z interakcji pomiedzy bialkiem
a czasteczkami rozpuszczalnika energetycznie ko-
rzystne dla bialka wydaje sie pozostanie w zwar-
tej sferycznej postaci zamiast formowania widkien
bialkowych [37].

Za przyczyne powstawania choroby Alzheimera,
ktéra obecnie dotyka ponad 10% oséb w wieku po-
wyzej 65 roku zycia, uwaza sie tworzenie zewnatrz-
komoérkowych plytek i wldkien amyloidowych, kto-
re odkladaja sie w tkance mézgowej. Przewazajaca
wiekszos$¢ z nich zbudowana jest z AR amyloidopep-
tydu, zbudowanego z 39-42 reszt kwasowych, przy
czym wersja zbudowana z 42 aminokwaséw (AB42)
jest szczegolnie sklonna do agregacji. Korzystajac
z antyagregacyjnych wlasciwosci ektoiny dowie-
dzionych na przykladzie czasteczki insuliny, Park
i wsp. wykazali, iz ektoina oraz jej hydroksypo-
chodna hamuja agregacje AB42 peptydu in vitro
i przez to sa dobrymi kandydatami na substan-
cje aktywne zapobiegajace chorobie Alzheimera.
Co wiecej, w tym samym badaniu dowiedziono,
iz ektoina zapobiega cytotoksycznemu dzialaniu
AB42 peptydu na komorki nerwiaka ludzkiego, kté-
re stuza jako model dla badan funkejii réznicowania
sie neuronéw. Wykazano, iz aktywnos¢ komorek
inkubowanych z roztworem 25 pM AB42 pepty-
du zmalala o 25%, podczas gdy aktywnos¢ komé-
rek inkubowanych wraz z 100 pM ektoiny zmala-
la tylko 0 3% [38].

Przyczyna powstawania choroby prionowej,
wywolujacej gabczaste zwyrodnienie mézgu, nie
jest do konica poznana. Badania wskazuja, iz istotna
role odgrywa tu potranslacyjna modyfikacja bialka
PrPc gospodarza i jego interakcje z bialkiem prio-
nowym PrPsc, ktére, pomimo identycznej budowy
chemicznej, wykazuje izomeryzm konformacyjny,
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prowadzac do polimeryzacji i tworzenia widkien
amyloidowych w tkance mdézgowej. Prowadzi to
do obumierania komdrek neuronalnych w wyniku
indukowania apoptozy oraz do proliferacji i prze-
rostu komorek glejowych. Park i wsp. wykazali, iz
ektoina moze by¢ skutecznie uzyta w calu zahamo-
wania tworzenia sie wldkien amyloidowych in vi-
tro, powstajacych w wyniku choroby prionowej.
Co wiecej, podobnie jak w przypadku AB42 pepty-
du wywolujacego chorobe Alzhaimera, ektoina ha-
muje cytotoksyczne dzialanie bialka prionowego
na komorki nerwiaka ludzkiego podczas ich inku-
bacji z mieszaning 2 pM PrP i 10 pM roztworu ek-
toiny [39].

Ektoina moze réwniez wplywac na hamowa-
nie proceséw zapalnych zachodzacych w plucach,
co zostato udowodnione w badaniach przeprowa-
dzonych przez Sydlik i wsp. Autorzy wykazali, iz
ektoina poprzez wplyw na prozapalna Sciezke sy-
gnalizacji komdrek nablonka pluc moze hamowac
powstawanie zapalenia ptuc indukowanego warun-
kami stresowymi, tj. obecnoscia nanoczastek we-
gla. Eksperyment przeprowadzono w warunkach
in vivo na szczurach, a takze in vitro na ludzkich
iszczurzych komdrkach nablonka pluc. Badanie po-
kazalo, iz wystapienie zapalenia drég oddechowych
po ekspozycji na dzialanie nanoczastek wegla i po-
daniu ektoiny wystapilo 168 godzin pézniej w po-
réwnaniu do grupy zwierzat, ktérej aminokwasu
nie podano. Podobnie jak w poprzednich przypad-
kach, efekt ochronny zalezny byt od zastosowanej
dawki [40, 41].

Abdel-Aziz i wsp., powolujac sie¢ na wczesniej-
sze doniesienia dotyczace hamowania proceséw
zapalnych przy uzyciu ektoiny, zbadali mozliwo$¢é
jej zastosowania w celu leczenia nieswoistego za-
palenia jelit (Inflammatory Bowel Disease, IBD).
IBD jest to grupa przewleklych chordéb uktadu po-
karmowego, o niejasnej patogenezie i etiologii, do
ktoérych zaliczamy m.in. chorobe Lesniowskiego-
-Crohna czy wrzodziejace zapalenie jelit. Autorzy,
przeprowadzajac badania na szczurach, postuzy-
li sie laboratoryjnym modelem choroby, wywo-
lywanym chemicznie. Jednej grupie zwierzat po-
dawano ektoine w dawce od 30 do 300 mg/kg
masy ciala, natomiast drugiej grupie standardo-
wo sulfasalazyne w dawce 300 mg/kg masy ciala.
Wyniki poréwnano z grupami kontrolnymi - po-
zytywna, ktéra nie byla poddana terapii, oraz ne-
gatywna, ktoérej nie indukowano schorzenia. Ba-
danie wykazalo, iz ektoina w optymalnej dawce
100 mg/kg masy ciala wywotuje bardzo zblizo-
ne dzialanie do sulfasalazyny stosowanej w trzy
razy wiekszej dawce. Wyniki histopatologicz-
ne, tj. powierzchnia owrzodzenia oraz tzw. colon
mass index, czyli stosunek masy jelita grubego do
masy ciala zwierzecia byly zblizone dla obydwu

terapii i statystycznie nizsze niz u zwierzat nie-
leczonych. Stezenia markeréw stanu zapalnego
(TNF-a, IL-18, PGE2, LTB4, ICAM-1), w chorobo-
wo zmienionej tkance oraz w surowicy, po zasto-
sowaniu terapii z uzyciem ektoiny i sulfasalazyny,
byly takze zblizone. Autorzy wskazuja, iz jakkol-
wiek przeniesienie wynikéw przeprowadzonych
na modelu zwierzecym do badan klinicznych jest
trudne, zastosowanie ektoiny moze torowac dro-
ge dla nowej grupy substancji leczniczych stoso-
wanych w IBD, tj. naturalnych stabilizatoréw ba-
riery jelitowej [42].

Podsumowanie

W powyzszej pracy zaprezentowano moleku-
larny mechanizm dzialania ektoiny - aminokwa-
su pozyskiwanego metodami biotechnologicznymi
z bakterii zdolnych do przezycia w ekstremalnych
warunkach $rodowiska. Substancja ta znajduje
coraz czestsze zastosowanie w ochronnych pre-
paratach kosmetycznych i $rodkach leczniczych
stosowanych na skére i blony sluzowe, szczegdl-
nie w przypadku alergii oraz atopowego zapale-
nia skéry. Ze wzgledu na silng aktywnos¢ wigzania
wody w komoree i ochronne dzialanie na biatko-
we struktury komoérkowe, ektoina moze by¢ szcze-
gblnie uzyteczna w zapobieganiu przesuszania sie
skory, ktére moze prowadzi¢ do jej przedwezesne-
go starzenia. Znajduje ona takze coraz czestsze za-
stosowanie w §rodkach chronigcych przed szkodli-
wym promieniowaniem stonecznym. Dodatkowo
wilasciwosci wplywajace na hamowanie tworzenia
widkien amyloidowych moga znalez¢ zastosowa-
nie w przyszlo$ci jako srodek zapobiegajacy choro-
bom neurodegeneracyjnym. Co wiecej, ze wzgledu
na mozliwo$¢ taiszej produkeji ektoiny moze stac¢
sie ona szeroko stosowanym skladnikiem w prepa-
ratach kosmetycznych i parafarmaceutykach, a jej
mechanizm dziatania nie powinien budzi¢ watpli-
wosci w przypadku jej wykorzystania w formula-
cjach stosowanych miejscowo na skore.
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The clinical benefits of the pleiotropic effect of simvastatin - For many
years simvastatin has been used to treat hypercholesterolemia. In vitro
and in vivo studies under simvastatin suggest other favorable actions of
this drug such as it is well known anti-inflammatory activity that helps
to maintain balance between vasoconstrictive and vasodilatatory agents
secreted by the endothelium. Another effect of simvastatin is inhibition
prenylation of cytoplasmic proteins in osteoclasts leading to impairment
of osteoclasts resorptive activity and consequently to apoptosis. This
effect may in turn affect osteoporosis progression. Simvastatin possibly
has also immunosuppressive properties as it reduces risk of allograft
rejection in heart transplant recipients. Further studies on simvastatin
may result in widening of its clinical indications and development of new
form drug technologies.

Keywords: simvastatin, osteoporosis, cardiovascular disease.

© Farm Pol, 2014, 70(6): 312-315

Wstep

Simwastatyna jest najlepiej przebadang ze
wszystkich statyn. Niezaprzeczalne jest jej dziala-
nie obnizajace poziom cholesterolu. Na skutek ha-
mowania w watrobie enzymu reduktazy HMG-CoA,
ktéry dokonuje przemiany kwasu B-hydroksy-p-
metyloglutarylowego (HMG-CoA) do kwasu me-
walonowego, skutecznie obnizajac poziom chole-
sterolu zawartego we frakcjach LDL (low density
lipoproteins -lipoproteiny o malej gestosci), VLDL
(very low density lipoproteins - lipoproteiny o bar-
dzo malej gestosci) oraz zwigkszajac ilos¢ krazacej
we krwi frakeji HDL (high density lipoproteins -
lipoproteiny o duzej gestosci). Mechanizm ten thu-
maczy sie zwiekszeniem w watrobie ilosci recepto-
réw dla lipoprotein LDL, co przyspiesza katabolizm

cholesterolu zawartego w tej frakcji [1, 2].

Jak pokazuja wyniki badan ostatnich lat, klinicz-
ny rezultat leczenia simwastatyna jest efektem nie
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tylko jej dziatania hipolipemizujgcego, ale wynika
réwniez z innych wlasciwosci tego farmaceutyku.

Niniejszy artykul wskazuje na wielokierunkowe
dzialania simwastatyny oraz wyjasnia mechanizmy
komorkowe zachodzace podczas terapii.

Terapia simwastatyna moze zmniejsza¢ prawdo-
podobienistwo wystapienia osteoporozy

Istnieje $cisla zalezno$¢ pomiedzy hipolipemi-
zujacym dzialaniem simwastatyny a jej wptywem
na komorki kosciogubne (osteoklasty). Blokowanie
kluczowego enzymu szlaku syntezy cholesterolu
obniza stezenie mewalonianu w organizmie. Me-
walonian jest prekursorem pirofosforanu farnezylu
i pirofosforanu geranylogeranylu. Brak tych jedno-
stek skutkuje uposledzona prenylacja (przylacze-
nie reszty farnezylowej lub geranylogeranylowej)
bialek cytoplazmatycznych (rycina 1). Wspomnia-
ne biatka uczestnicza w procesach komérkowych
osteoklastéw. Reguluja ich wzrost, réznicowanie,
ekspresje genéw, ruchliwosé¢, montaz cytoszkie-
letu, rozprowadzaja bialka i lipidy, transportu-
ja nukleotydy [3]. Zablokowanie prenylacji bialek
Rho, Rac, Rab, Rap, Ras powoduje w osteoklastach
hamowanie aktywnosci i sprzyja ich apoptozie,
przez co nie dochodzi do resorpcji kosci, odgry-
wajacej kluczowa role w osteoporozie [4, 5]. Sku-
teczno$c kosciotworezg simwastatyny testowano,
podajgc ja réznymi drogami: w postaci mikros-
fer wstrzykiwanych: domiesniowo, podskérnie,
dozylnie lub w postaci skafoldéw umieszczanych
w kosei, w miejscu objetym osteoporoza [ 3, 6]. Tak
dobre efekty terapii celowanej ttumaczy sie pobu-
dzeniem przez simwastatyne ekspresji genéw ko-
dujacych morfogenetyczne biatko kosci-2 (bone
morphogenetic protein 2, BMP-2) [3]. Wiadomo,
ze owo bialko indukuje réznicowanie komoérek
podscieliska szpiku w kierunku komorek koscio-
tworezych (osteoblastéw) oraz hamuje réznicowa-
nie komoérek tluszezowych (adipocytow). Badania
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Ryc. 1. Schemat obrazujacy etapy syntezy cholesterolu, miejsce dzialania reduktazy HMG-CoA i statyn oraz wynikajacy z tego efekt

dla osteoklastéw [1, 2, 3]

wskazujg, iz simwastatyna wywiera wrecz ana-
boliczny wplyw na tkanke kostng. Czy mozemy
zatem moéwié o simwastatynie jako o potencjal-
nym leku na osteoporoze? Chorobie, ktéra dotyka
kobiety bedace w okresie pomenopauzalnym lub
poddane zabiegowi wyciecia jajnikéw, co obniza
u nich stezenie estrogenu we krwi. Efektem bra-
ku tego hormonu jest zmniejszenie gestosci tkan-
ki kostnej [7]. Chunli i wspélpracownicy twier-
dza, ze simwastatyna zwieksza ekspresje genéw
kodujacych bialka budujace receptor estrogeno-
Wy a, przez co pobudza osteogeneze. W przepro-
wadzonym przez nich eksperymencie, do ktérego
zrekrutowano kobiety bedace w okresie postme-
nopauzalnym i obarczone hipercholesterolemis,
podawano codziennie doustnie 40 mg simwasta-
tyny przez 12 miesiecy. Po tym czasie zaobserwo-
wano u kobiet wzrost gestosci mineralizacji kre-
géw ledzwiowych, szyjki kosci udowej oraz kosci
udowej, odpowiednio o 2,8%, 1,0% i 0,8% [8].
Inne badanie, przeprowadzone na szczurach, kté-
rym codziennie podawano doustnie simwastatyne,
wskazuje, iz warto$¢ sily uzytej do zlamania takiej
kosci w poréwnaniu do préby kontrolnej z uzyciem
placebo jest wieksza [9].

l

P —

osteoklastow

/-w

Korzystny wplyw simwastatyny
na funkcjonowanie
srédblonka naczyn krwionosnych

Srédbtonek naczyn krwionognych pemi funkcje
naczynioprotekeyjna, wytwarzajac oraz metaboli-
zujac rézne przekazniki uwalniane w odpowiedzi
na bodzce mechaniczne i chemiczne [10]. Srédblo-
nek odgrywa zatem istotng role w utrzymaniu sta-
nu fizjologicznego. Uwalniane bowiem substancje
pelnia funkeje przeciwzapalng i zapobiegaja agre-
gacji trombocytow oraz adhezji leukocytéw, za$
tlenek azotu (NO) zapobiega obkurczaniu miesni
gladkich naczyn krwiono$nych, przez co wzrasta
szybkos¢ przeplywu krwi przez naczynie [11]. Gdy
wytwarzanie NO jest ograniczone, srédblonek wy-
dziela inng substancje, tzw. Srédblonkowy czynnik
hiperpolaryzujacy (endothelium derrived hiper-
polarizing factor, EDHF) ktéry odgrywa role kom-
pensacyjna [10].

Z drugiej strony srédbtonek naczyn moze uwal-
nia¢ peroksydanty sprzyjajace proliferacji komoé-
rek mies$ni gladkich naczyn krwionosnych i w ten
sposéb daé poczatek badz wzmagaé rozwdj blasz-
ki miazdzycowej. Zachowanie zatem korzystnego
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bilansu pomiedzy czynnikami prozapalnymi a prze-
ciwzapalnymi jest istotne w utrzymaniu fizjologicz-
nego stanu ukladu sercowo-naczyniowego [10].

Dlugo utrzymujaca sie dysfunkcja $rédblon-
ka naczyn krwiono$nych prowadzi do utworze-
nia bezposredniego kontaktu miedzy komoérkami
$rédblonka a komdérkami miesni gtadkich budu-
jacych naczynia. Taki rodzaj polaczenia zapewnia-
ja mostki miesniowo-srédblonkowe (myoendothe-
lial bridge), ktére wplywaja na: wzrost, migracje,
réznicowanie i czynnos¢ komorek, a takze biora
udzial w regulacji parakrynnej sciany naczynia [10].
Simwastatyna zmniejsza stopier adhezji komorek,
wplywajac na ekspresje genéw kodujacych adhe-
zyjne bialko komérek naczyn krwionosnych 1 (va-
scular cell adhesion protein-1, VCAM-1), miedzy-
komérkows adhezyjna molekule 1 (inter cellular
adhesion molecule-1, I-CAM-1) oraz integryne
a4B1 [12]. Ponadto, obnizajac stezenie geranylo-
geranylu, simwastatyna dezaktywuje biatko Rho,
czym ogranicza adhezje molekut do srédbtonka na-
czy1i krwiono$nych [4, 5].

Simwastatyna normalizuje réwniez odpowiedz
$rédblonka naczyn krwionosnych na acetylocholi-
ne oraz oubaing (inhibitor Na'-K'- ATPazy). Dziala-
nie to wytlumaczono uczestnictwem simwastatyny
w szlaku sygnalizacji jonéw wapnia. Simwastatyna,
poprzez zablokowanie prenylacji biatka G, blokuje
kanaly wapniowe, hamuje naplyw jonéw wapnia do
$rodka komorki, co doprowadza do relaksacji mie-
$ni gladkich naczyn krwiono$nych. Badacze twier-
dza, ze przewlekle przyjmowanie simwastatyny,
a takze podanie jej w stanach nagtych, rozkurcza
miednie srédblonka naczyn krwionosnych aorty
oraz malych aort krezki [13].

Przeciwzapalne dzialanie simwastatyny

Simwastatyna zmniejsza wytwarzanie cytokin
prozapalnych, takich jak: interleukina 6, interleu-
kina 1B, TNF-a (tumor necrosis factor - czynnik
martwicy nowotworéw), czynnik NF-«xB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activa-
ted B cells) oraz hamuje reakcje ostrej fazy wy-
wolanej przez biatko C-reaktywne. Warto w tym
miejscu nadmienié, ze statyny hydrofilowe, ta-
kie jak prawastatyna, nie wykazuja takiego dzia-
lania [14-16].

Na szczescie dysfunkeja Srodblonka jest odwra-
calna. Poprawa czynno$ci srédblonka przynosi wie-
le korzysci terapeutycznych, takich jak: stabilizacja
blaszek miazdzycowych, zwiekszenie perfuzji mie-
$nia sercowego, skrécenie przemijajacego niedo-
krwienia serca [10, 17].

Aktywnos$¢ simwastatyny chroni naczy-
nia krwionos$ne przed stanem zapalnym, poma-
ga utrzymac réwnowage pomiedzy przekaznikami

wydzielanymi przez srédblonek, przez co zapobie-
ga rozwojowi oraz odwraca patologiczne zmiany
w sercu i naczyniach krwionosnych [18].

Immunomodulujjce
dzialanie simwastatyny

Donoszono takze o korzySciach w stosowaniu
simwastatyny u oséb po przeszczepie serca. Bada-
cze twierdza, ze simwastatyna zmniejsza aktyw-
nos¢ cytokin w sercu, poprawia funkcje srédblon-
ka, ogranicza proliferacje limfocytéw T i zmniejsza
ekspresje MHC klasy II poprzez hamowanie ekspre-
sji INF-y w zaleznosci od zastosowanej dawki, co
przyczynilo sie do zmniejszenia ilo$ci odrzuconych
przeszczepow [19].

Zakonczenie

Kliniczne efekty leczenia simwastatyng zaczy -
naja nabiera¢ nowego wymiaru. Do tej pory zale-
cana w celu obnizenia poziomu cholesterolu we
krwi stanowila jeden z najcze$ciej stosowanych
lekéw w kardiologii. Obecnie wiadomo, ze prze-
ciwzapalne dzialanie simwastatyny wplywa ko-
rzystnie na funkcjonowanie srédblonka naczyn
krwionos$nych. Ponadto w zwigzku z poznaniem
mechanizméw komoérkowych zachodzacych pod-
czas terapii, zwrocono uwage, iz simwastatyna
aktywuje procesy zwigzane z ko$ciotworzeniem.
Rozwijajacy sie stan wiedzy nad simwastatyna
moze przyczynié sie do rozszerzenia jej wskazan
klinicznych, za$ na polu farmaceutycznym za-
owocowac rozwojem technologii nowych posta-
ci lekéw zawierajacych simwastatyne. W wielu
przytoczonych eksperymentach naukowcy podej-
mowali prébe otrzymania simwastatyny w formie
leku parenteralnego. Taka praktyka budzi nadzie-
je 0séb, u ktérych diugoterminowe przyjmowa-
nie simwastatyny w postaci tabletek doustnych
wywoluje rabdomiolize, jednakze dopiero dlugo-
terminowe badania moga dostarczy¢ informacji
0 wyzszo$ci stosowania simwastatyny miejscowo
lub domiesniowo nad obecnie stosowanymi tablet-
kami doustnymi [20].
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Conscience clause in pharmacy profession The right to conscientious
objection, also called the conscience clause, is a proposition of a legal
solution regarding situations when valid legal norms are in conflict with
personal or religious beliefs that guarantees the right to refuse to fulfil

a duty if such a conflict occurs. In Poland, this right refers to physicians,
nurses and obstetric nurses, but it is also a subject of some pharmacists’

claims. The necessity for ensuring this legal solution is indicated in the

European Council Resolution 1763 (2010). The present paper is a review of
selected ethical and legal aspects related to the conscience clause in the

pharmacy profession. Also discussed are the most controversial medicinal
products that may arouse a pharmacist’s conscientious objection.
Keywords: conscience clause, conscientious objection, pharmacist,
ethics.
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Wprowadzenie

W Polsce leki na recepte wydawane sa wylacz-
nie w aptekach i punktach aptecznych [1]. Ponie-
waz dostep do produktéw leczniczych wydawa-
nych z przepisu lekarza jest ograniczony, dlatego
obowiazujace w Polsce akty prawne (Ustawa Pra-
wo farmaceutyczne oraz Rozporzadzenie Ministra
Zdrowia z dnia 18 paZzdziernika 2002 r. w sprawie
wydawania z apteki produktéw leczniczych i wyro-
béw medycznych) scisle definiuja, kiedy farmaceu-
ta ma prawo, a nawet obowigzek, odmowy wydania
produktu leczniczego z apteki, jednak nie przewi-
duja one sytuacji, gdy wydanie leku byloby sprzecz-
ne z etyka, moralno$cia badZ wiarg farmaceuty re-
alizujacego recepte, a tym samym niezgodne z jego

sumieniem.

Art. 96 Ustawy Prawo farmaceutyczne daje ap-
tekarzowi prawo odmowy wydania leku, jesli jego
wydanie moze stanowic¢ zagrozenie dla zycia badz
zdrowia danego pacjenta. Kontrowersje wzbu-
dzac tutaj moze decyzja farmaceuty, ktory sam,
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opierajac sie na wlasnej wiedzy, jest zobowigza-
ny do rozstrzygniecia, czy dany produkt moze sta-
nowié¢ zagrozenie dla zycia lub zdrowia pacjenta
i jedli farmaceuta ma takie podejrzenia, odmoéwi¢
jego wydania. Czynnikiem utrudniajacym farma-
ceucie zidentyfikowanie lub zweryfikowanie sytu-
acji, w ktérych przepisana terapia moze potencjal-
nie zagrazac zyciu lub zdrowiu pacjenta, jest brak
dostepu do informacji medycznych o pacjencie, ta-
kich jak: historia choroby, wskazania w jakich pre-
parat zostal przepisany, informacje o innych sto-
sowanych preparatach czy stanach, ktére moga
stanowi¢ przeciwwskazania do stosowania dane-
go produktu. Artykul ten bywa wykorzystywany
przez farmaceutéw, ktérzy nie chca wydawac an-
tykoncepcji hormonalnej, szczegdlnie postkoital-
nej, argumentujac odmowe wydania produktu po-
tencjalnym dzialaniem przeciwzagniezdzeniowym,
ktére prowadzi do $mierci zarodka [2]. Nalezy jed-
nak podkresli¢, Zze zgodnie z art. 95 ust. 1 Usta-
wy Prawo farmaceutyczne, apteki ogélnodostepne
,,sa zobowigzane do posiadania produktow leczni-
czych i wyrobéw medycznych w ilo$ciiasortymen-
cie niezbednym do zaspokojenia potrzeb zdrowot-
nych miejscowej ludnosci”. Apteka powinna zatem
posiadac na stanie wszystkie produkty lecznicze,
nawet jesli ich wydawanie budzi sprzeciw sumie-
nia farmaceuty. W przypadku braku okreslone-
go produktu w aptece farmaceuta ma obowigzek
umozliwi¢ nabycie preparatu w terminie ustalo-
nym wspdlnie z pacjentem [1].

W innym wypadku, powolujac sie¢ na klauzu-
le sumienia, farmaceuta mialby prawo odméwié
pacjentowi wydania produktu, ktéry mu legalnie
przystuguje i ktéry moze naby¢ wylacznie w ap-
tece. W tym kontekscie rodza sie watpliwosci, czy
prawo aptekarza do sprzeciwu sumienia powinno
by¢ nadrzedne w stosunku do prawa pacjenta do
swobodnego dostepu do legalnie przystugujacego
mu preparatu.
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Klauzula sumienia

Sumienie rozumiane jest jako zdolnos¢ do mo-
ralnej oceny czynéw, a w szczegdélnosci wlasnego
postepowania. Sumienie pelni role wewnetrzne-
go nakazu, jednakze jego decyzja nie jest wolna od
obowigzujacych regul moralnych [3]. We wspéleze-
snym $wiecie rozdZzwiek miedzy normami prawny -
mi a sumieniem jest czesto przyczyna rodzacego sie
wewnetrznego konfliktu, ktéry moze zostac roz-
wigzany ,,poprzez zastosowanie prawa do sprzeci-
wu sumienia lub poprzez pogwalcenie norm mo-
ralnych” [4]. Klauzula sumienia, inaczej prawo do
sprzeciwu sumienia, pozwala pogodzi¢ ,,prawna
propozycje rozwigzania sytuacji, w ktérej docho-
dzi do kolizji norm prawa stanowionego z norma-
mi $wiatopogladowymi lub religijnymi” [5] i polega
na zagwarantowaniu mozliwosci odmowy wyko-
nania obowiazku, z powolaniem si¢ na przekona-
nia religijne lub moralne. Dawniej klauzula sumie-
nia wykorzystywana byla przy odmowie wykonania
stuzby wojskowej, dzi$ termin ten dotyczy gléwnie
medycyny [6].

Klauzula sumienia stosowana jest w réznych
krajach $wiata wobec: procederéw aborcji, an-
tykoncepcji (zwlaszeza postkoitalnej), steryliza-
cji, zaplodnienia pozaustrojowego, macierzynistwa
zastepczego, produkeji embrionéw, eutanazjii sa-
mobdjstwa wspomaganego [6]. W Polsce debata do-
tyczaca sprzeciwu sumienia w zawodzie farmaceu-
ty dotyczy przede wszystkim wydawania z aptek
doustnej antykoncepcji hormonalnej, wkladek do-
macicznych oraz antykoncepcji postkoitalnej [2].
Kazdy z wymienionych produktéw wymaga re-
cepty lekarskiej. Czestym argumentem w tocza-
cej sie dyskusji jest prawo do ,,wolno$ci sumienia”,
zapisane w artykule 53 Konstytucji Rzeczypospoli-
tej Polskiej, zapewniajacym kazdemu obywatelowi,
w tym réwniez aptekarzowi, swobode sumienia [7].
Znaczacym punktem w dyskusji o klauzuli sumie-
nia dla farmaceutéw okazala sie Uchwala Rady Eu-
ropy w sprawie sprzeciwu sumienia w legalnej opie-
ce medycznej, uchwalona w pazdzierniku 2010 r.,
ktorej celem bylo sformulowanie zalecen wyty-
czajacych kierunek koniecznych uregulowan obo-
wiazujacego w krajach Unii Europejskiej prawa,
dotyczacego sprzeciwu sumienia w zawodach me-
dycznych [8]. Klauzula sumienia powinna wyni-
kac z prawodawstwa ustanowionego w danym kra-
ju, a zatem wprowadzenie klauzuli sumienia dla
farmaceutéw wymaga implementacji postanowieri
Uchwaly Rady Europy w polskim prawie. Kontro-
wersje zwigzane z brakiem wprowadzenia zapi-
su prawnego dotyczacego klauzuli sumienia wsrod
farmaceutéw poglebia fakt, ze istniejq akty prawne
gwarantujace mozliwos¢ wykorzystania sprzeciwu
sumienia w innych zawodach medycznych. Lekarze
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w Polsce sprzeciw sumienia maja zagwarantowany
przez Ustawe o zawodzie lekarza i lekarza dentysty
z dnia 5 grudnia 1996 roku (Dz.U. 1997 nr 28 poz.
152) [9], natomiast pielegniarki oraz polozne moga
powolac sie na art. 12 Ustawy o zawodach piele-
gniarki i poloznej z dnia 15 lipca 2011 roku (Dz.U.
2011 nr 174 poz. 1039) [10]. Prawa do sprzeciwu
sumienia domagaja sie takze farmaceuci [5].

Uchwala Rady Europy - Prawo
do sprzeciwu sumienia
w ramach legalnej opieki medycznej

Uchwala Rady Europy nr 1763 - ,,Prawo do po-
wolywania sie na klauzule sumienia w stuzbie zdro-
wia” wytycza normy dostepu do sprzeciwu sumie-
nia w zawodach medycznych. Uchwala ta zostala
zatwierdzona przez Zgromadzenie Parlamentar-
ne Unii Europejskiej 7 pazdziernika 2010 r. Doku-
ment zostal przeglosowany nieznaczna réznica glo-
sow - 56 obradujacych wyrazilo swoja aprobate,
natomiast 51 os6b bylo przeciwnych [11]. Nadrzed-
nym celem uchwaly jest ukierunkowywanie pafistw
czlonkowskich Unii na ochrone zycia ludzkiego,
w kazdym jego aspekcie, zaréwno publicznym, jak
i prywatnym. Nalezy podkresli¢, iz uchwaly Zgro-
madzenia Parlamentarnego Unii Europejskiej, ktére
jest organem doradczym Rady Europy, nie sa w za-
den sposéb wiazace [12].

Wspomniana uchwata nawoluje do poszanowa-
nia prawa do wolnosci sumienia oséb, ktére nie
cheg uczestniczy¢ w procedurze przerywania cig-
7y, eutanazji czy przyczyniac sie do dzialan, ktére
moga doprowadzi¢ do $mierci embriona lub plodu
ludzkiego. W mysl uchwaly, osoby ktére odmoéwia
udzialu w tych procedurach, nie moga by¢ naciska-
ne, dyskryminowane lub pociagane do odpowie-
dzialnos$ci za swoja decyzje. Jednoczesnie Zgro-
madzenie Parlamentarne Rady Europy podkresla
koniecznos$¢ zagwarantowania prawa do klauzuli
sumienia w lokalnym prawodawstwie w taki spo-
s6b, aby zagwarantowa¢ kazdemu pacjentowi do-
step do leczenia [8].

Sprzeciw sumienia farmaceutéw

W Polsce dyskusja na temat sprzeciwu sumienia
dla farmaceutéw sprowadza sie przede wszystkim
do wydawania przez aptekarzy szeroko pojetych
preparatéw antykoncepcyjnych, w tym antykon-
cepcji postkoitalnej, uniemozliwiajacej zagniezdze-
nie sie blastocysty w $cianie macicy. Poza granicami
Polski wymieniane sg réwniez produkty wezesno-
poronne (np. mizoprostol), preparaty wyproduko-
wane z linii komérkowych pochodzacych z aborto-
wanych plodéw ludzkich oraz preparaty stosowane
do przeprowadzenia eutanazji.
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Rozpatrujac sprzeciw sumienia w zawodzie far-
maceuty, nalezy zwréci¢ uwage na liczne aspekty
i pytania, ktére pojawiaja sie podczas dyskusji od-
noszacych sie do tematu. Pierwszym najczesciej ko-
mentowanym, ale réwniez kwestionowanym jest
aspekt prawny. Farmaceuta w Polsce nie ma mozli-
wosci odmowy realizacji recepty na produkt leczni-
czy, ktérego stosowanie w jego opinii jest sprzecz-
ne z moralnoscia, etyka czy wyznawana religia.
Uchwala Rady Europy nr 1763 nie ma mocy wiaza-
cej, dopdki nie zostanie implementowana do pol-
skiego prawa. Kodeks Etyki Aptekarza RP jest typo-
wym kodeksem korporacyjnym, ktéry réwniez nie
ma mocy prawnej, wiec mimo istniejacych w nim
zapiséw gwarantujacych wolnos$¢ dzialania w zgo-
dzie z sumieniem, farmaceuta nie ma praktycznej
mozliwo$ci odmowy wydania produktu lecznicze-
go, ktory budzi sprzeciw jego sumienia [4]. Braku-
je zatem zapisu prawnego, ktéry jednoznacznie re-
gulowalby kwestie sprzeciwu sumienia w zawodzie
farmaceuty.

W sprawie Pichon i Sajous przeciwko Francji Eu-
ropejski Trybunal Praw Czlowieka w Strasburgu od-
rzucil skarge francuskich farmaceutéw skazanych
wezesniej za odmowe realizacji recepty na produk-
ty antykoncepcyjne, uznajac ich skarge za bezpod-
stawng [13]. Aptekarze - Bruno Pichon i Marie-Li-
ne Sajous - w pozwie przeciwko Francji twierdzili,
zeich ,wolnos$¢ do manifestowania swojej religii zo-
stala naruszona w wyniku ich skazania przez fran-
cuskie wladze za odmowe wydania doustnych pre-
paratéw antykoncepeyjnych trzem kobietom” [13].
Trybunat odrzucil pozew, argumentujac, Ze odmo-
wa przez farmaceute sprzedazy preparatu anty-
koncepceyjnego, bedacego produktem dostepnym
jedynie w aptece, nie ma podstaw prawnych. Jedno-
cze$nie Trybunal podkreslil, Ze aptekarze nie moga
dawa¢é pierwszenstwa swoim przekonaniom nad
obowigzkami wynikajacymi ze specyfiki zawodu,
jesli sprzedaz antykoncepcji w aptekach jest legal-
na i realizacja recepty na te preparaty mozliwa jest
wylacznie w aptece [14].

Zgodnie z Konwencja o Ochronie Praw Czlowie-
ka i Podstawowych Wolnosci ,,na plaszczyznie pu-
blicznej ochronie podlegaja tylko przejawy praktyki
w ogdlnie uznanej formie, np. przestrzeganie za-
sad dotyczacych ubioru, diety, modlitw; ogranicze-
nie takie nie wystepuje na plaszczyznie prywatne;.
Odmowe sprzedazy produktéw antykoncepcyjnych
trudno uznac za przejaw praktyki religijnej w ogél-
nie uznanej formie” [15,16]. Konwencja o Ochronie
Praw Czlowieka gwarantuje wolnos¢ sumienia jed-
nostki, nie uzasadnia jednak prawa do wykorzysta-
nia ,,sprzeciwu sumienia” w zawodzie farmaceuty.

W dyskusji odno$nie do sprzeciwu sumienia pra-
wa i obowigzki farmaceuty przeplataja sie z pra-
wami pacjenta. Zdrowie i dobro chorego, ktére sa
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najwazniejszym celem wszystkich oséb wykonu-
jacych zawody medyczne, wedlug niektérych sta-
wiane sg na szali z pogladami aptekarzy dotyczacy-
mi moralnosci czy religii [17]. Znaczenie ma tutaj
zaréwno autonomia pacjenta, ale réwniez autono-
mia farmaceuty odpowiedzialnego za realizacje re-
cept lekarskich. Zdaniem Biesagi ,,to nie autono-
mia, ale osoba jest warto$cia absolutna. Godnosci
osoby nie nalezy redukowac do jej wolnosci. Z wol-
nosci bowiem plyna godne i niegodne zachowania
ludzkie. Kryterium dobra jest godno$é, a nie wol-
nos¢. To poprzez szacunek do osoby szanujemy jej
autonomie” [18].

Przeglad preparatéw, ktére moga
budzi¢ sprzeciw sumienia farmaceuty

W Polsce potrzeba wprowadzenia klauzuli su-
mienia dotyczy gléwnie preparatéw antykoncep-
cyjnych i mozliwosci odmowy ich wydania przez
farmaceutéw, ktérzy uzywanie takich $rodkéw
moga uwazac za nieetyczne, niezgodne z norma-
mi religijnymi lub zasadami moralnymi [2]. Przy-
wolywane sa réwniez szczepionki, ktére powstaly
na bazie linii komérkowych abortowanych ptodéw
ludzkich.

Dwuskladnikowa antykoncepcja hormonalna
moze powodowac zmiany w budowie endometrium
i zanik budowy blony $luzowej macicy, a przez to
zmniejsza¢ mozliwo$¢ implantacji zarodka [19, 20].
Wedtug Ueno zmiana grubosci macicy o 1 mm skut-
kuje zmniejszona mozliwo$cia implantacji zarodka
[21]. Jeden z mechanizméw dzialania tabletek jed-
noskladnikowych réwniez powoduje zmiany w bu-
dowie endometrium, ktére zapobiegaja zagniezdze-
niu blastocysty [22].

Szczegdlnym przypadkiem antykoncepcji jed-
noskladnikowej jest antykoncepcja postkoitalna za-
wierajaca wysokie dawki lewonorgestrelu [23,24].
Mimo Ze mechanizm dzialania antykoncepcji post-
koitalnej nie zostal w pelni poznany, istnieja nauko-
we dowody potwierdzajace wplyw lewonorgestrelu
na rézne etapy procesu zaplodnienia, rozpoczynajac
od oddzialywania na dojrzewajace pecherzyki Gra-
afa, az do zagniezdzenia zarodka [30]. Antykoncep-
cja postkoitalna moze powodowac zahamowanie
transportu i rozwoju komorki jajowej, jak réwniez
implantacji i funkeji cialka z6ltego [25]. Dla farma-
ceutéw przyjmujacych medyczny i biologiczny fakt,
ze zycie ludzkie zaczyna sie w momencie polaczenia
komérki jajowej z plemnikiem, istotne znaczenie
ma wyjasnienie dokladnego mechanizmu dziatania
lewonorgestrelu, a w szczegélnosci jego wplywu na
ciaze juz po procesie zaplodnienia [26,27]. Jak do-
tad, brak jednak dowodéw naukowych potwier-
dzajacych wplyw antykoncepcji warunkowej na za-
klécanie rozwoju i implantacji zarodka, a co za tym
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idzie cigzy, mimo prawdopodobieristwa wplywu le-
wonorgestrelu na endometrium, poprzez zmniej-
szenie wrazliwosci §ciany macicy na zagniezdzenie
zaplodnionej komdrki jajowej [ 29, 30, 28].
Swiatowa Organizacja Zdrowia przyjmuje de-
finicje, zgodnie z ktéra poronienie moze nastgpic
dopiero po procesie zagniezdzenia [29]. Przyjmu-
jac ten poglad, nie mozna wskazywac na dzialanie
wezesnoporonne antykoncepeji hormonalnej, ktéra
dziala przed implantacja w $cianie macicy [30, 31].
Jeden z mechanizméw dziatania wewnatrzma-
cicznej wkladki z lewonorgestrelem moze powo-
dowac¢ atrofie endometrium [32]. Wkladka z jo-
nami miedzi powoduje réwniez powstanie reakeji
zapalnej w obrebie endometrium, uniemozliwiajac
zagniezdzenie zaplodnionej komorki jajowej [33].

Antykoncepcja hormonalna
jako produkt leczniczy

Wedlug farmaceutéw postulujacych wprowa-
dzenie do polskiego ustawodawstwa zapisu gwa-
rantujacego prawo do klauzuli sumienia, antykon-
cepcja hormonalna nie spelnia ustawowej definicji
produktu leczniczego. W mysl art. 2 pkt 32 Usta-
wy Prawo farmaceutyczne - produktem leczni-
czym jest ,,substancja lub mieszanina substancji,
przedstawiana jako posiadajaca wlasciwosci zapo-
biegania lub leczenia choréb wystepujacych u lu-
dzi lub zwierzat lub podawana w celu postawienia
diagnozy lub w celu przywrdcenia, poprawienia lub
modyfikacji fizjologicznych funkcji organizmu po-
przez dzialanie farmakologiczne, immunologiczne
lub metaboliczne”.

Jednakze antykoncepcyjne produkty hormo-
nalne, poza antykoncepcja postkoitalng, moga by¢
stosowane réwniez w celu leczniczym (choé czesto
poza wskazaniami zatwierdzonymi w obowiazuja-
cych charakterystykach produktéw leczniczych),
wpisujac sie tym samym w definicje produktu lecz-
niczego zapisana w ustawie. Dwuskladnikowa an-
tykoncepcja hormonalna moze by¢ stosowana m.in.
w celu zmniejszenia krwawienl z macicy, spowodo-
wanych mie$niakami, w przypadku obfitych krwa-
wien miesiecznych z towarzyszacym silnym bélem,
pomimo braku dowodéw klinicznych stosowana
jest rowniez przy bolesnym miesigczkowaniu po-
wodowanym przez endometrioze [34-37]. Prepa-
raty estrogenowo-progestagenowe sg stosowane
w leczeniu tradziku i innych choréb androgenoza-
leznych, z zapewnieniem ochrony antykoncepcyj-
nej [38, 39]. Antykoncepcja hormonalna jest réw-
niez najczesciej przepisywana forma farmakoterapii
w przypadku dolegliwosci zwigzanych z zespotem
napiecia przedmiesiaczkowego [40].

Domaciczna wkladka antykoncepcyjna z lewo-
norgestrelem moze hamowac i odwracac¢ rozrost
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blony sluzowej macicy, w tym réwniez rozrost aty-
powy oraz rozrost endometrium spowodowany sto-
sowaniem tamoksyfenu w terapii nowotworu pier-
sif[41].

Szczepionki na bazie linii komérkowych
abortowanych plodéw ludzkich

W kontekscie klauzuli sumienia dla farmaceu-
téw na szczegdlna uwage zastuguja szczepienia po-
wstale na bazie linii komérkowych abortowanych
plodéw ludzkich. Fibroblasty pochodzace z tkan-
ki plucnej dwéch abortowanych plodéw ludzkich
staly sie poczatkiem szczepéw komdrkowych, kté-
re stanowia baze w produkcji niektérych szczepio-
nek na rézyczke, ospe wietrzng, wirusowe zapalenie
watroby typu A, polio oraz na wscieklizne, a takze
szczepionek skojarzonych przeciwko $§wince i ré-
zyczce oraz odrze i rézyczee [42]. Aborcje przepro-
wadzone byly w amerykariskim osrodku the Wistar
Institute w 1961 r. oraz przez brytyjski Medical Re-
search Council w 1966 r. i nie wymagaja kontynu-
acjiaborcji do utrzymania szczepéw komérkowych
[42]. Najczesciej wykorzystywany przy produk-
cji szezepionek szezep (RA27/3) powstal w 1965 1.
i zostal wyizolowany od zainfekowanego rézyczka
abortowanego plodu ludzkiego. Szczep ten cechuje
sie niezmienng immunogenno$cia, niskim wskaz-
nikiem dzialan niepozadanych oraz wysoka sku-
tecznoscia [42].

W odniesieniu do szczepionek nalezy wspomnie¢
o stosunku Swiadkéw Jehowy do wszelkich szcze-
pien, ktoérzy, w przeciwienstwie do katolikéw, do
lat 50. XX w. calkowicie odrzucali mozliwos¢ za-
szczepienia, traktujac taki zabieg jako niezgodny
z prawami Jehowy [43]. Obecnie rozstrzygniecie
w sprawie szczepienia podejmowane jest indywi-
dualnie przez poszczegdélnych wyznaweéw i nie jest
w zaden sposéb normowane [44].

Podsumowanie

Zawdd farmaceuty, ktéry jednoczesnie jest za-
wodem medycznym i zawodem zaufania publicz-
nego, znajduje si¢ obecnie w czasie nielatwej trans-
formacji, ktérej ostatecznym celem jest zwiekszenie
znaczacej roli aptekarza w opiece nad pacjentem.
Jest to trudne we wspdlezesnym Swiecie, gdyz ap-
tekarz przez wielu postrzegany jest jedynie jako
sprzedawca lekéw, osoba ktdra nie pelni zadne-
go istotnego zadania w systemie ochrony zdrowia.
Farmaceuta z jednej strony zobowiazany jest do
przestrzegania prawa obowigzujacego w zawodzie,
z drugiej za$ kodeksy etyczne wskazuja na role su-
mienia i priorytetowa etyke zawodu. Czes$¢ pra-
cownikoéw aptek stoi codziennie przed dylematem,
jak postepowad - czy tak, aby usatysfakcjonowad
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pacjenta, czy tez dziala¢ zgodnie ze swoim su-
mieniem. Nie zawsze interes pacjenta jest zbiezny
z przekonaniami moralnymi farmaceuty, a wpro-
wadzajac zmiany prawne, nalezy pamietaé, ze pra-
wo powinno chroni¢ zaréwno przekonania far-
maceutéw, jak réwniez prawa pacjentéw. Jednak
nalezy podkresli¢, Ze dyskusja na temat sprzeciwu
sumienia farmaceutéw ma nie tylko wymiar prak-
tyczny, ale réwniez filozoficzny - stawiajac pyta-
nie, czy farmaceuta jest zawodem sumienia, ktérego
rola wykracza poza bierne zaopatrywanie ludno-
$ci w leki.
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Lek generyczny (lek odtwérezy, generyk) jest
to lek dopuszezony do obrotu, ktéry posiada te
samg substancje czynng co lek oryginalny, réznic sie
natomiast moze od niego rodzajem i ilo$cig skiad-
nikéw pomocniczych, a takze niewielkimi zmiana-
mi w procesie wytwarzania samej substancji lecz-
niczej. Podczas procedury rejestracyjnej podmiot
odpowiedzialny musi wykazac¢ przed wlasciwym
urzedem, ze rejestrowany produkt leczniczy be-
dzie posiadal skutecznosé, a takze bezpieczeristwo
leku oryginalnego. Generyki sa produktami farma-
ceutycznymi wytwarzanymi po wygasnieciu ochro-
ny patentowej leku innowacyjnego, co skutkuje
znacznym obnizeniem ich ceny rynkowej, a przez
to zwiekszeniem ich dostepnosci dla pacjentow.

Czy leki generyczne sa zatem panaceum na
wszelkie ,,dolegliwosci” farmakoekonomiczne?

Czy coraz szersza obecnos$c lekéw odtwdrezych
w naszych aptekach stanowi realne zagrozenie dla
przemystu farmaceutycznego i jego newralgicznej
galezi - innowacyjnosci?

Gléwnym zalozeniem przyjmowania lekéw ge-
nerycznych jest dostarczenie organizmowi danej
substancji leczniczej w sposéb mozliwie tozsamy
z lekiem oryginalnym. Nalezy przy tym zwrdcic
uwage na fakt, ze lek generyczny musi bezwzgled-
nie zawierad te sama substancje czynna, w takiej sa-
mej dawce co lek innowacyjny. Twdrca leku gene-
rycznego moze zmieni¢ postaé substancji czynnej,
w przypadku gdy ta zwieksza trwato$¢ substancji
leczniczej. Klasycznym przykiadem jest utworzenie
cholorowodorku danej substancji, co zapobiega jej
rozkladowi i zwieksza rozpuszczalnosé. Nalezy jed-
nak pamietad, Zze kazda taka zmiana nie moze wply-
wacé na dzialanie preparatu, co musi zosta¢ dowie-
dzione w odpowiednich badaniach réwnowaznosci.
Ewentualna réznica dyskwalifikuje mozliwos¢ uwa-
zania dwéch lekéw za zamienne i réwnowazne.

Kolejnymi czynnikami, ktére nie mogg réznié
leku odtwdrezego od innowacyjnego jest postac

i@ Tom 70 - nr6-2014

Generic drugs in current pharmacotherapy Generics are drugs
containing the same active substance at the same dose and form as
the innovative medicines, and can be produced after the expiry of
patent protection for the original drug. The process of introducing

a generic drug on the market is easier and does not require the
conduct of clinical trials but only studies proving the identity of

the reference drug. This provides an opportunity to a significant
reduction in production costs, which results in lower drug prices and
increase their availability to patients. Generics market is experiencing
a large estimation and its value increases significantly every year.
This prompts us to ask questions: What are the advantages and
disadvantages associated with the use of generic drugs? What
pharmacists should know about them?

Keywords: generic drug, original drug, bioequivalence, generics market.
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farmaceutyczna, dawkowanie i droga podania. Sg to
kryteria, w przypadku ktérych jakiekolwiek zrézni-
cowanie w sposéb fundamentalny przecza podsta-
wowym zatozeniom produkeji generykéw.

Nie ma innej drogi do stworzenia leku generycz-

nego dla produktu obecnego na rynku, zawieraja-
cego przykladowo simwastatyne w postaci tabletek,
jak wytworzenie preparatu simwastatyny w iden-
tycznej postaci, takiej samej dawce i spetniajgcej
takie same wymagania bezpieczeristwa i czystosci.
Wysokie standardy produkeji, zgodne z wymaga-
niami oznakowanie opakowania czy stosowanie sie
do Dobrej Praktyki Produkeyjna (Good Manufac-
turing Practice, GMP) w sposGb oczywisty tycza
sie w takim samym stopniu lekéw oryginalnych, jak
igenerycznych [1-3].

Patrzac na powyzsze dane, nie trudno dojs¢

do wniosku, ze wytworzenie leku generycznego
nie jest zadaniem prostym i szybkim. Nalezy za-
uwazyd, ze organizm ludzki, bedacy kwintesen-
cja uporzadkowania i harmonii, w sposéb czesto
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nieprzewidywalny reaguje na, wydawloby sie, nie-
istotne ingerencje i bodZce, co czesto stawia koncer-
ny farmaceutyczne na przegranej pozycji w walce
o wprowadzenie do obrotu kolejnego leku gene-
rycznego. Biorae pod uwage mnogos¢ technik fi-
zyczno-chemicznych, jakimi dysponuja wspot-
czesne laboratoria oraz olbrzymie doswiadczenie
naukowcow, nalezy stwierdzié, Ze nie jest to zada-
nie niewykonalne.

Niezbednym warunkiem, aby produkt leczniczy
zostal uznany za lek generyczny, jest udokumento-
wanie bioréwnowaznosci tego leku wzgledem leku
referencyjnego. Nalezy zaznaczy¢, ze z badania bio-
réwnowaznosci zwolnione sg leki dobrze rozpusz-
czalne i dobrze przenikajace przez blony biologicz-
ne. W tym przypadku z pomoca przychodzi System
Klasyfikacji Biofarmaceutycznej (Biopharmaceutics
Classification System, BPS), ktory dzieli substancje
na cztery grupy ze wzgledu na ich przenikanie przez
blony biologiczne i rozpuszczalnosé [4]. Wedlug
najnowszych badan az 41,8% dopuszczonych lekéw
generycznych w Stanach Zjednoczonych w latach
2000-2011 nalezalo do grupy I - substancji dobrze
rozpuszczalnych i dobrze przenikajacych przez blo-
ny. W grupie II zawierajacej substancje lecznicze
slabo rozpuszczalne, ale dobrze przenikajace, znala-
710 si¢ jedynie 20,9 % ogdlnie dopuszczonych gene-
rykéw. Leki zawierajace substancje czynna dobrze
rozpuszczalng, ale o slabej przenikalnosci, tworza-
ce grupe III, stanowily 37,3% lekéw dopuszczo-
nych do obrotu. Grupa IV nie zawiera ani jednego
dopuszczonego preparatu leczniczego [5]. Amery-
kariska Agencja Zywnosci i Lekéw (Food and Drug
Administration, FDA) definiuje substancje o dobrej
przenikalnosci - jako substancje ulegajaca wchlo-
nieciu w minimum 90%, a substancje dobrze roz-
puszczalng - jako substancje, ktéra w warunkach

lek A ——
lek B

4 8 12 16 20

Rycina 1. Przykladowy wykres podczas badania bioréwnowaznosci [6]
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in vitro odpowiadajacych pod wzgledem pH i tem-
peratury organizmowi rozpusci sie w danej obje-
to$ci plynu.

BCS nie uwzglednia form o modyfikowanym
uwalnianiu, a takze uwalniajacych substancje
lecznicza w jamie ustnej - tabletek do ssania lub
form podjezykowych. Badaniom bioréwnowaz-
nosci (bioequivalence) nie podlegaja substancje
podawane dozylnie i dotetniczo. Badanie bioréw-
nowaznosci, bedace niejako droga na skroéty dla
koncernéw farmaceutycznych, bo pozwalajace
oming¢ najbardziej kosztowny etap - badania kli-
niczne, sprowadza si¢ do pomiaru krzywych ste-
zen i zobrazowania profilu farmakokinetyczne-
go substancji aktywnej badanego , kandydata” na
lek generyczny. Krzywe stezenl sa oznaczane we
krwi zdrowych ochotnikéw zgodnie z procedura-
mi badan klinicznych. Hipotetycznie idealny mo-
del badania zaklada brak maskowania ewentual-
nych réznic przez zmienno$¢ osobnicza. U podstaw
badan bioréwnowaznosci lezy teza obecna w na-
uce od wezesnych lat 80. XX wieku, mdéwiaca, iz
jezeli we krwi pacjenta znajda sie czasteczki tej sa-
mej substancji czynnej, w tej samej ilosci i o tym
samym charakterze, to zawsze beda one dziala-
ly w ten sam sposéb. Oczywiscie to stwierdzenie
nie oddaje w pelni tego, jak dziala lek w organi-
zmie, ale pozwala obrac¢ nowy punkt widzenia na
badania bioréwnowazno$ci. Waznym aspektem
tego badania jest fakt szukania réznic, a nie po-
dobieristw w parametrach farmakokinetycznych.
Kluczowym punktem jest znalezienie odpowiedzi
na pytanie - czy wprowadzone w drodze tworze-
nia leku generycznego zmiany nie wplywaja ne-
gatywnie na farmakokinetyke leku w odniesieniu
do leku oryginalnego. Jezeli pojawiaja si¢ zmia-
ny, to jak duze?

Przykladowe poréwnanie zmian krzywych ste-
zenia leku we krwi oraz opis parametréw obrazu-
jerycina 1.

Gléwnymi wartosciami, ktére s brane pod uwa-
ge przy ustalaniu bioréwnowaznosci, sa AUC (area
under the curve) - pole pod krzywa wykresu obra-
zujacy stezenie leku we krwi, C_ - stezenie mak-
symalne leku we krwi oraz T _ - czas, w jakim
stezenie maksymalne jest osiagane. Cze$¢ lekarzy
ifarmakologéw postuluje wprowadzenie obowiazku
badania takich parametréw, jak: procentowa fluk-
tuacja, czas plateau i ustalenie Sredniego czasu prze-
bywania leku w organizmie. Wedlug ogélnie przy-
jetych norm gléwne wartosci musza zawierac sie
w przedziale 80-125% w odniesieniu do wzorca,
przy jednoczesnie wprowadzonym wezszym prze-
dziale ufnosci w stosunku do wartosci C_ , wyno-
szacym 90%. Nalezy zaznaczy¢, ze éw przedziat
zawiera w sobie réznice wynikajace ze zmiennosci
osobniczej i bledéw pomiarowych [7].
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Ciekawym aspektem tych bardzo rygorystycz-
nych badan jest fakt, ze po analizie 2070 doku-
mentacji prowadzonych w latach 1996-2007 $red-
nia réznica we wchlanianiu lekéw wynosi jedynie
3,45% [9]. Wedlug badan dotyczacych lekéw dla
chorych na schizofrenie nie stwierdzono zadnych
istotnych statystycznie réznic, cho¢ préby badane
byly zdecydowanie mniejsze. Jednak nalezy liczy¢
sie z wystepowaniem sytuacji, kiedy firma zleca-
jaca badania nie publikuje ich wynikéw ze wzgle-
du na ich niepowodzenie. Dane te nalezy trakto-
waé w zwiazku z tym z duza rezerwa. Istotnym
elementem podczas analizy wynikéw jest fakt ko-
niecznosci esktrapolacji wynikéw ze statystycznie
bardzo malej grupy badanej (n=24 lub 36) na prak-
tycznie cala populacje docelowy, co stwarza ryzyko
pominiecia réznic farmakogenetycznych. Nie zna-
czy to jednak, ze powyzsze badania sa formalno-
$cig - wrecz przeciwnie, czesto sg momentem za-
przestania pracy nad danym lekiem w zamierzonej
postaci badZ skutkuja konieczno$cia opracowania
zupelnie nowych rozwiazant w procesie wytwarza-
nia postaci leku.

Zdecydowanie korzystnym rozwigzaniem dla
przemystu jest ominiecie badan in vivo i mozli-
wosc¢ oceny jedynie uwalniania substancji na dro-
dze analizy wlasciwosci fizykochemicznych i udo-
wodnieniu ich tozsamosci z lekiem referencyjnym.
Skraca to zaréwno czas potrzebny na wykonanie
odpowiednich badan, jak i bezsprzecznie redu-
kuje ich koszty. Taka mozliwos¢ wystepuje jedy-
nie wobec lekéw, w ktérych substancja aktyw-
na przynalezy do klasy I wedlug BCS - wyjatek
stanowig postacie leku o przedluzonym uwalnia-
niu. W takim wypadku firma wprowadzajaca lek
uzyskuje wrecz komfortowe polozenie ze wzgledu
na brak koniecznosci zaprzegania calej ,,machiny
finansowej” towarzyszacej badaniom z udzialem
zdrowych ochotnikéw. W praktyce badanie uwal-
niania, zwane takze badaniem dostepnosci farma-
ceutycznej, polega na obserwacji krzywej obrazu-
jacej ilos¢ uwolnionej z tabletki substancji czynnej
w punktach czasowych w warunkach majacych
zapewnic korelacje z warunkami panujacymi pod-
czas uwalniania substancji w organizmie czlowie-
ka[10].

Przy okazji poruszania tematu réwnowaznosci
lekéw generycznych i innowacyjnych nie sposéb
pominaé Pomarariczowej Ksiqzki - Orange Book,
powstalej dzieki pracy zespolu pracownikéw FDA.
Skupia ona leki uznane przez ten amerykanski or-
gan za bezpieczne i zapewniajace korzysci tera-
peutyczne, a co istotne z punktu widzenia naszego
tematu, zawiera biezaca kategorie réwnowazno-
$ci terapeutycznej preparatéw obecnych w obro-
cie. Utworzenie tego ,,Pomarariczowego lekow-
skazu” jest odpowiedzia FDA na stale zwiekszajacy

i@ Tom 70 - nr6-2014

) BIOROWNOWAZNOSC

Tabela 1. Przyktadowe wyniki parametréw farmakokinetycznych

po doustnym podaniu metforminy w dawce 850 mg leku badanego

i referencyjnego [8]

Parametr Lek badany Lek referencyjny
C,,ong/ml 1217,38 (251,72) 1305,25 (301,06)
. 2,57(0,93) 2,22(0,94)
AUC, ,, ng.h/ml 6786,81 (1410,86) 7357,10 (1808,78)
AUC, ... ng.h/ml 1363,49 (315,51) 1584,82 (368,75)
AUC, _, ng.h/ml 7155,75 (1440,74) 7777,08 (1896,49)
T,»h 2,62 (0,40) 2,77(0,33)
K, h-1 0,27 (0,04) 0,25 (0,03)

sie udzial lekéw generycznych w amerykariskim
systemie zdrowotnym, ktéry wedlug aktualnych
szacunkow stanowi rynek generykéw o najwiek-
szej wartosci handlowo-dystrybucyjnej na §wie-
cie. Trzeba mie¢ jednak swiadomos$¢, ze Orange
Book jest wykazem skierowanym przede wszyst-
kim do lekarzy i farmaceutéw, umozliwiajacym
im skuteczne i w pelni racjonalne terapeutycznie
wybranie zamiennikéw i ich stosowanie w odpo-
wiedniej grupie pacjentéw [14]. Powstanie Po-
maranczowej Ksigzkizdecydowanie uregulowato
dzialania amerykanskich lekarzy i farmaceutow,
a takze wprowadzilo klarowne schematy poste-
powan, ktére zwiekszaja bezpieczeristwo tera-
pii choréb przewleklych. Warto tez nadmienié, ze
w Polsce nie istnieje zaden odpowiednik Orange
Book, ktoéry pelnilby role przewodnika po algo-
rytmach postepowan dotyczacych zamiany lekéw
oryginalnych na generyczne. Stawia to farma-
ceutéw w dosy¢ niekomfortowej sytuacji, dlate-
go ze z jednej strony posiadaja obowiazek propo-
nowania tariszego zamiennika leku oryginalnego,
a z drugiej sa zdani tylko na wlasne doswiadcze-
nie (nie zawsze poparte dluga praktyka) i czesto
nieprecyzyjne informacje marketingowe dotycza-
ce lekéw generycznych. W tym kontekscie war-
to nadmienic, ze to farmaceuta ponosi odpowie-
dzialnos¢ zawodowa za dokonang zamiane. Nalezy
zadad zatem pytanie - czy nalezy zmuszac farma-
ceutéw, aby wydawali leki generyczne w sytuacji,
gdy brak im jasnych wytycznych, a odpowiedzial-
nos¢ za ewentualne bledy spoczywa tylko i wy-
lacznie na ich barkach?

Z powyzszych danych mozna snué przypusz-
czenia, ze wkroétce leki generyczne beda stanowily
blisko 100% sprzedazy lekéw gotowych na swie-
cie. Nic bardziej mylnego. Okazuje sie, ze istnieje
szeroka grupa lekéw innowacyjnych, ktére zwy-
czajnie nie moga badZ nie powinny zostac ,,odtwo-
rzone” inie powinny by¢ stosowane zamiennie ze
wzgledu na brak przekrojowych i pelnych badan
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Tabela 2. Rynek generykéw w Polsce i wybranych krajach Unii rozpietos¢ dawek rzeczywistych, jakie otrzymu-
je chory. Szczegdlnie farmaceuci powinni miec

$wiadomos¢, ze wydanie pacjentowi zamiennika

Europejskiej [18]

Wartosé rynku Udziat lekow Wartosé rynku lekow

(mld euro)

generycznych generycznych (mld euro)

leku oryginalnego musi stanowi¢ decyzje podje-
ta w oparciu o wiedze i dos§wiadczenie, a nie wy-

Polska 44 65,50% 2,882 : o . g
lacznie ze wzgledu na réznice w cenie, czy ,,naci-
Niemcy 25,9 45,30% 11,7327 ski” marketingowe_
Portugalia 24 B70% 1,048 Jak powszec?n%e Wla}dOl’l’lO, leki .odtworc%e, jak
sama nazwa méwi, maja bardzo wiele wspélnego
Wik. Brytania 10,3 43,20% 4,4496 z ich ,lekami-matkami”. Zasadniczg réznicq jest
skiad jakosciowy i ilosciowy uzytych podeczas pro-
Wiochy 11,8 37,70% 4,4486 Jakos N y N yuzy y P p
cesu produkeji substancji pomocniczych. Sg to sub-
Francja 2 34,90% 7,329 stancje stanowigce integralna czes¢ leku gotowego,
nadajg one pozadang postac¢ leku, decyduja o jego
Grecja 3,7 31,70% 1,1729 2 poza A 4 p T y R 13 J, g
parametrach aplikacyjnych, determinuja wiasci-
Belgia 3,1 31,50% 0,9765 wosci fizyczne leku, zwiekszaja trwalo$é substancji
o leczniczej badz tez calego preparatu. Dodatkowy-
Hiszpania 10,8 30,70% 3,3156

klinicznych. Jako klasyczny przyklad nalezy przy-
toczy¢ leki o waskim zakresie terapeutycznym, ta-
kie jak: teofilina, warfaryna czy fenytoina.

W przypadku tych lekéw uzyskanie wyni-
kéw bioréwnowaznosci rzedu 80-125% jest nie-
akceptowalne ze wzgledu na fakt, ze réznica ta
moze decydowac o nieskutecznosci terapii (80%)
badZ moze prowadzic¢ do nasilenia dzialari niepo-
zadanych do granic kompensacyjnych organizmu
(125%), a w konsekwencji zycie pacjenta moze
zostac¢ zagrozone lub, w mniej pesymistycznym
wariancie, dochodzi¢ moze do nasilenia dzialan
niepozadanych [15]. Podobne przestanki towa-
rzyszg lekom stosowanym w arytmii serca, le-
kom przeciwdrgawkowym czy hipotensyjnym.
W przypadku tych lekéw wskazane jest podej-
mowanie decyzji odnosnie do terapii zgodnie
z zasadami medycyny opartej na faktach (Evi-
dence-Based Medicine, EBM), czyli korzystaniu
z najnowszych doniesienl i najswiezszych badan
klinicznych. Kolejnym aspektem ograniczajacym
stosowanie lekéw generycznych jest sama cha-
rakterystyka pacjenta. Istnieje grupa pacjentéw,
w przypadku ktdrej nie nalezy stosowac lekéw od-
tworczych badz nalezy je stosowac z duza ostroz-
noscia. Do tej grupy zaliczamy: niemowleta, dzieci
do 12 roku zycia, kobiety w cigzy i osoby w wie-
ku podeszlym. Jest to podyktowane zmianami far-
makokinetycznymi w ich organizmie, trudnym do
przewidzenia metabolizmem lekéw. Lekarze i far-
maceuci musza ponadto zwréci¢ uwage na pro-
blem ,,zonglowania” generykami - zamiany jed-
nego leku odtwdrczego na drugi, co w praktyce
zdarza si¢ nader czesto i moze prowadzic¢ do bra-
ku stabilizacji farmakoterapii. Jest to spowodo-
wane faktem wystepowania réznic nie tylko na
osi lek innowacyjny-generyk, ale takze na osi
generyk-generyk, co powoduje jeszcze wieksza
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mi funkcjami substancji pomocniczych jest nada-
nie przyjemnych cech organoleptycznych lub za-
maskowanie draznigcego smaku i zapachu.

Warto zaznaczy¢, ze moga one wplywac na
szybkos¢ uwalniania substancji czynnej z leku oraz
regulowad jej wchianianie. Znaczenie substancji
pomocniczych ujawnia sie podczas prowadzenia
przygotowan do wdrozenia nowego leku generycz-
nego. Kazdej firmie planujacej wprowadzi¢ odpo-
wiednik leku innowacyjnego zalezy, aby mozliwie
upodobni¢ swéj produkt do leku referencyjnego.
W laboratoriach powstaje wiele réznych kombi-
nacji ilosciowych i konfiguracji jakosciowych uzy -
tych substancji pomocniczych, majacych zapewnié¢
pozytywne wyniki badan bioréwnowaznosci czy
tez uwalniania, zapewniajac pelne bezpieczenstwo
i komfort stosowania.

W praktyce jest to zadanie nader wymagaja-
ce i w przypadku wielu lekéw odtwoérezych wy-
daje si¢ by¢ problemem, ktéry nie zostalt w pelni
rozwigzany. Jak wskazuja badania, zaobserwowa-
no zaleznos¢ pomiedzy zamiang leku oryginalne-
go na generyczny a zwiekszeniem ilo$ci pacjen-
téw doswiadczajacych dzialan niepozadanych po
zamianie lek6w [16].

Gléwnymi ogniskami skupiajacymi nowo po-
wstale dolegliwosci sa: przewdéd pokarmowy, ze
szczegélnym uwzglednieniem zoladka, o$rodko-
wy uklad nerwowy czy tez reakcje nadwrazliwo-
$ci. Biorac pod uwage fakt wzrostu ilosci dzialari
niepozadanych o blisko 30%, nalezy przyczyny
tego stanu rzeczy szuka¢ nie we wilasciwosciach
substancji czynnej, a zdecydowanie po stronie
uzytych substancji pomocniczych. Argumentem,
ktéry mozna przytoczyd, jest przeprowadzenie
w przypadku leku oryginalnego badan klinicznych
na w pelni reprezentatywnej grupie badanej, gdzie
istnieje prawdopodobieristwo bliskie jednosci, ze
dzieki szerokiemu spektrum profili osobowych
i farmakogenetycznych uda sie wyeliminowac ze
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skladu substancje wywolujaca niezamierzone efek-
ty. Przyréwnujac zatem do powyzszych préb bada-
nia bioréwnowaznosci prowadzone na nieporow-
nywalnie mniejszej liczbie zdrowych oséb, latwo
dostrzec, ze wzrasta ryzyko wprowadzenia do ob-
rotu leku zawierajacego substancje pomocnicza,
ktéra moze by¢ przez czesé pacjentéw Zle tolero-
wana i wywolywac alergie oraz inne dzialania nie-
pozadane. Teoretycznie wszystkie substancje po-
mocnicze sg substancjami zaaprobowanymi przez
odpowiednie urzedy i obecnymi w produkeji od lat,
ale nalezy pamietac réwniez o takich czynnikach,
jak: czysto$¢ tych substanciji, uzyta ich ilo§¢ czy
pochodzenie, nie wspominajac o mozliwym wy-
stapieniu interakcji.

Ujawnia sie w tym momencie swoisty paradoks
natury ekonomicznej - pacjent, cheac zaoszezedzi¢
okreslona sume pieniedzy, naraza si¢ na poniesie-
nie duzych kosztéw zwigzanych z koniecznoscia
leczenia zmian powstalych wskutek stosowania
taszego zamiennika. Osobng kwestia pozostaje
komfort i samopoczucie pacjenta, a w szczegélnych
przypadkach jego zdrowie i zycie. Giéwna rola rze-
telnego poinformowania pacjentach o mozliwych
korzysciach i ryzyku zwigzanym ze stosowaniem
generykow nalezy obarczy¢ farmaceutéw, wszakze
to przy okienku aptecznym pacjent decyduje o za-
kupie danego leku.

Okiem ekonomisty stosowanie lekéw generycz-
nych jest duza oszczedno$cia, zaréwno dla pacjen-
téw, jak i dla calego systemu ochrony zdrowia da-
nego kraju. W Polsce szacuje sie, ze okolo 65-75%
obrotu produktami leczniczymi stanowig leki ge-
neryczne, a ogélna warto$¢ rynku wynosi blisko
20 mld zlotych [17]. W Europie wskaznik popu-
larnosci lekéw generycznych oscyluje w okolicach
50%. Nie jest to informacja zaskakujaca, biorgc
pod uwage nawet istotnie nizsza cene za lek od-
tworczy. Warto podkreslié, ze przecietny Euro-
pejczyk wydaje rocznie okolo 430 euro na leki,
a w spoleczenistwie naszego kontynentu gwaltow-
nie zwieksza sie odsetek ludzi starszych. Po tej
analizie uwidacznia nam sie rzeczywista warto$é
rynku lekéw generycznych i mozliwosci jego sta-
tego rozwoju.

Na zakoriczenie nalezy postawi¢ zadane na po-
czatku pytanie - czy leki generyczne sg zatem pa-
naceum na wszelkie ,,dolegliwosci” farmako-
ekonomiczne, czy tez ich coraz szersza obecno$é
w naszych aptekach stanowi realne zagrozenie dla
przemystu farmaceutycznego i jego newralgicznej
galezi - innowacyjnos$ci?

Niestety panaceum, jak dotad, jest spotyka-
ne jedynie w legendach i mitach, ktére sa tak
stare, jak cala medycyna i nalezy ponad wszel-
ka watpliwos¢ stwierdzié, ze leki generyczne nie
sa lekarstwem doskonalym na bolaczki natury
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farmakoekonomicznej. Leki odtwdreze wykazuja
wszakze ,,dzialania niepozadane”, ktdre tycza sie
calego przemystu farmaceutycznego. Nie mozemy
zapominac o podstawowych mechanizmach go-
spodarczych, méwiacych, ze doplyw kapitalu sty-
muluje rozwdj i umozliwia odkrywanie nieznane-
g0, co jest szczegdlnie istotne w sferze medycznej,
a leki generyczne zdecydowanie ograniczaja do-
chody generowane przez leki oryginalne. Wyda-
je sie, ze powstawanie koncernéw produkujacych
jedynie leki odtwdérecze w sposéb nieunikniony
prowadzi¢ moze do zahamowania dynamicznego
rozwoju firm, ktérych priorytetem jest innowa-
cyjnos¢. Trzymajac sie terminologii filozoficznej,
nalezy dazy¢ do odnalezienia ztotego srodka, kt6-
ry pozwoli zachowac bezpieczny balans pomiedzy
redukcja cen lekéw a utrzymaniem racjonalnego
poziomu finansowania sfery badawczej, ktéra wy-
maga duzych nakladéw finansowych i jest w wie-
lu przypadkach zupelnie nieprzewidywalna. Bez
zachowania umiaru i odpowiednich proporcji fi-
nanowych moze si¢ okazad, ze przemysl farma-
ceutyczny podaza w $lepa uliczke, ktéra zakoriczy
zlotg ere rozwoju medycyny i farmacji.

Z cala pewnoscia leki generyczne moga by¢ ele-
mentem uplynniajacym dzialania systeméw ochro-
ny zdrowotnej, ale jasno nalezy zaznaczy¢, ze nie
zawsze sa one wyborem korzystnym dla pacjen-
ta, a statystyka jest bardzo brutalnym narzedziem,
ale tylko w ujeciu jednostki. Bezsprzecznie w ca-
lej tej sytuacji kluczowe role pelnia lekarz i farma-
ceuta, od ich wiedzy, rzetelnosci i doswiadczenia
zalezy w wiekszos$ci przypadkéw bilans zamia-
ny leku oryginalnego na odtwdrczy. Pamietajmy,
by te decyzje byly decyzjami stricte terapeutycz-
nymi, a nie marketingowymi i aby zdrowie i zy-
cie pacjenta pozostawalo najwieksza troska leka-
rzy i farmaceutéw.
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Kolor skory pelni nie tylko role biologiczna,
ale takze spoteczng i estetyczng. Swiadezy on
o przynalezno$ci rasowej, moze sugerowac wyste-
powanie niektérych jednostek chorobowych, a jed-
nym z popularniejszych zabiegéw kosmetycznych
jest jego przyciemnianie lub rozjasnianie, w zalez-
nosci od aktualnie obowigzujacego kanonu uro-
dy. Zawarte w naskoérku barwniki z reguly peinig
funkeje ochronne, zabezpieczajac przed szkodliwym
wplywem promieniowania UV [1].

Decydujgcy wplyw na kolor skéry cztowieka ma
obecnos¢ barwnikéw z grupy melanin - organicz-
nych zwigzkéw azotu wykazujgcych zréznicowane
zabarwienie, ktérych wystepowanie potwierdzo-
no w warstwie podstawnej naskérka, korze wio-
sa, a nawet niektérych komoérkach uktadu nerwo-
wego. Sposréd gamy znanych melanin istotna role
w determinacji koloru skéry odgrywaja: eumelani-
na - brgzowoczarny barwnik posiadajacy wlasciwo-
$ci ochronne przed promieniowaniem UV (gléwnie
poprzez likwidacje wolnych rodnikéw), feomelani-
na - zéttoczerwony barwnik obecny giéwnie w na-
skérku oséb rasy celtyckiej, niestanowiacy ochrony
przed promieniowaniem UV (mutagenny w tescie
Ames’a, pod wplywem UV staje si¢ wolnym rodni-
kiem uszkadzajacym komorki skory).

Melanina produkowana jest z tyrozyny w me-
lanocytach przy udziale enzymu tyrozynazy (ryci-
na 1). Regulacja tego procesu odbywa si¢ na kilku
gléwnych plaszczyznach: enzymatycznej, gene-
tycznej, hormonalnej, biochemicznej (cytokiny)
i fizycznej (natezenie promieniowania UV). Po
zadzialaniu czynnika aktywujgcego pecherzyki
z powstalym barwnikiem transportowane sa pola-
czeniami dendrytycznymi z melanocytéw do ota-
czajacych keratynocytéw.

Zaobserwowano, iz zmiany zabarwienia skory
widoczne pomiedzy rasami nie wyplywaja z réznic
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Skin hyperpigmentation disorders and pharmacological methods of

their treatment Hyperpigmentation disorders are both aesthetic

and psychological issue. Among various types of hyperpigmentation, the
most common are ephelides, lentigines, melasma, post-inflammatory
hyperpigmentation, Riehl melanosis and phototoxic reactions. Treatment
includes mechanical stain removal, topical application of pharmacological
agents. The article describes the most commonly occurring disorders
and characterizes the available pharmacological treatment methods.

The literature review indicates that there is a wide range of depigmenting
agents whose primary pharmacological target is the synthesis (especially
the activity of the enzyme tyrosinase), distribution and degradation

of melanin. However, clinically used treatment methods often do not
show the desired therapeutic effect or carry a high risk of side effects.
Discovering both effective and safe therapy of hyperpigmentation
disorders is still a challenge.

Keywords: drug therapy, hyperpigmentation, melanins, monophenol
monooxygenase, pigmentation.
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w ilo$ci melanocytéw ani z calkowitej zawarto-
$ci obecnych w skérze melanin, ktéra nie przekra-
cza zazwyczaj 1%. Istotng kwestig jest natomiast
rozmieszczenie komdrek produkujacych barwnik
(w warstwie tworczej naskorka u rasy bialej, na ca-
lej gruboscei naskorka u rasy czarnej) oraz rodzaj ich
aktywnosci (proporcjonalnie wieksza ilo¢ produ-
kowanej feomelaniny kosztem eumelaniny u rasy
bialej wzgledem rasy czarnej).

Wrodzone i nabyte nieprawidlowosci w funk-

cjonowaniu melanocytéw, jak i zaburzenia regu-
lacji syntezy melanin, prowadza do patologicznych
zmian, objawiajacych sie hiper- badz hipopigmen-
tacja skory. W zaleznosci od zlokalizowania zlogéw
barwnika wyrézniamy postaé naskérkowa, skérna
i mieszana przebarwien. Diagnozy dokonuje sie za
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pomoca lampy Wooda, emitujacej dlugofalowe pro-
mieniowanie nadfioletowe. Zmiany obejmujace sk6-
re wlasciwg sg trudniejsze w leczeniu od tych zlo-
kalizowanych jedynie powierzchniowo [2]. Ponizej
scharakteryzowano wybrane, najczesciej wystepu-
jace zaburzenia hiperpigmentacyjne i przedstawio-
no dostepne metody ich leczenia.

Zaburzenia przebiegajace
z hiperpigmentacja skory

Piegi (ephelides)

W niektérych kulturach, np. wéréd Azjatéw,
piegi uwazane sa za defekt kosmetyczny wyma-
gajacy leczenia, jednak na terenie Europy rzadko
dazy sie do ich korygowania. Sa to skupiska pig-
mentu obserwowane jako plaskie plamy o $redni-
cy 1-2 mm na skorze twarzy, ramion, szyi i klatki
piersiowej, wystepujace gléwnie u przedstawicie-
li rasy kaukaskiej, ale niekiedy réwniez azjatyckiej.
Piegi zwiekszaja swoja intensywno$¢ w okresie doj-
rzewania oraz sezonowo, po ekspozycji na slorice.
Paradoksalnie, obszary skéry o ciemniejszej barwie
zawieraja okolo 40% mniej melanocytéw w stosun-
ku do sasiednich regionéw o jasniejszym zabarwie-
niu. Komorki te sg jednak wieksze, posiadaja liczne
i dlugie dendryty oraz zawieraja wiecej pigmentu.
Ponadto pomiedzy liniami papilarnymi skéry obje-
tej piegami zaobserwowano wydluzone pogrubienia
naskorka oraz skupiska melanocytéw w ich poblizu
i w warstwie podstawnej naskoérka. Ze wzgledu na
rodzinne wystepowanie piegéw, za wazny element
warunkujacy ich pojawianie sie uwaza sie czynniki
genetyczne. Dowiedziono znaczenia takich genéw,
jak MC1R (gen receptora melanokortyny typu 1),
IRF4 (gen czynnika regulujacego interferony), ASIP
(gen regulacyjnego bialka Agouti) i TYR (gen tyro-

zynazy) [3].

Plamy soczewicowate (lentigines)

Plamy soczewicowate sg plaskimi zaciemnie-
niami skéry o brazowej barwie. Wielkoscia oraz
ksztaltem przypominajq ziarna soczewicy, czemu
zawdzieczaja swoja nazwe. Pojawiaja sie na twarzy,
grzbietach dloni i przednio-bocznej powierzch-
ni ramion, najczesciej po 50. roku zycia - dlatego
bywaja réwniez nazywane plamami starczymi. Po-
dobnie jak w przypadku piegéw, ciemniejsze ob-
szary skory charakteryzuja sie wydluzeniem zgru-
bier naskdérka pomiedzy liniami papilarnymi oraz
wieksza iloscig melanocytéw w ich rejonie i w pod-
stawnych warstwach naskérka. Komoérki nie sa po-
wiekszone, ale zawieraja wiecej mitochondriéw,
majq lepiej rozwinieta siateczke endoplazmatyczna
i bardzo efektywnie transportuja melanosomy do
sasiednich keratynocytéw, o czym $§wiadcza skupis-
ka melanosoméw obserwowane w keratynocytach.
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Do przyczyn powstawania plam soczewicowatych
mozna zaliczy¢ narazenie na poparzenia stonecz-
ne, stosowanie niektérych lekéw uwrazliwiajacych
na $wiatlo sloneczne (np. PUVA - podawanie do-
ustnych psoralenéw w polaczeniu z naswietlaniem
UVA w terapii luszezycy) oraz choroby genetyczne
(np. zespSl LEOPARD przebiegajacy z mutacja genu
PTPN11 kodujacego fosfataze tyrozynowa lub ze-
spol Peutza-Jeghersa, w przypadku ktérego muta-
cjiulega gen kinazy treoninowo-serynowej STK11/
LKB1) [3, 4].

Ostuda (chloasma, melasma)

Ostuda ma postac rozlanych, brazowych plam
o nieregularnym ksztalcie, najczesciej zlokalizowa-
nych symetrycznie na twarzy i szyi, rzadziej na ra-
mionach lub w okolicy mostka. Wystapieniu ostu-
dy sprzyja ple¢ zeiska (mezczyZni stanowig ok. 10%
chorych), ciemna karnacja i zamieszkanie w re-
jonach o wysokim natezeniu promieniowania UV.
Melanocyty, ktérych ilo§¢ moze, ale nie musi by¢
zwiekszona, zawsze charakteryzuja sie duzym roz-
miarem, uwydatnionymi dendrytami i wzmozona
produkcja barwnikéw. Wéréd gléwnych przyczyn
powstawania ostudy wymienia sie fotouszkodzenie
skory oraz zmiany hormonalne (okres ciazy, anty-
koncepcja hormonalna, choroby endokrynne) [5].

Hiperpigmentacja pozapalna
(post-inflammatory hyperpigmentation,
PIH)

Termin ,, hiperpigmentacja pozapalna” obejmuje
przebarwienia powstale w wyniku procesu zapalne-
go skdry. Pierwotng przyczyna zapalenia moze by¢
wiele czynnikéw, takich jak: tradzik, alergeny lub
substancje draznigce, uraz, luszezyca, liszaj plaski,
wysypka polekowa i zabiegi kosmetyczne. W obra-
zie histologicznym skoéry widoczne sg zlogi mela-
niny - wolnej lub zgromadzonej w melanofagach.
Zmiany moga przyjmowac postac¢ zaréwno naskor-
kowa, jak i skdrna badZ mieszang. Patomechanizm
powstania przebarwienia jest zwigzany ze wzmozo-
ng aktywnoscia czynnikéw prozapalnych, cytokin
i reaktywnych form tlenu, ktére przez stymulacje
wzrostu melanocytéw i réznicowania dendrytéw
intensyfikuja produkcje i transport melaniny [5].
Jako induktory tyrozynazy szczegélnie istotne zna-
czenie majga prostaglandyny (PGF, i PGF, ), trom-
boksany i leukotrieny (np. LTC,iLTD,) [4].

Melanoza Riehla

Melanoza Riehla nalezy do kontaktowych der-
matoz skory objawiajacych sie siateczka szaro-
brazowych przebarwieni, obejmujacych: czolo,
okolice jarzmowe i skroniowe twarzy [6]. Po raz
pierwszy zostala zaobserwowana w 1917 r. przez
Riehla u 17 kobiet, jako odpowiedZ na kontakt
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z barwnikiem anilinowym zawartym w pudrze
do twarzy. Od lat 70. XX w. czestos¢ zachorowan
znacznie spadla ze wzgledu na wyeliminowanie
przez firmy kosmetyczne wielu alergenéw ze swych
produktéw. Wcigz jednak sktadniki kosmetykéw
pozostaja gtéwng przyczyng wystepowania mela-
nozy Riehla [7]. Potwierdzono niekorzystny wplyw
takich substancji, jak: geraniol (alkohol terpenowy
wykorzystywany w produkeji perfum), minoksy-
dylidifenylocyklopropenon (skladniki preparatéw
przeciwko lysieniu) [8].

Odczyny fototoksyczne

Niektdre substancje podane zewnetrznie lub we-
wnetrznie moga ulegac reakcjom fotochemicznym
pod wplywem $wiatla stonecznego, przede wszyst-
kim promieniowania UVA, i prowadzi¢ do zmian
hiperpigmentacyjnych (tabela 1). Rumieri i peche-
rze, typowo wystepujace w wyniku poparzenia sto-
necznego, po kilku dniach przybierajg ciemniejsza
barwe. Charakterystycznym przykladem odczynu

Tabela 1. Przyklady lekéw mogacych wywolac odezyn fototoksyczny [10]

Antybiotyki

- tetracykliny, fluorochinolony, kwas nalidiksowy, ceftazydym, gryzeofulwina, ketokonazol,
trimetoprim, sulfonamidy

NLPZ

- ibuprofen, ketoprofen, nabumeton, naproksen, fenylbutazon, oksyfenylbutazon, aspiryna,

kwas meklofenamowy

Diuretyki

- hydrochlorotiazyd, furosemid

Retinoidy

Cytostatyki

- 5-fluorouracyl, dakarbazyna, metotreksat, winblastyna

Amiodaron

Diltiazem

Psoraleny
- 5-metoksypsoralen

fototoksycznego jest tzw. ,berloque dermatitis”,
wywolany stosowaniem jednego ze sktadnikéw per-
fum - olejku bergamotowego. Zawarty w olejku
5-metoksypsoralen w polaczeniu ze §wiatlem slo-
necznym wywotuje hiperpigmentacje skory nasla-
dujaca bizuterie, ze wzgledu na typowe stosowanie
perfum w okolicach szyi [ 5, 9]. Histopatologicznie,
na obszarach objetych odczynem fototoksycznym
mozna zaobserwowac zwiekszenie ilosci melani-
ny w warstwie podstawnej i jej akumulacje w me-
lanofagach [8].

Leczenie farmakologiczne zaburzen
przebiegajacych z hiperpigmentacja
skory

Typowe leczenie zaburzen hiperpigmentacyj-
nych obejmuje odpowiednig profilaktyke oraz za-
stosowanie chemicznych badz fizycznych srodkéw
depigmentujacych. Za podstawe profilaktyki, jak
réwniez konieczny element samego leczenia, uwa-
za sie stosowanie kremow z filtrem UV oraz mini-
malizacje narazenia na promieniowanie stoneczne
- jeden z czynnikéw predysponujacych do powsta-
nia przebarwien. Metody fizyczne sg wciaz rozwija-
ne i polegaja na zabiegach z wykorzystaniem lasera,
krioterapii cieklym azotem lub urzadzen mecha-
nicznie zluszczajacych naskérek. Podstawe tera-
pii zaburzen hiperpigmentacyjnych stanowig jed-
nak metody farmakologiczne, wykorzystujace kilka
giéwnych mechanizméw: zaburzenie syntezy mela-
niny, regulacje wychwytu i dystrybucji melanoso-
moéw w docelowych keratynocytach oraz degradacje
melanosoméw i melaniny (tabela 2). W przypadku
terapii hiperpigmentacji pozapalnej skuteczne moze
okazac sie rowniez zewnetrzne podanie substancji
przeciwzapalnych, np. kortykosteroidéw lub eks-
traktu rumiankowego [11].

Tabela 2. Podziat stosowanych srodkéw depigmentacyjnych wedtug gtéwnego mechanizmu dzialania

Mechanizm dziatania Substancje

Zaburzenie syntezy melaniny

- inhibitory czynnikéw transkrypcyjnych
tretynoina, C2-ceramid
- inhibitory glikozylacji tyrozynazy

glukozamina, tunikamycyna, D-panteino-S-sulfonian wapnia

- inhibitory tyrozynazy

hydrochinon, arbutyna, deoksyarbutyna, hydroksyanizol, eter benzylowy hydrochinonu, N-acetylo-4-S-cysteaminofenol,
kwas kojwy, kwas elagowy, ester metylowy kwasu getyzynowego, kwas azelainowy, flawonoidy

- induktory degradcji tyrozynazy

nienasycone kwasy tluszczowe (linolowy, a.-linolenowy)

- inhibitory peroksydazy
metimazol

- antyutleniacze

kwas galusowy, kwas askorbinowy, o.-tokoferol

Regulacja wychwytu i dystrybucji melanosoméw

sojowy inhibitor trypsyny, inhibitor proteazy z rodziny Bowmana-Birka, nikotynamid

Degradacja melanosoméw i melaniny

hydroksykwasy, retinoidy, likwirytyna

Metody fizyczne

fizyczne ztuszczanie naskorka, terapia laserowa
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Zaburzenie syntezy melaniny

Inhibitory czynnikow transkrypcyjnych

Proces transkrypcji tyrozynazy oraz TRP-1 (bial-
ka zaleznego od tyrozynazy 1) regulowany jest przez
czynniki transkrypeyjne. Ich dezaktywacja przez srod -
ki depigmentacyjne wywoluje zahamowanie ekspre-
sji enzymow. Przykiadem substancji dziatajacych we-
dlug powyzszego mechanizmu jest tretynoina (kwas
all-trans-retinowy) oraz C2-ceramid (rycina 2) [11].

Inhibitory glikozylacji tyrozynazy

Jednym z giéwnych proceséw przebiegajacych
w trakcie obrébki potranslacyjnej tyrozynazy jest
glikozylacja reszty asparaginowej enzymu. Zabu-
rzenie tego procesu prowadzi do dezaktywacji lub
obnizenia aktywnosci tyrozynazy bez zmiany sa-
mej jej ekspresji. Inhibitory glikozylacji tyrozynazy
o potwierdzonej aktywnosci to: glukozamina, tu-
nikamycyna, D-panteino-S-sulfonian wapnia [11].

Inhibitory tyrozynazy

Inhibitory tyrozynazy sa najliczniejsza grupa
wsrod substancji depigmentujacych i najszerzej

CH, CH, O
HC  CH

X

CH,

tretynoina

Rycina 2. Inhibitory czynnikéw transkrypcyjnych

OH

OH

) TERAPIA | LEKI

wykorzystywang w terapii. Typowymi przyktadami
substancji nalezacych do tej grupy jest hydrochinon
oraz jego pochodne - arbutyna, deoksyarbutyna,
hydroksyanizol, eter benzylowy hydrochinonu czy
tez N-acetylo-4-S-cysteaminofenol (rycina 3) [12].
Substancje te wigza reszty histydyny wystepujace
w centrum aktywnym enzymu, blokujgc jego dzia-
fanie. Réwnie wazny mechanizm stanowi indukcja
powstawania reaktywnych form tlenu, ktére przy-
czyniaja sie do uszkodzenia bialek (m.in. tyrozyna-
zy), a takze blon lipidowych, co skutkuje degrada-
cja melanosomoéw i uszkodzeniem melanocytéw.
Dodatkowo pochodne chinonu obnizaja aktyw-
nos¢ glutationu oraz hamuja synteze kwaséw nu-
kleinowych [13]. W Unii Europejskiej hydrochinon,
ze wzgledu na dzialania niepozadane, zostal wyco-
fany jako kosmetyk, moze by¢ jednak nadal stoso-
wany z przepisu lekarza. Diugotrwata aplikacja ze-
wnetrzna hydrochinonu moze powodowac¢ miedzy
innymi silne podraznienie skory, trwale jej odbar-
wienie (uszkodzenie melanocytow przez reaktyw-
ne formy tlenu), a takze rozwiniecie sie egzogen-
nej ochronozy. Choroba ta jest zwigzana z obnizong
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Rycina 3. Inhibitory tyrozynazy
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HO

0

kwas kojowy

aktywnoscia oksydazy kwasu homogentyzynowe-
go, co skutkuje lokalnym nagromadzeniem zlogéw
kwasu homogentyzynowego, jego polimeryzacja,
a w koricowej fazie degradacja kolagenu i widkien
elastycznych z towarzyszacym ciemnym zabarwie-
niem skéry w miejscu ogniska chorobowego [13,
14]. Pochodne hydrochinonu wykazuja lagodniej-
szy profil dzialania, a ich stosowanie jest obarczone
mniejszym ryzykiem dzialan niepozadanych [12].

Poza pochodnymi hydrochinonu w terapii wy-
korzystywane sg takze inne inhibitory tyrozynazy.

Kwasy kojowy (metabolit mikroorganizméw
z rodziny Acetobacter, Aspergillus, Penicillium)
i elagowy (naturalnie wystepujacy w owocach ja-
godowych), a takze ester metylowy kwasu genty-
zynowego (skladnik korzenia goryczki) (rycina 4)
hamuja dzialanie enzymu wedlug tego samego me-
chanizmu [11]. Tyrozynaza nalezy do grupy me-
taloenzymoéw, charakteryzujacych sie obecnoscia
jonéw metalu w obrebie apoenzymu. Czasteczka
inhibitora tyrozynazy tworzy kompleks z dwoma
jonami miedzi, warunkujacymi funkcje katalitycz-
ng enzymu [15].

Kwas azelainowy (rycina 5), naturalnie wyste-
pujacy jako metabolit grzybéw z gatunku Pityro-
sporum ovale, nalezy do kompetycyjnych inhibi-
toréw tyrozynazy, ktére blokuja dostep tyrozyny
do centrum aktywnego enzymu [11]. Kwas wyka-
zuje réwniez dzialanie antyproliferacyjne i cytotok-
syczne ze wzgledu na swoja zdolno$¢ do hamowania

Rycina 4. Inhibitory tyrozynazy
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0
HO
0
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OH 0
0
kwas elagowy
0 HO 0
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Rycina 5. Kwas azelainowy

rezorcynol
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OH

aktywnosci reduktazy tioredoksyny, zaangazowa-
nej w synteze deoksyrybonukleotydéw, by¢ moze
moduluje réwniez odpowiedZ zapalng poprzez dzia-
lanie na receptory PPARy keratynocytéw [13, 16].
Pozadanymi wlasciwosciami zwigzku sa: stosun-
kowo dobra tolerancja oraz efektywniejsze dziala-
nie na obszarze chorobowo zmienionym, w stosun-
ku do zdrowej skory [12].

Polifenole o wlasciwosciach hamujacych aktyw-
nos¢ tyrozynazy mozna ogélnie podzieli¢ na dwie
grupy, w zaleznosci od mechanizmu interakeji z en-
zymem. Pochodne rezorcynolu prawdopodobnie
wigza sie z centrum aktywnym tyrozynazy, nato-
miast pochodne katechiny posiadaja wlasciwosci
chelatujace jony miedzi (rycina 6) [17].

Obecnie poszukuje si¢ nowych struktur polife-
nolowych o wiasciwosciach hamujacych tyrozyna-
ze, szczegolnie podstawionych w pozycji 4 pochod-
nych rezorcynolu [17-19].

Nalezace do polifenoli flawonoidy stanowig zréz-
nicowang grupe zwigzkéw pochodzenia rodlinnego,
sposrod ktoérych bardzo wiele wykazuje stabe wila-
Sciwosci depigmentacyjne. Co wiecej, wyniki ba-
dan czesto sa wzgledem siebie sprzeczne. Przyklada-
mi moga by¢: naryngenina, kwercetyna, taksyfolina
lub luteolina, ktére wzmagaja ekspresje tyrozynazy,
dzialajac jednoczes$nie w niektérych badaniach de-
pigmentacyijnie [13, 20]. Istnieje jednak grupa flawo-
noidéw o uznanej aktywnosci wybielajacej. Nalezy do
nich miedzy innymi wystepujaca w aloesie aloesyna,

OH OMe

OH

ester metylowy
kwasu gentyzynowego

OH

OH

katechina

Rycina 6. Struktury rezorcynolu i katechiny
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kwas a-linolenowy

Rycina 7. Induktory degradacji tyrozynazy

obecny w czerwonym winie resweratrol i glabry-
dyna - substancja obecna w Korzeniu lukrecji [13].

Zostalo opisanych bardzo wiele substancji wy-
kazujacych aktywnos$¢ hamujaca tyrozynaze. Nie-
stety tylko nieliczne z nich uwazane sa za skuteczne
klinicznie - przede wszystkim hydrochinon i jego
pochodne, a takze kwas kojowy. Wiekszos$¢ inhi-
bitoréw tyrozynazy wykazuje zbyt slabe dzialanie
po podaniu na skére, bywaja skladnikami prepara-
téw wieloskladnikowych jako substancje wspoma-
gajace leczenie. Przyczyna moze by¢ fakt, ze bada-
nia przeprowadzane sa standardowo na tyrozynazie
pochodzacej od grzyba Agaricus bisporus. Niekté-
re zwigzki wykazujace obiecujaca aktywnosé w te-
stach posiadaja slabsze wilasciwosci hamujace wo-
bec enzymu pochodzenia ludzkiego [17].

Induktory degradacji tyrozynazy

Przeciwstawne dzialanie fizjologiczne nasyconych
inienasyconych kwaséw ttuszczowych zostato zaob-
serwowane w przypadku procesu degradacji tyrozy-
nazy. Powstaly w siateczce endoplazmatycznej en-
zym jest transportowany do aparatu Golgiego, gdzie
przybiera dojrzala forme, mogaca katalizowad reakcje
melanogenezy. Nienasycone kwasy tluszczowe, np.
kwasy linolowy i a-linolenowy (rycina 7), wzmagaja
proces przylaczania ubikwityny do dojrzalej tyrozyny,
co powoduje jej zwrotny transport do siateczki endo-
plazmatycznej i indukuje proces degradacji [21, 22].

Inhibitory peroksydazy

Peroksydaza katalizuje liczne przemiany
w cyklu syntezy melaniny, m.in. oksydacje DOPA,

0 OH

H

SRR

HO OH

OH

kwas galusowy kwas askorbinowy

Rycina 9. Antyoksydanty

Rycina 8. Inhibitor peroksydazy:

metimazol

oksydatywna polimeryzacje indolowych monome-
réw melaniny do eumelaniny oraz polimeryzacje
benzotiazynowych prekursoréw feomelaniny. Stoso-
wany doustnie jako tyreostatyk metimazol (rycina 8),
po podaniu powierzchniowym wykazuje wilasciwosci
hamujace aktywnosc peroksydazy. W konsekwencji
spada ilo$¢ powstajacej w melanocytach melaniny.
Metimazol nie jest na razie stosowany standardowo
jako $rodek depigmentujacy, jednak jego wysoka ak-
tywnos¢ w przypadku przebarwien opornych na hy-
drochinon oraz dobra tolerancja sugeruja mozliwosé
jego szerszego wykorzystania w terapii [23, 24].

Antyoksydanty

Reaktywne formy tlenu wykazuja ambiwalent-
ny wplyw na melanogeneze, moga bowiem sprzy-
ja¢ zaréwno odbarwieniu, jak i hiperpigmentacji.
Podwyzszony poziom dysmutazy ponadtlenko-
wej i obnizony poziom katalazy w keratynocytach
uwazany jest za jedna z prawdopodobnych przy-
czyn zmian bielaczych. Upo$ledzony system anty-
oksydacyjny prowadzi do nagromadzenia nadtlen-
ku wodoru w keratynocytach i jego transport przez
blony do melanocytéw. Z drugiej strony, nadtle-
nek wodoru aktywuje hydroksylaze fenyloalanino-
wa (phenylalanine hydroxylase PAH), zwiekszajac
tym samym ogdlna pule L-tyrozyny (substratu dla
tyrozynazy), w powstawaniu ktérej bierze udzial
PAH [25]. Mimo wszystko antyoksydanty bywaja
wykorzystywane w terapii zaburzen hiperpigmen-
tacyjnych. Udokumentowano dzialanie wybielaja-
ce m.in.: kwasu galusowego, kwasu askorbinowe-
go, a-tokoferolu oraz ich pochodnych (rycina 9),

a-tokoferol
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a takze substancji z grupy polifenoli zawartych np.
w zielonej herbacie [26-29].

Regulacja wychwytu i dystrybucji

melanosomoéw

Transport melanosoméw do keratynocytéw od-
bywa sie poprzez fagocytoze, ktora jest mediowana
przez zlokalizowany na keratynocytach, wrazliwy
na trypsyne receptor PAR-2 (protease-activated
receptor-2). Zawarte w soi inhibitory proteaz se-
rynowych (do ktérych nalezy miedzy innymi tryp-
syna) - sojowy inhibitor trypsyny (soybean tryp-
sin inhibitor, STI) i inhibitor proteazy z rodziny
Bowmana-Birka (BBI) - hamujg aktywnos¢ recep-
tora. Konsekwencja jest spadek ilosci fagocytowa-
nych do wnetrza keratynocytéw melanosoméw
oraz zmniejszona produkcja melaniny [30]. Ponad-
to dowiedziono protekcyjnego dzialania STI oraz
BBI w stosunku do uszkodzen wywotanych pro-
mieniowaniem UVB. Inhibitory proteaz serynowych
sa termolabilnymi bialkami, wobec czego proces
uzyskiwania ekstraktu z soi musi by¢ odpowiednio
przeprowadzony, tak by nie doprowadzi¢ do dena-
turacji jego aktywnych skladnikéw. Ekstrakt z soi
wplywa pozytywnie na skore takze dzieki zawar-
tosci izoflawonéw (np. genisteiny, daidzeiny, gli-
cyteiny) o wlasciwosciach antyoksydacyjnych [29].

Transport melanosoméw jest réwniez celem te-
rapeutycznym dla nikotynamidu (rycina 10), biolo-
gicznie aktywnej formy witaminy PP (B,) oraz lek-
tyn. Ich mechanizm dzialania nie zostat jednak tak
dobrze poznany jak w przypadku inhibitoréw pro-
teaz serynowych [13].

Degradacja melanosoméw i melaniny

Substancje ztuszczajace, tzw. eksfolianty, sty-
muluja proces odnawiania naskérka, przyspie-
szajac usuwanie keratynocytéw wraz ze zgro-
madzong w nich melaning. Powierzchniowe
zastosowanie takich eksfoliantéw, jak kwasy owo-
cowe (o-hydroksykwasy - AHA, B-hydroksykwasy
- BHA, polihydroksykwasy - PHA) czy retino-
idy sprawia, ze przebarwienia staja sie bledsze
i mniej widoczne. Czesto wykorzystywana apli-
kacja w postaci peelingu pozwala na intensyfikacje
efektu zluszczajacego, wymaga jednak ostroznosci
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ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia podraznien.
Dodatkowym mechanizmem dzialania kwasow jest
miejscowe obnizenie pH, co prowadzi do zaburze-
nia optymalnego srodowiska dzialania tyrozyna-
zy, a w konsekwencji do zahamowania jej aktyw-
nosci [11, 13]. Efekt rozjasniajacy mozna réwniez
uzyskac, wywolujac bezposredni rozklad czasteczki
melaniny. Stosowana substancja jest obecny w ko-
rzeniu lukrecji flawanon - likwirytyna (rycina 11),
ktéra swoje wlasciwosdci zawdziecza pierscieniowi
y-pironowemu [31].

Podsumowanie

Zaburzenia barwnikowe przebiegajace z hiper-
pigmentacja, nawet jesli sa zmianami lagodnymi,
moga stanowié dla pacjentéw problem estetycz-
ny i wymagac leczenia. Réznorodnos¢ wystepuja-
cych objawéw skérnych i ich zmienno$¢ osobnicza
utrudnia diagnostyke i prowadzi do wyrézniania
licznych typow hiperpigmentacji. Do najczesciej
wystepujacych naleza piegi, plamy soczewicowa-
te, ostuda, hiperpigmentacja pozapalna, melanoza
Riehla oraz odczyny fototoksyczne. Waznym aspek-
tem przeciwdzialania przebarwieniom jest profi-
laktyka, polegajaca przede wszystkim na unikaniu
narazenia na czynniki predysponujace, a takze eli-
minacja przyczyny pierwotnej, jesli hiperpigmenta-
cja ma charakter wtérny (np. terapia zapaleri sko-
ry). Podstawa leczenia pozostaje jednak usuwanie
istniejacych przebarwien. Obok wecigz doskonalo-
nych metod fizycznych (terapia laserowa, mecha-
niczne zluszezanie naskérka) istnieje gama apli-
kowanych zewnetrznie preparatéw zaburzajacych
synteze melaniny, jej dystrybucje miedzykomoérko-
wa lub wywolujacych jej degradacje, po ktére czesto
pacjenci siegaja w pierwszej kolejnosci. Ze wzgledu
na wrazliwos¢ organu, jakim jest skora, stosowane
substancje czynne czesto charakteryzuja sie jednak
wysokim prawdopodobiedstwem wystapienia dzia-
lanii niepozadanych (np. hydrochinon) lub tez niska
skutecznoscia kliniczna. Zwigkszenie bezpieczen-
stwa terapii uzyskuje sie poprzez zastosowanie ni-
skich stezen substancji czynnych, co prowadzi jed-
nak do wydluzenia czasu terapii. Wiele zwigzkéw
z grupy flawonoidéw lub antyutleniaczy wchodzi
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przede wszystkim w sklad preparatéw zlozonych,
pelniac role wspomagajacq. Pomimo istnienia wie-
lu substancji wybielajacych o zréznicowanym me-
chanizmie dzialania, problem zaréwno skutecznej,
jak i bezpiecznej terapii przebarwien weigz stano-
wiwyzwanie.
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Wystepowanie wybranych biopierwiastkow
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Occurrence of some microelements about the importance of pro-health
in mushrooms macrofungi and the analytical methods used in their
analysis - Currently there is a considerable increase in consumer
interest in edible species of mushrooms. Their frequent occurrence as

a component of the diet makes the monitoring of their qualitative and
quantitative bio elemental composition more important. Micronutrients
accumulated in mushrooms from environment, play role as enzymes
components/activators, and can be found in mushrooms pigment
structures. This study discusses the occurrence of microelements

such as Se, Zn, Cu, Mg and Fe in fruiting bodies of popular edible
mushrooms. Tested fungal species showed following concentrations

of discussed micronutrients: selenium (0.5-20 mg/kg dry weight),

zinc (25-200 mg/kg dry weight), copper (<25-200 mg/kg dry weight),
magnesium (<25-125 mg/kg dry weight) and iron (<50-400 mg/kg dry
weight). Analytical methods most commonly applied to analysis of
microelements in mushroom spectroscopic methods: Atomic Absorption
Spectrometry, Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry,
High Resolution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Atomic
Fluorescence Spectrometry and electrochemical methods, for example
anodic and cathodic stripping voltammetry and other methods such as
Neutron Activation Analysis.

Keywords: edible mushrooms, selenium, zinc, copper, magnesium, iron,
micronutrients, macronutrients.

© Farm Pol, 2014, 70(6): 336-344

iagle rosnace zainteresowanie konsumentéw
C jadalnymi gatunkami grzybéw oraz ich wy-
korzystanie jako skladnika diety powoduje ko-
nieczno$¢ monitorowania skladu jakosciowe-
go i ilo$ciowego biopierwiastkéw zawartych w ich
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owocnikach. Biopierwiastki akumulowane z oto-
czenia przez grzyby peinig w nich role jako skiad-
niki enzymow badz sg ich aktywatorami, a takze
mozna je znalezé w strukturze barwnikéw tych or-
ganizmOow. W niniejszym opracowaniu oméwiono
wystepowanie w owocnikach popularnych grzy-
boéw jadalnych nastepujacych biopierwiastkéw: se-
lenu (Se), cynku (Zn), miedzi (Cu), magnezu (Mg)
i zelaza (Fe). W badanych gatunkach grzybow ja-
dalnych stwierdzono zawarto$ci omawianych bio-
pierwiastkéw w nastepujacych stezeniach: selen
(0,5-20 mg/kg suchej masy [s.m.]), cynk (25-200),
miedZ (25-200), magnez (25-125) oraz zelazo (50-
400). Wérod wielu metod analitycznych najezesciej
stosowanymi w analizie biopierwiastkéw w grzy-
bach sa metody spektroskopowe: absorpcyjna spek-
trometria atomowa (Atomic Absorption Spektro-
metry, AAS), emisyjna spektrometria atomowa ze
wzbudzeniem w plazmie sprzezonej indukcyjnie
(Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission
Spectrometry, ICP - AES), spektrometria mas z jo-
nizacja w plazmie indukeyjnie sprzezonej (Induc-
tively Coupled Plasma - Mass Spectrometry, ICP
- MS), atomowa spektrometria fluorescencyjna
(Atomic Fluorescence Spectroscopy, AFS) wyko-
rzystywana jest rowniez neutronowa analiza akty-
wacyjna (Neutron Activation Analysis, NAA) oraz
anodowa i katodowa woltamperometria stripingo-
wa (Anodic Stripping Voltammetry, ASV; Cathodic
Stripping Voltammetry, CSV).

Dostarczenie dziennej dawki mikro- oraz ma-
kroelementéw jest niezbedne dla prawidlowego
funkcjonowania organizmu czlowieka. Istotne jest
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réowniez zapewnienie odpowiedniej réwnowagi po-
miedzy nimi, a takze optymalnej dawki przyjmowa-
nych skladnikéw mineralnych ze wzgledu na to, ze
zaréwno ich nadmiar, jak i niedobér moze by¢ dla
organizmu czlowieka szkodliwy. Udowodniono, ze
Zle zbilansowane stezenie skladnikéw mineralnych
w diecie ma wplyw na rozwdj choréb ukladu naczy-
niowo-sercowego, cukrzycy, osteoporozy, a takze
niektoérych choréb nowotworowych [1-3]. Mimo
fatwego dostepu do produktéw spozywczych bo-
gatych w mikro- i makroelementy oraz produkty
wzbogacane w te skladniki, nadal wystepuja nie-
prawidlowo$ci w bilansowaniu codziennej diety.
Niedobory te dotycza m.in. cynku, magnezu, miedzi
iselenu [4, 5]. Sa to pierwiastki, ktére ze wzgledu
na swoje wilasciwosci antyoksydacyjne oraz udzial
w licznych szlakach metabolicznych zasluguja na
szczegdlna uwage. Podejmowane préby hodowania
grzybéw wzbogacanych w biopierwiastki, tak jak
to ma juz miejsce w przypadku pieczarki, wydaje
sie by¢ dobrym kierunkiem badan, ktéry w przy-
szlosci zapewni dostep do diety bogatej w natural-
ne skladniki, w tym biopierwiastki.

Grzyby, organizmy eukariotyczne stanowiace
osobne krélestwo, wystepuja na ziemi w szacun-
kowej liczbie ok. 10 milionéw gatunkéw, z czego
opisano 1,5 miliona. Wspélczesnie wedlug Orga-
nizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzy-
wienia i Rolnictwa opisano 1350 gatunkéw grzy-
béw jadalnych. Wiecej niz 700 gatunkéw posiada
znaczace dzialanie farmakologiczne. W pierwszych
doniesieniach dotyczacych leczniczego dzialania
grzybéw w czasach starozytnych opisywano gatun-
ki chiriskiego ,,grzyba wiecznego zycia” (Gonoder-
ma lucidum), japonskiego ,,grzyba dlugiego zycia”
(Lentinula edodes), a takze meksykariskiego ,,grzy-
ba bogéw” (Psilocybe semilanceolata). Lecznicze
wiasciwosci grzybow wykorzystywane byly znacz-
nie cze$ciej w medycynie ludowej Chin, Japonii czy
Malezji niz w Europie. W Europie po raz pierwszy
opisane byly one dopiero w IV w. p.n.e. przez Hipo-
kratesa [6, 7]. Pomimo ogromnego (organizmy ko-
smopolityczne) rozpowszechnienia grzybéw, sta-
nowig one zbyt rzadki skladnik diety czlowieka oraz
pozostaja nadal niedocenianym Zrédlem pokarmo-
wym i leczniczym. W ostatnich latach obserwu-
je sie jednak rosnaca konsumpcje grzybéw jadal-
nych [8-10]. Na podstawie licznych analiz skladu
chemicznego, w tym zawarto$ci biopierwiastkéw,
mozna stwierdzié, Ze grzyby stanowia wartoscio-
we Zrédlo niezbednych do prawidlowego wzrostu
irozwoju skladnikow [7]. Szczegolnie wysoka zdol-
nos¢ grzybéw jadalnych do akumulacji pierwiast-
kéw (wielokrotnie wyzsza niz w przypadku roslin)
jest powodem wzmozonych analiz oraz publiko-
wania informacji na ich temat [11]. Wlasciwosci
przeciwnowotworowe i antyoksydacyjne grzybow
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leczniczych wiaza sie m.in. zich zdolnoscia do aku-
mulacji w ich owocnikach znacznych ilosci selenu,
cynku, magnezu, Zelaza i miedzi.

Biopierwiastki w wybranych gatunkach
grzyboéw jadalnych

Selen

Selen jest pierwiastkiem znajdujacym sie
w 16 grupie ukladu okresowego. Z wodorem tworzy
slaby kwas beztlenowy, a w reakeji z tlenem two-
rzy tlenki, ktére sa bezwodnikami kwasowymi. Jest
niezbedny do prawidlowego funkcjonowania, a tak-
Ze rozwoju organizméw zywych. Pierwiastek ten
wystepuje w znaczacych ilo$ciach w glebie, dzieki
czemu istnieje mozliwo$¢ wchianiania, kumulowa-
nia i wigzania w polaczenia organiczne jego jonéw
i soli przez grzyby i rosliny [12]. Kumulacja selenu
w glebach cechuje sie duza zmienno$cia; w przy-
padku gleb bogatych jest to ok. 5 mg/kg s.m., nato-
miast w powierzchniowych warstwach gleby prze-
cietnie jest to ponizej <0,5 mg selenu/kg s.m. [13,
14]. Zakres tolerancji selenu w organizmie czlowie-
ka pomiedzy dawka terapeutyczng a dawka szko-
dliwa jest niewielki. W tabeli 1 przedstawione zo-
staly zalecane wartosci dobowego zapotrzebowania
naselen [15].

Selen odgrywa istotng role w prawidlowym
funkcjonowaniu komérek odpornosciowych czlo-
wieka. Niedobdr selenu moze prowadzi¢ do zaha-
mowania odpowiedzi immunologicznej, co skutku-
je zwiekszeniem podatnosci na infekeje bakteryjne
i wirusowe. Selen jest istotnym czynnikiem w wal-
ce z wolnymi rodnikami, co wynika z jego obecno-
$ci w strukturze dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).
Mechanizm dzialania w tym przypadku polega na
ograniczeniu lub inhibicji biosyntezy prostaglan-
dyn i immunoglobulin, a takze prowadzi¢ moze do
zmniejszenia aktywnosci limfocytéw T, komérek NK
i makrofagéw [16-18]. Niedob6r selenu powoduje
przedwczesne urodzenia, male masy noworodkéw,
anawet poronienia. Na rynku farmaceutycznym po-
jawilo sie wiele preparatéw zawierajacych ten pier-
wiastek. Sa to gléwnie preparaty wielowitaminowe
i wielomineralowe. Selen wchodzacy w ich sklad

Tabela 1. Dobowe zapotrzebowania na selen [15]

() BOTANIKA FARMACEUTYCZNA

Niemowleta 15-20
Dzieci 20-30
Chtopcy 40-55
Mezczyzni 45-55
Dziewczeta 40-55
Kobiety 55

Kobiety w ciazy 60
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Tabela 2. Zawartos¢ selenu w wybranych gatunkach grzybéw jadalnych

[mg/kgs.m.][20]

Gatunek Zawarto$¢ mg/kg s.m. irédio
Agaricus arvensis 2-5 [21]
Agaricus campestris 5-10 [22]
Agaricus silvicola 1-2 [21,23]
Boletus edulis 5-520 [21,22]
Boletus badius <0,5 [23]
Boletus reticulatus 10-20 [22]
Cantharellus cibarius <0,5 [23]
Leccinum scabrum 1-2 [23]
Lycoperdon perlatum 2-10 [22]
Macrolepiota procera 1-10 [21]
Suillus granulatus 1-5 [21]
Tricholoma terreum 1-2 [21]

na ogol wystepuje w postaci selenianu(IV) sodu,
ale réwniez i drozdzy selenowych. Sa to produk-
ty przygotowane na bazie drozdzy z gatunku Sac-
charomyces cerevisiae i ovarium z wbudowanym
w procesie biotechnologicznym jonem Se** w struk-
tury aminokwasoéw biatek drozdzowych. Selen za-
wsze wystepuje w owocnikach grzybéw jadalnych.
Szczegétowe dane odno$nie do zawartosci tego pier-
wiastka dotyczg okoto 200 gatunkéw grzybow ja-
dalnych z 21 rodzin [19]. Zawartos¢ selenu w owoc-
nikach grzybéw jadalnych zalezy od gatunku oraz

Fotografia 1. Borowik szlachetny - Boletus edulis
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warunkow glebowych. W tabeli 2 podano zawarto$¢
selenu w wybranych gatunkach grzybéw jadalnych.

W przypadku wymienionych gatunkéw grzy-
béw jadalnych stezenie selenu miesci si¢ w grani-
cach 0,5 do 20 mg/kg s.m. Wsréd nich najwyzsze
stezenie selenu oznaczono w przypadku Borowika
szlachetnego (Boletus edulis) (fotografia 1) oraz Bo-
rowika usiatkowanego (Boletus reticulatus). W dzi-
ko rosngcych pieczarkowatych zawartos$¢ selenu
wynosita 5 pg/g s.m., w pozostalych gatunkach nie
mniej niz 1 pg/g s.m. Rekordowe stezenie 400 mg/
kg s.m. oznaczono w owocnikach Bielaczka kozio-
nogiego (Albatellus prescaprae) [12].

Dla poréwnania zywno$¢ pochodzenia roslinne-
go zawieraod 0,017 do 0,12 pg/g s.m selenu, przy-
kladowo w warzywach od 6,2-10 *do 8,9-10 > ng/g
s.m., natomiast owoce ze wzgledu na obecnos¢ skro-
bi praktycznie nie zawieraja tego pierwiastka. Wyz-
sze zawartosci selenu oznaczono w rybach morskich
iowocach morza (0,56 do 2,00 pg/gs.m.) [19]. Na-
lezy podkresli¢, ze grzyby jadalne sg najlepszym
Zrédiem pokarmowym tego pierwiastka ze wzgle-
du na jego wysokie zawartosci w ich owocnikach.

Cynk

Lecznicze wiasciwosci cynku byly juz znane
w Starozytnym Rzymie, kiedy to za panowania ce-
sarza Augusta rudy cynku przykladano na skére
i na okolice oczu w miejscach zmienionych sta-
nem zapalnym. Cynk jest metalem znajdujgcym sie
w 12 grupie ukladu okresowego. W organizmie czlo-
wieka jest ok. 2-4 g cynku i wystepuje prawie we
wszystkich tkankach, tj.: w skérze, watrobie, ner-
kachisledzionie, a najwieksza jego ilos¢ znajduje sie
w kosciach (30% calkowitej zawartosci) i miesniach
(55%). Jest pierwiastkiem egzogennym dostarcza-
nym do organizmu czlowieka wraz z pokarmem.
Wchtania sie gléwnie w jelicie cienkim. Jego trans-
port przez blone jelita utatwia kwas pikolinowy,
ktory jest czynnikiem wigzacym i transportuja-
cym ten biopierwiastek [24]. W tabeli 3 przedsta-
wiono aktualne dobowe zapotrzebowania na cynk.

Udowodnione jest, ze potencjalna rola cynku
w leczeniu depresji polega na modulowaniu wrazli-
wosci receptoréw glutaminowych typu NMDA, nie-
zbednych do wlasciwego dziatania lekéw przeciw-
depresyjnych. Cynk pelni w organizmie czlowieka
liczne funkcje: jest aktywatorem enzymdw, m.in.
dezaminazy histydynowej katalizujacej reakcje de-
aminowania, arginazy bioracej udzial w cyklu mocz-
nikowym, lecytynazy rozkladajacejlecytyny, dipep-
tydazy: glicyloglicynowej, glicyloleucynowej czy
tripeptydaz rozktadajgcych peptydy. Ponadto wcho-
dzi w sklad takich enzymoéw, jak: anhydraza wegla-
nowa katalizujaca odwracalng reakcje powstawania
jonu wodoroweglanowego HCO, z wody i ditlen-
ku wegla, dehydrogenza mleczanowa katalizujaca
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Tabela 3. Dobowe zapotrzebowanie na cynk [15]

Tabela 4. Zawarto$¢ cynku w wybranych gatunkach grzybéw [mg/kg s.m. ] [20]

() BOTANIKA FARMACEUTYCZNA

Grupa ludnosci Zapotrzebowanie na cynk (mg/doba) Gatunek Zawartosé [mg/kg s.m.] Irédio
Niemowleta 3 Agaricus arvensis 75-100 [21]
Dzieci 3-5 Agaricus campestris 75-200 [22, 26]
Chtopcy 8-11 Agaricus silvicola 75-150 [21, 26]
Mezczyzni 11 Boletus badius 25-200 [26, 28]
Dziewczeta 8-9 Boletus edulis 75-200 [21, 22, 26]
Kobiety 8 Boletus pinophilus 50-125 [26]
Kobiety w cigzy 11-12 Cantharellus cibarius 50-100 [27]
Leccinum scabrum 25-75 [26]
ostatni etap szlaku glikolitycznego, dehydrogena- Lycoperdon perlatum 150-200 [22]
za jablczanowa, ktéra bierze udzial w cyklu Krebsa, Macrolepiota procera 50-100 [26]
dehydrogenaza glutaminianowa katalizujaca reakcje suilus granulatus s0_75 1]
przeksztalcenia L-glutaminianu w a-ketoglutaran
Tricholoma terreum 50-125 [28]

i jon amonu, dehydrogenaza etanolowa przyspie-
szajaca przeksztalcanie etanolu w aldehyd octowy,
fosfataza alkaliczna katalizujaca defosforylacje es-
tréw fosforanowych, karboksypeptydaza hydrolizu-
jaca C-konicowe wigzanie peptydowe czy polimera-
za RNA biorgca udziat w transkrypcji. Cynk wchodzi
réwniez w sklad aminoacylo-tRNA syntetaz - en-
zymow bioracych udzial w aktywacji aminokwa-
séw. Udowodniona jest réwniez istotna rola cynku
w procesach immunomodulujacych. Ponadto jest
to pierwiastek niezbedny do prawidtowego wzrostu
czy utrzymywania wlasciwej struktury skéry i blon
$luzowych [25]. W tabeli 4 przedstawiono zawartosé
cynku w wybranych gatunkach grzybéw jadanych.

Fotografia 2. Czubajka Kania - Macrolepiota procera

W przypadku wyzej wymienionych gatunkéw
grzybéw jadalnych zawartos¢ oznaczonego cyn-
ku waha sie w zakresie 25-200 mg/kg s.m. Wsrod
nich najlepszym Zrédlem cynku jest Purchawka
chropowata (Lycoperdon perlatum), w ktérej za-
wartos$¢ cynku miesci si¢ w zakresie 150-200 mg/
kg s.m. Dobrym Zrédiem tego pierwiastka sa tak-
ze: Pieczarka lakowa (Agaricus campestris), Bo-
rowik szlachetny (Boletus edulis), Czubajka kania
(Macrolepiota procera) (fotografia 2), Podgrzybek
brunatny (Boletus badius) czy Kozlarz babka (Lec-
cinum scabrum) (fotografia 3).

g cia Cr > &

Fotografia 3. Kozlarz babka - Leccinum scabrum
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Miedz

Mied?Z jest mikroelementem, metalem nalezg-
cym do 14 grupy uktadu okresowego. Pierwiastek
ten jest skladnikiem centrum aktywnego wie-
lu enzymow, a wraz z cynkiem jest w strukturze
dysmutazy ponadtlenkowej (Superoxide Dismu-
tase, SOD). Dysmutaza ponadtlenkowa stanowi
metaloenzym, ktéry uczestniczy w zasadniczym
mechanizmie ochronnym przed toksycznym dzia-
taniem wolnych rodnikéw w organizmie czio-
wieka, katalizuje reakcje rozktadu anionorod-
nika ponadtlenkowego do nadtlenku diwodoru
i tlenu czgsteczkowego. SOD katalizuje reakcje
przeksztalcenia cytotoksycznego anionorodnika

Tabela 5. Dobowe zapotrzebowania na miedz [15]

Grupa ludnosci Zapotrzebowanie na miedz (mg/doba)

Niemowleta 0,2-0,3
Dzieci 0,3-0,7
Chtopcy 0,7-0,9
Mezczyzni 0,9
Dziewczeta 0,7-0,9
Kobiety 0,9
Kobiety w ciazy 1,0

Tabela 6. Zawartos¢ miedzi w wybranych gatunkach grzybéw jadalnych

[mg/kgs.m.][20]

Gatunek Zawartos$¢ [mg/kg s.m.] irédio
Agaricus arvensis 25-50 [21]
Agaricus bisporus 25-125 [26]
Agaricus silvicola 100-200 [26]
Boletus edulis <25-75 [21, 26]
Boletus badius 25-75 [26, 28]
Boletus pinophilus <25-75 [26]
Cantharellus cibarius 25-75 [26, 27]
Hygrophorus eburneum 25 [27]
Lycoperdon perlatum 100-200 [30]
Macrolepiota procera 150->200 [26, 30]
Suillus granulatus 25-50 [21]
Tricholoma terreum 25-50 [21,31]

Tabela 7. Dobowe zapotrzebowania na magnez [15]

Grupa ludnosci Zapotrzebowanie na magnez (mg/doba)

Niemowleta 30-70

Dzieci 80-130
Chtopcy 240-410
Mezczyzni 400-420
Dziewczeta 240-360
Kobiety 310-320
Kobiety w cigzy 400-360

ponadtlenkowego O,-- w nadtlenek diwodoru
i tlen wg ponizszej reakcji:

20,- -+ 2H"—-H,0, + O,

W tabeli 5 przedstawiono warto$ci dziennego
zapotrzebowania na miedz. Enzym SOD wystepuje
w dwdéch formach: wewnatrz- i zewnatrzkomoérko-
wej. Wewnatrzkomdrkowa odmiana enzymu zloka-
lizowana jest w cytoplazmie, a jej centrum aktywne
stanowi miedz i cynk [29]. Miedz jest réwniez nie-
zbedna do metabolizmu Zelaza oraz syntezy hemu,
bierze udzial w wytwarzaniu wigzan krzyzowych
kolagenu i elastyny, syntezie melaniny, utrzyma-
niu struktury keratyny, a takze jest niezbedna do
prawidlowego funkcjonowania ukladu nerwowego
[15]. W tabeli 6 zestawiono zawartos¢ miedzi w wy-
branych gatunkach grzybéw jadalnych. Wéréd wy -
zej wymienionych gatunkéw grzybéw jadalnych za-
wartos¢ miedzi miesci si¢ w zakresie 25-200 mg/
kg s.m. Najwyzsza zawartos¢ miedzi odnotowa-
no w Purchawce chropowatej, a takze Czubajce
kani, u ktérych kumulacja tego pierwiastka siega
100-200 mg/kg s.m. Wymienione grzyby stanowia
dobre Zrédlo miedzi i mogg stanowi¢ uzupehienie
diety w ten pierwiastek.

Magnez

Magnez to metal wystepujacy w drugiej gru-
pie ukladu okresowego. W organizmie cziowieka
nalezy do grupy makroelementéw i dzienne za-
potrzebowanie organizmu czlowieka na ten pier-
wiastek wynosi ok. 20-350 mg [32]. Dystrybucja
magnezu w organizmie czlowieka przedstawia sie
nastepujaco: 60% jest w ukladzie kostnym w posta-
ci zwigzkéw nieorganicznych magnezu, 39% we-
wnatrzkomorkowo w migsniach i 1% zewnatrz-
komérkowo w pozostatych tkankach organizmu,
w tym we krwi. Zaréwno u dzieci, jak i dorostych
magnez wchianiany jest z przewodu pokarmowe-
go w 15-35%. Stopiert wchlaniania magnezu za-
lezy od obecnosci spozywanego biatka, blonnika,
a takze przyjmowanych fitynianow i fosforanow(V).
Niedobdr tego pierwiastka prowadzi do istotnych
zaburzen, takich jak: zwiekszona pobudliwos¢ ner-
wowo-mie$niowa, oslabienie organizmu, latwe me-
czenie sie, skurcze mies$ni koriczyn, a takze bar-
dzo czesto do zaburzen rytmu serca (objawy, takie
jak: skurcze dodatkowe, migotanie przedsionkow,
czestoskurcz komorowy i migotanie komor, drze-
nia powiek i warg) [32, 33]. W tabeli 7 zestawiono
dzienne zapotrzebowanie na magnez z uwzglednie-
niem plci oraz wieku. W tabeli 8 zaprezentowano
wartosci magnezu w wybranych gatunkach grzy-
boéw jadalnych.

Wsréd wyzej wymienionych gatunkéw grzy-
béw jadalnych zawartosci magnezu mieszcza si¢
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() BOTANIKA FARMACEUTYCZNA

w zakresie 25-125 mg/kg s.m. Najlepszym Zrédlem
tego biopierwiastka sa: Borowik szlachetny, w kté-
rym zawarto$¢ magnezu siega 75-125 mg/kg s.m.,

Tabela 8. Zawartos¢ magnezu w wybranych gatunkach grzybéw
[mg/kgs.m.][20]

) ) Gatunek Zawartos¢ [mg/kg s.m.] rédio
a takze Czubajka kania. : :
Agaricus arvensis 75-100 [21]
7elazo Agaricus bisporus 25-50 [28]
Dzienne zapotrzebowanie na ten pierwiastek Boletus appendiculatus 25-75 (1]
zalezy od wieku i plei czlowieka, mieszczac sie Boletus badius <25 (8, 28]
w zakresie 7-27 mg/dobe. Najwyzsze zapotrze- Boletus edulis 75-125 [21]
bowanie na Zelazo obserwuje sie u kobiet w cig- e
. . . L Calvatia utriformis 25-50 [34]
zy. Okoto 75% przyswojonego zelaza znajduje
sie¢ w metabolicznie aktywnych zwigzkach, ta- Cantharellus cibarius % 7]
kich jak: hemoglobina, mioglobina, transfery- Leccinum scabrum <25 (8]
na. W wyniku niedoboru tego pierwiastka ob- Lepista nuda <25-75 [21, 28]
serwuje si¢ obnizenie jego stezenia w tkankach, Macrolepiota procera 75-125 [26]
a takze niedokrwisto$¢, zmiany w sluzéwce, za-
ta e. ¢ st SC.’. . any S . <&, Suillus granulatus 75-100 [21]
burzenia termoregulacji ciata, obnizenie spraw-
Tricholoma terreum <25-125 [21, 28]

nosci fizycznej, obnizenie odczuwania bodzcéw
sensorycznych; niedobodr zelaza istotnie wpltywa
réwniez na obnizenie odpornosci organizmu [45,
46]. Ponadto zelazo odgrywa istotna role w szpi-
ku kostnym, gdzie wykorzystywane jest do syn-
tezy hemoglobiny w erytrocytach. Wplywa tak-
ze na metabolizm cholesterolu i przyczynia sie do
detoksykacji organizmu. Bogatym Zrédlem zela- Chtopcy 10-12

Tabela 9. Dobowe zapotrzebowania na zelazo [15]

Grupa ludnosci Zapotrzebowanie na zelazo (mg/doba)

Niemowleta 0,3

Dzieci 7-10

za s3: watroba cieleca, natka pietruszki, rosliny Mezczyzni 10
straczkowe, spirulina [15]. W tabeli 9 przedsta- Dziewczeta 15
wiono dzienne zapotrzebowanie na zelazo z po- Kobiety 10-18
dzialem na pleé oraz wiek. W tabeli 10 zestawiono

Kobiety w cigzy 27

wartosci zelaza w wybranych gatunkach grzy-
béw jadalnych.

W przypadku wyzej wymienionych gatun-
koéw grzybéw jadalnych zawartosc zelaza waha sie

Tabela 10. Zawarto$é zelaza w wybranych gatunkach grzybéw
[mg/kgs.m.][19]

w zakresie 50-400 mg/kg s.m. Wsréd nich naj- Gatunek e ] irédio
lepszym Zrédiem zelaza jest Pieczarka dwuza-
rodnikowa, w ktérej zawartosc¢ zelaza wyno- Agaricus bisporus 200-400 [28]
si 200-400 mg/kg s.m. Dobrym zrédlem tego Boletus badius 50-300 8, 28]
pierwiastka sa takze: Gaska ziemistoblaszkowa Boletus edulis <50 [2]
(Tn.choloma terr?um) 01jaz I?odgrzybek. brunat’ny. Cantharellus cibarius 100-150 7]
W literaturze opisano réwniez gatunki grzybow, :
w ktérych zawarto$c zelaza siega 500 mg/kg s.m., Leccinum scabrum <0 (8]
wérod jadalnych gatunkow jest to np. Opierika mio- Lepista nuda 50-400 27, 28]
dowa (Armillaria mellea). Lycoperdon perlatum 50-150 [22]

. Suillus luteus <50 [22]

Metody analityczne stosowane
Tricholoma terreum 200-300 [28]

w analizie biopierwiastkow
w grzybach wielkoowocnikowych

W wyniku oddzialtywania promieniowania elek-

W celu przygotowania prébek do analizy wyko- tromagnetycznego z wolnymi atomami otrzymuje

nuje si¢ w odpowiednich warunkach mineraliza-
cje materiatu grzybowego, a nastepnie dokonuje sie
oznaczenia réznymi metodami instrumentalnymi.

Spektroskopia atomowa

W analizie z uzyciem spektroskopii wyko-
rzystuje sie zjawiska pochlaniania lub emito-
wania promieniowania elektromagnetycznego.

sie, zaréwno w przypadku absorpciji, jak i emisji,
widmo liniowe. Spektroskopie dzieli si¢ na: ab-
sorpcyjng, emisyjng, fluorescencyjna oraz spektro-
skopie mas. Absorpcyjna spektrometria atomowa
(Atomic Absorption Spectrometry, AAS) i emi-
syjna spektrometria atomowa (Atomic Emission
Spectrometry, AES) sa czesto stosowane rutynowo
do oznaczania pierwiastkéw w réznym materiale
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biologicznym, w tym w grzybach [49]. Duza zale-
ta obu metod jest krétki czas pojedynczego ozna-
czenia i mozliwo$¢ prowadzenia zautomatyzowa-
nych oznaczen seryjnych.

Metody, w ktérych wykorzystuje sie¢ plazme
wzbudzona indukeyjnie zapewniaja bardzo sku-
teczny sposéb wzbudzania i umozliwiaja otrzy-
manie bogatego widma oznaczanych pierwiast-
kéw. W celu analizy biopierwiastkéw w materiale
grzybowym stosuje sie emisyjng spektrometrie
atomow3 ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej
indukeyjnie (Inductively Coupled Plasma-Ato-
mic Emission Spectrometry, ICP—AES), oraz sto-
sujac ten sam sposéb wzbudzania w zestawieniu
ze spektrometrem mas, oznacza si¢ jony wielu
pierwiastkéw (Inductively Coupled Plasma-Mass
Spectrometry, ICP-MS). Przewaga tej grupy metod
jest krotki czas analizy, a takze mozliwos$¢ ozna-
czania kilku pierwiastkéw réwnoczesnie. Do bar-
dzo czulych metod nalezy réwniez atomowa spek-
trometria fluorescencyjna (Atomic Fluorescence
Spectroscopy, AFS) nalezaca do metod emisyj-
nych. Wymienione metody sa szeroko stosowa-
ne do analizy biopierwiastkéw w grzybach [35,
37-41, 49].

Woltamperometria stripingowa — anodowa

i katodowa

Woltamperometria stripingowa, anodowa
(Anodic Stripping Voltammetry, ASV) i katodowa
(Cathodic Stripping Voltammetry, CSV) jest wy-
soce czulg metoda elektrochemiczng umozliwiaja-
cq oznaczenie jako$ciowe i ilo§ciowe biopierwiast-
koéw oraz niektérych zwigzkéw organicznych. Na
szczegdlna uwage zasluguje jedna z technik wol-
tamperometrii stripingowej - réznicowa impul-
sowa anodowa woltamperometria stripingowa

Fotografia 4. Borowik usiatkowany - Boletus reticulatus
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(Differential Pulse Anodic Stripping Voltamme-
try, DP ASV). Ze wzgledu na jej wyjatkowo duza
czulo$¢ jest przydatna do oznaczania pierwiast-
koéw sladowych w materiale biologicznym, ponie-
waz w okreslonych warunkach prég detekcji moze
siega¢ 10 '? M i mniej. Na uwage zastuguje row-
niez fakt, ze w jednym cyklu pomiarowym moz-
na oznaczy¢ kilka pierwiastkéw obok siebie. Z tego
wzgledu metoda SV znalazla réwniez zastosowa-
nie w analizie biopierwiastkéw w grzybach wiel-
koowocnikowych [42].

Neutronowa analiza aktywacyjna

Metoda neutronowej analizy aktywacyjnej
(Neutron Activation Analysis, NAA) opiera sie
na przemianie trwalego jadra atomowego w jadro
radioaktywne, co dzieje sie w procesie napromie-
niania neutronami. Jest to metoda charakteryzu-
jaca sie wysoka dokladno$cia i rzetelnoscia ana-
lizy, niskimi progami detekeji oraz mozliwo$cia
identyfikacji wielu pierwiastkéw. Czulo$¢ meto-
dy pozwala na oznaczenie skladu pierwiastkowe-
go i izotopowego w zakresie stezert 1-0,01 ppm.
Umozliwia takze analize ultrasladowych stezert
pierwiastka w probkach, ktére w procesie przy-
gotowania do analizy narazone sg na zanieczysz-
czenie. Metoda ta réwniez znalazla zastosowanie
w analizie biopierwiastkéw w grzybach [43, 44].
Wspomniane metody cechuje wysoka selektyw-
nos¢ i bardzo duza czulosé, stad stosowanie ich
do oznaczania biopierwiastkéw w materiale bio-
logicznym, w tym grzybowym, jest w pelni uza-
sadnione.

Podsumowanie

Grzyby jadalne stanowia dobre Zrédlo biopier-
wiastkow niezbednych do zycia oraz o wilasci-
wosciach leczniczych i antyoksydacyjnych, ta-
kich jak: selen, cynk, miedZ, magnez i zelazo.
W przypadku selenu zawartos¢ miesci sie w gra-
nicach 0,5 do 20 mg/kg s.m. Najwigksze ilosci
tego biopierwiastka oznaczono w gatunku Boro-
wika szlachetnego oraz Borowika usiatkowanego
(fotografia 4). Zawarto$¢ cynku miesci sie w prze-
dziale 25-200 mg/kg s.m. Wsréd badanych ga-
tunkéw grzybow wielkoowocnikowych najlep-
szym Zrédlem cynku jest Purchawka chropowata,
w ktorej zawarto$¢ cynku miesci sie w zakresie
150-200 mg/kg s.m., natomiast w owocnikach
grzybéw jadalnych od ponizej 25 do 200 mg/
kg s.m. Najlepszym Zrédlem tego pierwiastka sa
owocniki Purchawki chropowatej, a takze Czu-
bajki kani, w ktérych akumulacja miedzi siega
100-200 mg/kg s.m. Borowik szlachetny spo-
$réd grzybow jadalnych jest najbogatszym Zréd-
lem magnezu (75-125 mg/kg s.m.), zblizone ilosci
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tego pierwiastka stwierdzono takze w Czubaj-
ce kani. We wszystkich omawianych gatunkach
grzybow jadalnych zawartos¢ magnezu wahata sie
pomiedzy 25-125 mg/kg s.m.

Do oznaczenia biopierwiastkéw w grzybach
wielkoowocnikowych stosuje si¢ nowoczesne
metody analityczne z wykorzystaniem najno-
woczesniejszych aparatéw stosowanych w anali-
zie instrumentalnej. Wsréd nich najezesciej z po-
wodzeniem stosuje sie¢ metody spektroskopowe:
absorpcyjna spektrometri¢ atomowa, emisyjna
spektrometrie atomowsa ze wzbudzeniem w pla-
zmie sprzezonej indukeyjnie, spektrometri¢ mas
zjonizacja w plazmie sprzezonej indukeyjnie, ato-
mowa spektrometrie fluorescencyjna. Wykorzy-
stywana jest réwniez neutronowa analiza akty-
wacyjna oraz rézne techniki woltamperometrii
stripingowe;j.
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armaceuci, w zwigzku ze sprawowaniem pro-

fesji polegajacej na wykonywaniu okreslonych
zadan publicznych istotnych z punktu widzenia
ochrony interesu publicznego, zaliczani sg do gru-
py zawod6éw zaufania publicznego [1-4]. Zgod-
nie z utrwalonym w orzecznictwie stanowiskiem
Trybunalu Konstytucyjnego, ,,(...) zawéd zaufa-
nia publicznego to zawdd polegajacy na obstudze
osobistych potrzeb ludzkich, wiazacy sie z przyj-
mowaniem informacji dotyczacych zycia osobistego
izorganizowany w sposéb uzasadniajacy przekona-

Guarantee of proper management of the pharmacy Guarantee

of proper management of the pharmacy is one of the most essential
legal instrument, necessary both to obtain an authorization for running
a pharmacy and for the pharmacists to be able to operate a pharmacy
as its manager. The guarantee leads a key role in providing the proper
level of pharmaceutical services and warrants that its manager complies
the required legal regulations. Guarantee of proper management of

the pharmacy was in detail discussed in the literature and jurisdiction.
However, as can be seen, the use of the principles in the subject of
obtaining the guarantee still causes difficulties among the pharmacists,

nie spoleczne o wiasciwym dla intereséw jednostki
wykorzystywaniu tych informacji przez swiadcza-
cych ustugi” [5, 6]. Nie ulega watpliwosci, ze farma-
ceuci, $wiadczgc ustugi farmaceutyczne wyszcze-
gblnione w Ustawie Prawo farmaceutyczne oraz
Ustawie o izbach aptekarskich, odgrywajg szczegol-
na role w realizacji zadan z zakresu ochrony zdrowia
publicznego [7, 8]. Z tego wzgledu wykonywaniu
zawodu farmaceuty powinno towarzyszy¢ realne
zaufanie publiczne, na ktére skladaja sie takie czyn-
niki, jak: przekonanie o wykonywaniu zadan z do-
brej woliiw dobrej wierze, przekonanie o wlasciwej
motywacji, nalezytej starannosci czy przestrzega-
niu wartosci istotnych z punktu widzenia sprawo-
wanej profesji [5]. Jednym z kluczowych elementéw
przynalezno$ci zawodu farmaceuty do grupy zawo-
déw zaufania publicznego jest powotanie i funkcjo-
nowanie niezaleznego samorzadu zawodu farma-
ceuty, odpowiedzialnego m.in. za reprezentowanie
zawodu farmaceuty i obrony jego intereséw, tro-
ska o zachowanie godnosci i niezaleznosci zawodu,
kodyfikowanie, krzewienie i strzezenie zasad etyki
i deontologii zawodowej oraz sprawowanie pieczy
i nadzoru nad wykonywaniem zawodu [9].

Wsréd farmaceutéw szczegdlna role ustawo-
dawca przypisuje kierownikowi apteki. Stosow-
nie do art. 88194 ust. 4a Prawa farmaceutycznego,
w aptece ogdlnodostepnej musi by¢ ustanowiony
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kierownik apteki, ktérym moze by¢ farmaceuta po-
siadajacy co najmniej 5-letni staz pracy w aptece lub
3-letni staz pracy w aptece, w przypadku gdy po-
siada specjalizacje z zakresu farmacji aptecznej, da-
jacy rekojmie nalezytego prowadzania apteki. Mimo
Ze przepisy Prawa farmaceutycznego nie stanowia
tego wprost, nie ulega watpliwosci, ze kierownik
apteki powinien posiadac rekojmie nalezytego pro-
wadzenia apteki przez caly okres petnienia funkeji
kierownika. Tym samym przywolany przepis powi-
nien by¢ interpretowany szeroko, bez wprowadza-
nia ograniczen co do mozliwo$ci sprawdzenia re-
kojmi jedynie na etapie wydawania zezwolenia na
prowadzenie nowej apteki [10].

Pojecie rekojmi nalezytego prowadzenia apteki
nie posiada definicji ustawowej, ale zgodnie z po-
gladem utrwalonym w orzecznictwie sadéw ad-
ministracyjnych, ustalajac jego znaczenie, mozna
skorzystac¢ z dorobku doktryny w przedmiocie re-
kojmi nalezytego wykonywania zawodu. Naczelny
Sad Administracyjny wielokrotnie zwracat uwage,
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ze orzecznictwo dotyczace rekojmi nalezytego wy-
konywania poszczegélnych zawodéw moze by¢ sto-
sowane przy ogdlnej wykladni pojecia ,,rekojmi”,
przy jednoczesnym uwzglednieniu specyfiki kazde-
go z zawodoéw i odpowiednim zréznicowaniu kry-
teriéw ocennych [10-12].

Pojecie rekojmi przyznawanej kierownikowi ap-
teki nie jest rozumiane jednolicie na gruncie przepi-
séw farmaceutycznych [13]. Przykladowo, Ustawa
o izbach aptekarskich wymaga uzyskania rekoj-
mi nalezytego wykonywania zawodu, podczas gdy
Ustawa Prawo farmaceutyczne postuguje sie kate-
goria rekojmi nalezytego prowadzenia apteki. Po-
mimo réznych sformulowan, mozna przyjac, ze
w obydwu przypadkach mamy do czynienia z ta
sama instytucja prawng, majaca na celu zapewnie-
nie odpowiedniego poziomu §wiadczenia ustug far-
maceutycznych. Warto réwniez zauwazy¢, ze rekoj-
mia jako pojecie prawne i prawnicze funkcjonuje
na gruncie prawa cywilnego, jednak jego znaczenie
rézni sie od pojecia rekojmi w kontekscie gwarancji
nalezytego wykonywania zawodu [14]. W literatu-
rze i orzecznictwie rekojmia nalezytego wykonywa-
nia zawodu jest definiowana jako ,,uroczyste pore-
czenie, zagwarantowanie, zapewnienie, ze z racji
posiadanych cech zawdd zaufania publicznego (...)
bedzie wykonywany prawidlowo” [15]. Jest réw-
niez rozumiana jako ogél cech osobistych oraz ca-
lo$¢ zachowan zdarzen i okolicznos$ci skladajacych
sie na wizerunek osoby zaufania publicznego, na
ktoérej nie cigza zadne zarzuty podwazajace jej wia-
rygodnosé [15-17].

Z przedstawionych definicji wynika zatem, Ze
na istote pojecia rekojmi skladaja sie dwa elemen-
ty: cechy charakteru osoby wykonujacej okreslony
zawod zaufania publicznego oraz jej dotychczaso-
we zachowanie. Poniewaz wykonywanie zawodéw
zaufania publicznego, czyli takze zawodu farma-
ceuty, wigze sie z dodatkowymi zobowigzaniami,
takimi jak np.: przestrzeganie norm etyki zawodo-
wej, konieczno$¢ zlozenia slubowania o szczegdlnej
tresci, szczegolny charakter uzyskanego wyzszego
wyksztalcenia i specjalizacji, ustawodawca ma pra-
wo dodatkowo uzalezni¢ mozliwo$¢ uzyskania do-
kumentu potwierdzajacego prawo do wykonywania
tego zawodu od spelnienia okreslonych warunkéw,
w tym do wymagania posiadania przymiotu nieska-
zitelnego charakteru oraz rekojmi nalezytego wyko-
nywania zawodu [5, 6].

Mozna przyjaé, ze istota rekojmi, w tym rekoj-
mi nalezytego prowadzenia apteki, obejmuje swo-
im przedmiotem dwa kluczowe elementy: kwalifi-
kacje moralne oraz zawodowe kierownika apteki.
Przez kwalifikacje moralne nalezy rozumiec takie
przymioty zainteresowanej osoby oraz jej dotych-
czasowe zachowanie, ktére swiadeza o jej nieska-
zitelnym charakterze. W ocenie Naczelnego Sadu
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Administracyjnego zaliczamy do nich cechy warto-
Sciujace dana osobe w sferze etyczno-moralnej, ta-
kie jak: uczynno$é, pracowitosé, uczciwosc, zaréw-
no w zyciu prywatnym, jak i zawodowym, poczucie
odpowiedzialnosci za wlasne stowa i czyny, stanow-
czos$¢, odwaga cywilna, samokrytycyzm czy umie-
jetnosé zgodnego wspolzycia z otoczeniem [18, 19].

Badajac kwalifikacje moralne farmaceuty, oce-
niane jest réwniez jego dotychczasowe zachowanie,
czyli postepowanie w trakcie i w zwigzku z wyko-
nywaniem zawodu aptekarza. Zgodnie ze stanowi-
skiem prezentowanym w doktrynie, postepowanie
to powinno odpowiadac nie tylko ocenom moral-
nym i etycznym, ale przede wszystkim powinno
gwarantowaé prawidlowe wykonywanie funkcji
kierownika apteki. Zgodnie z Kodeksem Etyki Apte-
karza Rzeczypospolitej Polskiej, aptekarza obowia-
zuja, wypracowane przez pokolenia, zasady etyki
ogoélnoludzkiej, ktére zobowiazuja go do przestrze-
gania praw czlowieka i dbania o godnos¢ zawodu.
Naruszeniem tej godnosci jest kazde zachowanie ap-
tekarza podwazajace zaufanie do zawodu, w szcze-
goélnosdci wykraczajace poza dobro nadrzedne, jakim
jest dobro pacjenta.

Pojawia sie tym samym kolejne pytanie, w jaki
sposéb okregowe izby aptekarskie powinny ustalaé,
czy dotychczasowe zachowanie farmaceuty podwa-
zylo jego wizerunek jako osoby zaufania publicz-
nego. Powyzsza przeslanka ma charakter warto-
$ciujacy, jednak musi opieraé sie na okreslonych
dowodach. Tym samym nie moze by¢ ona dowol-
na, gdyz jej zgodno$¢ z prawem podlega dodat-
kowej kontroli sagdowo-administracyjnej [20, 21].
Przy ocenie dotychczasowego zachowania okrego-
we izby aptekarskie powinny braé pod uwage, czy
farmaceuta nie zostal skazany prawomocnym wyro-
kiem sadu za przestepstwa lub wykroczenia popel-
nione w zwigzku z wykonywaniem zawodu oraz czy
nie zostal wobec niego wydany wyrok sadu dyscy-
plinarnego [22]. Zdaniem M. Kuleszy, za negatyw-
na przeslanke przy ocenie rekojmi moga by¢ uznane
tylko takie dzialania farmaceuty, ktére w postepo-
waniu dyscyplinarnym zostang jednoczesnie uzna-
ne za delikt zawodowy, chyba Ze przepis szczegol-
ny uzna je za przeszkode wykonywaniu zawodu
albo gdy zakaz wykonywania zawodu lub funkeji
zostanie orzeczony sadowo. Dopiero udowodnione
naruszenie przez aptekarza przepiséw prawa po-
wszechnie obowigzujacego lub zasad deontologii za-
wodowej stanowi podstawe do uznania, ze kandydat
na kierownika apteki nie daje rekojmi jej nalezy-
tego prowadzenia. W konsekwencji, brak rekojmi
kierownika apteki jest nastepstwem braku nieska-
zitelnego charakteru i dotychczasowego zachowa-
nia, ocenianych z uwzglednieniem zasad deontologii
zawodowej[15, 23]. Podobne stanowisko zajal Wo-
jewodzki Sad Administracyjny w Warszawie, ktéry
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potwierdzil, ze ,(...) podwazenie zasady domniema-
nia dawania rekojmi nalezytego prowadzenia apteki
przez kazdego farmaceute posiadajacego prawo wy-
konywania zawodu i spelniajacego warunki formal-
ne wskazane w art. 88 ust. 2 p.f. moze by¢ obalo-
ne przez orzeczenie sadu dyscyplinarnego. Dopiero
prawomocny wyrok sadu dyscyplinarnego mégiby
stanowi¢ podstawe do uznania, ze dana osoba nie
daje rekojmi nalezytego prowadzenia apteki” [24].
W konsekwencji, jezeli kandydat na kierownika ap-
teki nie byt nigdy ukarany dyscyplinarnie, nie ma
podstaw do stwierdzenia, ze nie daje on rekojmi na-
lezytego prowadzenia apteki.

Rekojmi przyznawanej kierownikom aptek nie
nalezy utozsamia¢ wylacznie z okre$lonymi cechami
charakteru, poniewaz na jej istote sklada sie row-
niez wiarygodnos¢ w sferze zawodowej, szczegol-
nie wazna dla oséb wykonujacych zawdd zaufa-
nia publicznego ze wzgledu na podniosty charakter
sprawowanej profesji [19]. Dbajac o odpowiedni
poziom wyksztalcenia ich przedstawicieli, ustawo-
dawca wprowadzit reglamentacje dostepu do oma-
wianej grupy zawodowej. Ograniczenia te wyrazaja
sie m.in. w obowiazku potwierdzenia posiadanych
kwalifikacji czy umiejetnosci, a w przypadku far-
maceutéw (dodatkowo) w uzyskaniu prawa wy-
konywania zawodu [25]. Wspomniany dokument
jest wydawany przez okregowa rade aptekarska,
a w przypadku obywateli paristw cztonkowskich
Unii Europejskiej - Naczelna Rade Aptekarska, na
whniosek zainteresowanego aptekarza. Warunkiem
uzyskania prawa wykonywania zawodu jest m.in.
posiadanie odpowiednich kwalifikacji wskazanych
w Ustawie o izbach aptekarskich, stanu zdrowia
pozwalajacego na wykonywanie zawodu farma-
ceuty (potwierdzonego orzeczeniem lekarskim),
korzystanie z pelni praw publicznych czy posiada-
nie pelnej zdolno$ci do czynnosci prawnych. Sa-
morzad aptekarski bada réwniez, czy dany farma-
ceuta wykazuje nienaganna postawe etyczng i czy
swym dotychczasowym zachowaniem daje rekojmie
prawidlowego wykonywania zawodu farmaceuty,
w szczegolnosci - czy nie byl on prawomocnie ska-
zany za umyslne przestepstwo przeciwko zyciu lub
zdrowiu. O ile weryfikacja kompetencji zawodo-
wych aptekarza nie budzi watpliwosci, pojawia sie
jednak pytanie, w jaki sposéb izby aptekarskie przy
wydawaniu prawa wykonywania zawodu powinny
dokonywac oceny jego dotychczasowego zachowa-
nia. Poniewaz warunkiem rozpoczecia pracy w ap-
tece jest uprzednie uzyskanie prawa wykonywania
zawodu, samorzad aptekarski moze sprawdzic jedy-
nie przebieg stazu i wydac opinie na podstawie oce-
ny wystawionej przez jego opiekuna.

Kwalifikacje zawodowe farmaceuty sprawdzane
sa réwniez w trakcie postepowania o wydanie re-
kojmi dla kierownika apteki, przy czym okregowe
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izby aptekarskie nie powinny weryfikowaé ponow -
nie jego wyksztalcenia, gdyz zostalo to uczynione
na etapie wydawania prawa wykonywania zawo-
du. Izby badaja jednak, czy spelniony zostal obowia-
zek podnoszenia kwalifikacji zawodowych. Usta-
wodawca zobowigzal farmaceutéw do aktualizacji
posiadanego zasobu wiedzy oraz stalego doksztal-
cania sie w zakresie nowych osiagnie¢ nauk farma-
ceutycznych poprzez uczestnictwo w szkoleniach
ciaglych [26]. Za kazde szkolenie aptekarze otrzy-
muja tzw. punkty edukacyjne, rozliczane w pie-
cioletnich okresach edukacyjnych, weryfikowane
nastepnie w postepowaniu o stwierdzenie rekoj-
mi nalezytego prowadzenia apteki. Niedopelnie-
nie powyzszego obowiazku lub razacy brak wiedzy
lub umiejetnosci potrzebnych do nalezytego wypel-
niania zadan kierownika apteki stanowi przestan-
ke do odmowy wydania zaswiadczenia o rekojmi
[27]. Konieczno$¢ podnoszenia kwalifikacji zawo-
dowych przez farmaceutéw nie budzi watpliwosci.
Jako osoby wykonujace zawdd zaufania publicznego
muszg oni dostosowywac swoja wiedze do zmienia-
jacego sie poziomu nauki i techniki, w celu nalezy-
tej ochrony zdrowia i zycia pacjentéw. Poniewaz re-
kojmie prawidlowego wykonywania zawodu moze
dawac jedynie osoba posiadajaca wiedze zweryfiko-
wang w trybie przewidzianym prawem, Naczelny
Sad Administracyjny uznal odpowiednie kwalifika-
cje za jedna z najwazniejszych przeslanek badanych
w postepowaniu w sprawie rekojmi [ 28]. Odmien-
ne stanowisko zaprezentowat Sad Najwyzszy, kt6-
ry uznal, ze przepisy Prawa farmaceutycznego oraz
Ustawy o izbach aptekarskich na tyle szczegélo-
wo statuuja warunki stawiane kandydatom na kie-
rownika apteki, ze poszerzanie tego katalogu o do-
datkowe wymogi nalezy uznaé za niedopuszczalne
[29]. Taki charakter Sad Najwyzszy przypisal m.in.
obowiazkowi udokumentowania sposobu realizacji
obowigzku edukacyjnego. Nalezy jednak zwrdcié
uwage, ze Sad Najwyzszy mogl dokonac blednego
utozsamienia obowigzku edukacyjnego wskazanego
w art. 89e Prawa farmaceutycznego z tokiem zdo-
bywania wyzszego wyksztalcenia farmaceutycznego
[30]. Nie budzi watpliwosci zasadnosé odstgpienia
od sprawdzenia umiejetnosci oraz wiedzy kandyda-
ta na kierownika apteki, skoro przepisy Prawa far-
maceutycznego wskazuja, ze kierownikiem apteki
moze by¢ jedynie osoba posiadajaca odpowiednie
kwalifikacje do wykonywania zawodu farmaceuty.
Udzial w szkoleniach ciaglych stuzy natomiast dal-
szemu podnoszeniu kwalifikacji, rozwijaniu zainte-
resowan naukowych i aktualizacji wiedzy, ktére sa
szczegodlnie istotne w tak dynamicznej branzy, jaka
jest farmacja. Zapewniaja one takze wysoki standard
ustug farmaceutycznych swiadczonych w aptekach
oraz daja pacjentom mozliwos¢ dostepu do jak naj-
lepszej opieki farmaceutycznej.
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Na gruncie obecnie obowiazujacych przepiséw
ustawodawca przewiduje dwa tryby postepowania
w sprawie rekojmi dla kierownikéw aptek, w zalez-
nosci od tego, czy z wnioskiem wystepuje podmiot
ubiegajacy sie o nowe zezwolenie na prowadze-
nie apteki, czy tez sam zainteresowany, gdy naste-
puje zmiana na stanowisku kierownika apteki juz
dzialajace;.

Niezaleznie od trybu postepowania rekojmie sa
wydawane w formie uchwaly przez okregowe izby
aptekarskie. W przypadku kierownika nowej apteki
wydanie rekojmi nastepuje w trybie art. 106 k.p.a.
Podmiot ubiegajacy sie o zezwolenie na prowadzenie
apteki, o czym byla juz mowa, jest zobligowany do
zatrudnienia osoby odpowiedzialnej za prowadzenie
apteki, dajacej rekojmie jej nalezytego prowadze-
nia. We wniosku o wydanie zezwolenia na prowa-
dzenie apteki skladanym do wojewddzkiego inspek-
tora farmaceutycznego podmiot ubiegajacy sie o to
zezwolenie wskazuje m.in. imie i nazwisko oso-
by, ktéra bedzie pelnita funkcje kierownika apteki,
anastepnie jej kandydatura jest oceniana przez wia-
$ciwg okregows izbe aptekarska, dzialajaca na po-
stawie art. 7 Ustawy o izbach aptekarskich. Stosow -
nie do przywolanego przepisu, samorzad aptekarski
jest odpowiedzialny za wspdldzialanie z organami
administracji publicznej, zwigzkami zawodowymi
isamorzadamizawodowymi oraz innymi organiza-
cjami spolecznymi w sprawach zwiazanych z wyko-
nywaniem zawodu i innych dotyczacych farmacii,
a majacych wplyw na ochrone zdrowia publicz-
nego. Powyzsze zadanie wykonuje m.in. poprzez
wydawanie opinii w sprawach udzielania lub co-
fania zezwolenl na prowadzenie aptek lub hurtow-
ni. W zwiazku z powyzszym, wojewddzki inspektor
farmaceutyczny moze wydac decyzje w przedmio-
cie zezwolenia na prowadzenie nowej apteki ogélno-
dostepnej wylacznie po zajeciu stanowiska przez sa-
morzad aptekarski. Nie ulega watpliwosci, ze opinie
wydawane przez okregowe izby aptekarskie w toku
omawianego postepowania moga dotyczy¢ wy-
lacznie kwestii zwiazanych z osoba jej kierownika.
Wojewddzki inspektor farmaceutyczny, zwraca-
jac sie do okregowej rady aptekarskiej, wnosi jedy-
nie o wydanie opinii w sprawie stwierdzenia rekoj-
mi nalezytego prowadzenia apteki dla kandydata na
kierownika wskazanego przez podmiot ubiegajacy
sie 0 wydanie zezwolenia [31]. Tym samym doku-
ment wydany przez okregowa izbe aptekarska nie
powinien odnosi¢ sie do innych kwestii dotyczacych
apteki, takich jak np. zasadno$¢ jej otwarcia. Kazda
opinia wyrazona przez okregowsa izbe aptekarska,
poza oceng kierownika apteki, bedzie miala w takich
przypadkach charakter niewigzacy i nie powinna
mie¢ wplywu na decyzje wojewddzkiego inspek-
tora farmaceutycznego. W mysl art. 106 §5 k.p.a.,
zajecie stanowiska przez organ nastepuje w drodze

postanowienia, na ktére stuzy zazalenie do organu
wyzszej instancji. Pojawia sie tym samym pytanie,
kto powinien by¢ uprawniony do zlozenia zazalenia
do Naczelnej Rady Aptekarskiej. Strona toczacego
sie postepowania jest bowiem podmiot ubiegajacy
si¢ 0 zezwolenie na prowadzenie apteki, a nie farma-
ceuta oceniany przez samorzad aptekarski. W dok-
trynie zwraca sie jednak uwage, Ze uprawnienie to
powinno przystugiwac takze zainteresowanemu far-
maceucie, gdyz jest on osoba, ktérej dane rozstrzy-
gniecie dotyczy merytorycznie, a zatem powinien
mieé¢ mozliwo$¢ jego weryfikacji w postepowaniu
przed organem odwolawezym lub sadem [23]. Kwe-
stia sporna w praktyce pozostaje réwniez charak-
ter prawny omawianej opinii. Pojawiaja sie bowiem
watpliwosci, czy stanowisko samorzadu aptekar-
skiego nalezy uzna¢ za wigzace dla wojewddzkiego
inspektora farmaceutycznego. Zaréwno Prawo far-
maceutyczne, jak i Ustawa o izbach aptekarskich
nie rozstrzygaja powyzszej kwestii. Nalezy zatem
przyjaé, ze wojewddzki inspektor farmaceutyczny
jest zobowigzany do zapoznania sie z przygotowana
opinia i na jej podstawie dokonania oceny i podjecia
decyzji w przedmiocie wydania zezwolenia na pro-
wadzenie apteki lub jego odmowy. Stanowisko sa-
morzadu aptekarskiego nie jest bowiem zgoda ani
porozumieniem, lecz oceng stanu faktycznego, kté-
re powinno zostac rozpatrzone przez wojewédzkie-
go inspektora farmaceutycznego w oparciu o zasade
prawdy obiektywnej. Opinia okregowej izby apte-
karskiej bedzie stanowic jedynie material dowodo-
wy, wykorzystany w toczacym sie postepowaniu
zgodnie z zasada swobodnej oceny dowodow.

W przypadku zmiany na stanowisku kierow-
nika apteki postepowanie w sprawie rekojmi pro-
wadzone jest w trybie art. 217 k.p.a. W mysl przy-
wolanego przepisu, organ administracji publicznej
wydaje zaswiadczenie na zadanie osoby ubiega-
jacej sie o zaswiadczenie, jezeli urzedowego po-
twierdzenia okreslonych faktéw lub stanu prawne-
go wymaga przepis prawa lub gdy osoba ubiega sie
o zaswiadczenie ze wzgledu na swéj interes praw-
ny w urzedowym potwierdzeniu okreslonych fak-
téw lub stanu prawnego. Zaswiadczenie jest zatem
dokumentem potwierdzajacym w sposéb urzedowy
istniejacy juz stan faktyczny lub prawny, w tym po-
siadane umiejetnosci czy kompetencije.

Podsumowujac, mozna przyjaé, ze rekojmia na-
lezytego prowadzenia apteki i nalezytego wykony-
wania zawodu aptekarza jest przymiotem przystu-
gujacym kazdemu farmaceucie, gwarantujacym,
ze odznacza si¢ on zespolem cech warto$ciujacych
w sferze etycznej oraz wysokim poziomem profe-
sjonalizmu, zapewniajacym $§wiadczenie ustug far-
maceutycznych zgodnie z obowigzujacymi przepi-
samiiwymogami, a ocena samorzadu aptekarskiego
powinna ograniczac sie jedynie do stwierdzenia, czy
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istnieja negatywne przestanki wylaczajace rekojmie,
czy tez nie [20, 23].

Praktyka pokazuje, Ze sporng kwestig pozostaje
pytanie, czy kierownik apteki, ktéry otrzymal juz
rekojmie nalezytego prowadzenia apteki, kazdo-
razowo przy zmianie miejsca pracy i obejmowaniu
funkeji kierownika w nowej aptece powinien po-
nownie ubiegac sie o wydanie zaswiadczenia przez
okregowsq izbe aptekarska. Obecnie kandydat na
kierownika apteki za kazdym razem przed rozpo-
czeciem pracy w nowej aptece wystepuje do okre-
gowej izby aptekarskiej i, w mojej ocenie, nalezy
przyjaé, ze jest to sprzeczne z zasadg domniemania
posiadania rekojmi przez kierownika apteki. Ponie-
waz, o czym byla juz mowa, kierownik apteki po-
winien posiadaé rekojmie nalezytego prowadzenia
apteki przez caly okres pelnienia funkeji kierow-
nika, odpowiednia uchwala okregowej izby apte-
karskiej jest dokumentem wymaganym przez wo-
jewoddzkiego inspektora farmaceutycznego w toku
postepowania w przedmiocie zmiany na stanowi-
sku kierownika apteki. Rola okregowych izb ap-
tekarskich powinna ograniczac sie jedynie do wy-
dania dokumentu, np. w formie zaswiadczenia,
a nie uchwaly jak obecnie. Wydanie uchwaly wy-
maga bowiem udzialu okregowej rady aptekarskiej
oraz zwolania posiedzenia, podczas ktérego far-
maceuta ubiegajacy sie o rekojmie jest przepyty-
wany z podejmowanych przez siebie zadart. Moim
zdaniem przedstawiona procedura nie znajduje za-
sadnosci w swietle zasady domniemania posiada-
nia rekojmi przez kierownika apteki. Okregowe
izby aptekarskie prowadza bowiem rejestry zaréw-
no szkolen ciaglych odbytych przez farmaceutéw,
jak i rejestr postepowan dyscyplinarnych. Nie ma
zatem potrzeby dodatkowej weryfikacji kwalifi-
kacji moralnych i zawodowych kierownika apteki.
W przypadku watpliwosci ze strony organéw nad-
zoru farmaceutycznego badz Narodowego Fundu-
szu Zdrowia, maja one mozliwo$¢ wystapienia do
odpowiedniej okregowej izby aptekarskiej z zapy-
taniem, czy kandydat na kierownika apteki byl ka-
rany dyscyplinarnie lub z wnioskiem o wydanie
zaswiadczenia w tym przedmiocie. Warto zwré-
ci¢ uwage na pozytywna w mojej ocenie praktyke
stosowang przez niektére z oddzialéw wojewodz-
kich Narodowego Funduszu Zdrowia, ktére pod-
czas skladania informacji o zmianie na stanowisku
kierownika apteki nie zadaja przedstawienia rekoj-
mi tego kierownika. Oddzialy wojewddzkie Naro-
dowego Funduszu Zdrowia uznaja bowiem, ze to
kierownik apteki oraz podmiot prowadzacy apte-
ke ponosza odpowiedzialnos$c za zgodne z prawem
funkcjonowanie apteki, czyli réwniez za zapewnie-
nie, ze funkcje kierownika apteki pelni farmaceu-
ta posiadajacy wymagane kwalifikacje. Za $wiado-
me wprowadzenie w blad podmiotu administracji
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paristwowej, wobec podmiotu prowadzacego ap-
teke oraz jej kierownika moga wiec zostaé¢ wycia-
gniete odpowiednie sankcje administracyjne, m.in.
w postaci obowiazku zwrotu refundacji wyplaconej
w okresie pelnienia funkcji kierownika apteki przez
osobe niedajaca rekojmi jej nalezytego prowadzenia.

Jak pokazuje praktyka, rekojmia czesto jest trak-
towana jako narzedzie w rozgrywkach pomiedzy
podmiotami prowadzacymi apteke a samorza-
dem aptekarskim. Jest ona wykorzystywana w celu
utrudnienia podjecia pracy na stanowisku kierow-
nika apteki lub uniemozliwienia prowadzenia ap-
teki przez okreslony podmiot czy przedsiebiorce.
W szczegdlnosci negatywnie nalezy ocenic¢ opi-
niowanie postepowania farmaceutéw jako nagan-
ne i sprzeczne z zasadami deontologii zawodowej
bez wezesniejszego postepowania dyscyplinarne-
go i orzeczenia sadu aptekarskiego. Warto rowniez
zwroci¢ uwage na sprzeczng z art. 24 k.p.a. prakty-
ke, aby czlonkami komisji wydajacej zaswiadczenie
w sprawie rekojmi byli farmaceuci bedacy jedno-
czes$nie wiascicielami aptek. Moze wéwczas docho-
dzi¢ do sytuacji, w ktérych odmowa wydania rekoj-
mi bedzie spowodowana checia ochrony wilasnych
intereséw czlonkéw komisji. Tym samym rekojmie
staja sie przyczyna sporéw pomiedzy przedsiebior-
cami prowadzacymi apteki oraz organami izb ap-
tekarskich, a takze narzedziem wykorzystywanym
przez czlonkéw samorzadu zawodowego aptekarzy
w celach osobistych badZ zawodowych. Nalezy pa-
mietad, Ze izba aptekarska zostala powolana z mocy
prawa do reprezentowania zawodowych, spolecz-
nych i gospodarczych intereséw farmaceutéw. Jej
organy nie moga zatem wykorzystywac przyzna-
nych im uprawnien do zalatwiania indywidualnych
spraw swoich czlonkow.

Rekojmia nalezytego prowadzenia apteki jest
jedna z kluczowych instytucji w zakresie funkcjo-
nowania aptek. Daje ona gwarancje, ze farmaceu-
ci zapewniaja odpowiednia dbatos¢ o zdrowie pu-
bliczne, a poszczegdlnym pacjentom nalezyta opieke
farmaceutyczng. Jest ona réwniez narzedziem po-
zwalajacym zweryfikowad, czy przestrzegane sa
standardy nalezytego wykonywania zawodu zaufa-
nia publicznego. Rekojmia nalezytego prowadzenia
apteki nie moze by¢ jednak wykorzystywana jako
instrument w rozgrywkach politycznych pomiedzy
przedsigbiorcami oraz przedstawicielami samorzg-
du aptekarskiego.
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