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Streszczenie: Choroba Alzheimera (AD) jest najczestsza przyczyng wystepowania zespotow
otepiennych i demencji w krajach zachodnich oraz jedng z najczestszych przyczyn $mierci w coraz
bardziej starzejgcym sie spoteczenstwie. Artykut omawia aktualny stan wiedzy dotyczacy przyczyn,
diagnozowania oraz leczenia choroby Alzheimera oraz wskazuje na mozliwe kierunki rozwoju terapii
AD. Autorzy skupiajg sie na mozliwosciach zwigzanych z wykorzystaniem nanotechnologii, ktére
(biorgc pod uwage liczbe publikacji indeksowanych w kluczowych bazach naukowych, takich jak Scopus
czy PubMed) jawi sie jako najbardziej obiecujgce. Omdwiono postepy w dziedzinie terapii choroby
Alzheimera z wykorzystaniem szerokiej gamy nanomateriatéw, poczawszy od nanoczastek na bazie
metali poprzez czastki organiczne i polimerowe az po materiaty biopochodne, takie jak nanoczastki na
bazie albumin czy egzosomy. Bardzo istotne w kontekscie nanoterapii sg rowniez strategie
umozliwiajgce tzw. active targeting, czyli preferencyjne kierowanie czastek do zmienionych
chorobowo tkanek. Proces ten, wykorzystujgcy m.in. obecnos¢ okreslonych receptoréw w strukturach
bariery krew—mdzg, umozliwia jej skuteczne pokonanie i dostarczenie substancji leczniczych
bezposrednio do mdzgu. Na koniec autorzy krytycznie podsumowujg dotychczasowe osiggniecia nauki
i wskazujg najbardziej obiecujgce kierunki w rozwoju nanoterapii o najwiekszym potencjale
zastosowania klinicznego w niedalekiej przysztosci.

Stowa kluczowe: choroba Alzheimera, nanomateriaty, nanoczastki, active targeting



Abstract: Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia in Western countries
and one of the most widespread reasons of death in an increasingly aging population. The article
discusses the current state of knowledge regarding the causes, diagnosis and treatment of Alzheimer's
disease and indicates possible perspectives for the development of AD therapy. The authors focus
on the possible use of nanotechnology, which (considering the number of publications indexed in key
scientific databases such as Scopus or PubMed) appears to be the most promising. The following article
discusses advances in Alzheimer's disease therapy using a variety of nanomaterials, ranging from
metal-based nanoparticles, through organic and polymeric particles, to bio-based materials such
as albumin-based nanoparticles and exosomes. In the context of nanotherapy, strategies enabling
the so-called active targeting, i.e. preferential delivery of particles to diseased tissues are of high
importance. This process, using, inter alia, the presence of certain receptors in the structures of the
blood-brain barrier, enables nanocarriers to effectively cross and deliver medicinal substances directly
to the brain. Finally, the authors critically summarize the hitherto achievements of science, pointing
out the most promising directions in the development of nanotherapy with the greatest potential
for clinical translation.

Keywords: Alzheimer's disease, nanomaterials, nanoparticles, active targeting



Wprowadzenie

Starzenie sie spoteczenstwa i idgce za tym wyzwania dotyczace opieki nad osobami starszymi oraz
leczenia choréb zwigzanych z wiekiem s3 jednym z wazniejszych wyzwan dla medycyny
w nadchodzacych latach. Wedtug danych Eurostatu odsetek oséb starszych —w wieku 65 lat i powyzej
— wsrdd ludnosci Unii Europejskiej wynidst w 2018 roku 19,7%, a prognozy wskazujg, ze w ciggu kilku
dziesiecioleci osoby starsze bedg stanowity % spoteczeristwa (Eurostat, 2019).

W zwigzku z powyiszym problem diagnozowania i leczenia choréb wieku starczego nabiera
szczegblnej wagi. Demencja, czyli postepujgce ostabienie funkcji poznawczych prowadzace
do pogorszenia codziennego funkcjonowania, dotyka niemal 50 miliondw ludzi na swiecie i szacuje sie,
ze liczba ta podwaja sie co 20 lat (McKenna i in., 2020). Choroba Alzheimera (AD) jest najczestszg
przyczyng wystepowania zespotdw otepiennych i demencji w krajach zachodnich oraz jest jedng
z najczestszych przyczyn smierci (w pierwszej dziesigtce wsrdd osdb powyzej 65 roku zycia) (Sobéw
iin.,, 2003). Chociaz samo zjawisko pogarszania sie pamieci i funkcjonowania psychicznego
obserwowane jest od setek lat (Berchtold i Cotman, 1998), to wieloczynnikowa i ztozona etiologia tej
choroby nadal nie jest do kornica poznana i opisana, a odkrywanie czynnikéw mogacych spowolni¢ lub
zatrzymad postep choroby Alzheimera wskazywane jest jako jedno z pilnych i niezbednych wyzwan
(Dudkowiak i in., 2013). Celem niniejszego artykutu jest krétkie podsumowanie aktualnego stanu
wiedzy dotyczgcego patogenezy choroby Alzheimera i aktualnie stosowanych terapii oraz wskazanie
mozliwych perspektyw badan nad wykorzystaniem nanotechnologii w leczeniu tego schorzenia.

1. Choroba Alzheimera

1.1. Historia i patogeneza

Choroba Alzheimera wzieta swa nazwe od nazwiska niemieckiego psychiatry i neuropatologa Alojzego
Alzheimera, ktéry odkryt i po raz pierwszy opisat specyficzne zmiany w strukturze moézgu. Odnalazt je
podczas histopatologicznych badan post mortem 50-letniej Augustyny D., ktdra cierpiata na rozwijajace
sie zaburzenia mowy, orientacji przestrzennej, pamieci oraz afektu, prowadzgce do coraz wiekszych
trudnosci w radzeniu sobie z zyciem codziennym. Zmiany te zostaty okreslone jako ptytki starcze
(tzw. plaki, agregaty peptydu amyloidu B) oraz sploty neurofibrylarne (kompleksy hiperfosforylowa-
nego biatka Tau) (Bartoszewska, 2008).

Choroba Alzheimera obecnie okreslana jest jako choroba pierwotnie zwyrodnieniowa
spowodowana odktadaniem sie w mozgu biatek o nieprawidtowej strukturze, ktédre powodujg zanik
neuronow i ich potaczen (Hausz-Piskorz i Buczkowski, 2013). Pomimo uptywu ponad stu lat od jej
odkrycia i opisania nadal nie ma zgody co do przyczyn jej powstawania.

1.1.1. Hipoteza cholinergiczna

Jedna z pierwszych teorii dotyczgcych przyczyn i mozliwego leczenia choroby Alzheimera zwigzana byta
z uktadem cholinergicznym. W latach 80. XX wieku zwrdcono uwage na wystepujgce u niektdrych
pacjentéw deficyty w przekaznictwie cholinergicznym — gtéwnie w wyniku smierci neuronéw w jadrze
Meynerta i innych jadrach przodomdzgowia (Sobdéw i in., 2003) (Pietrzik i Behl, 2005). Pogorszenie
to postepowato wraz z wiekiem i sadzono, ze leczenie polegajgce na stymulowaniu uktadu
cholinergicznego da pozadane rezultaty. Hipoteza ta nie znalazta potwierdzenia w pdzniejszych
badaniach, a obecnie deficyty w przekaznictwie cholinergicznym uznawane sg raczej za drugorzedne
w stosunku do innych czynnikdw chorobowych. Pomimo obserwowanego nawet 50-procentowego
spadku efektywnosci syntezy acetylocholiny w neuronach mézgowia oséb cierpigcych na chorobe
Alzheimera obecnie przyczyn tego zjawiska upatruje sie w problemach metabolicznych. Synteza
acetylocholiny jest procesem wymagajgcym znacznych ilosci energii, a problemy z metabolizowaniem
glukozy mogg prowadzi¢ bezposrednio do spadku efektywnosci uktadu cholinergicznego (Pietrzik
i Behl, 2005).



Cho¢ nadal nie ma jednoznacznych wynikéw badan potwierdzajgcych dtugofalowg skutecznosé
terapii opartych na stymulowaniu ukfady cholinergicznego, to nadal podstawg leczenia w chorobie
Alzheimera sg leki prowadzgce do zwiekszenia przekaznictwa w uktadzie cholinergicznym — mimo ze
majg one jedynie dziatanie objawowe i pozwalajg na uzyskanie umiarkowanych efektéw (Sobdéw i in.,
2003).

1.1.2. Hipoteza kaskady amyloidowej

Kolejng ideg, sformutowang w 1992 przez Hardy’ego i Higginsa, jest hipoteza tzw. kaskady
amyloidowej. Wskazuje sie, ze powstajgce w mdzgu ztogi amyloidowe (ztozone gtéwnie z amyloidu
B - AB) powodujg zmiany, ktére prowadzg do rozwoju choroby Alzheimera (Hardy i Higgins, 1992;
Wiedtochaiin., 2012; Rozpedek i in., 2019). Okreslenie amyloid 3 odnosi sie do catej grupy podobnych
strukturalnie peptyddw rdznigcych sie wielkoscig — najczesciej zbudowane sg z 39 do 43 aminokwaséw.
AB jest czesciag wiekszego biatka, prekursora amyloidu (ang. amyloid precursor protein, APP)
sktadajacego sie z 700 aminokwasow (Bartoszewska, 2008; Szwed i Mitowska, 2012). W normalnych
warunkach APPkodowany przez gen znajdujgcy sie na chromosomie 21 (Sobéw i in., 2003), jest jedna
ze sktadowych btony komérkowej neuronu iuczestniczy w transporcie aksonalnym. Prawidtowo
(w wyniku obrébki nieamyloidogennej) APP zostaje rozszczepiony przez enzym a-sekretaze
na rozpuszczalne fragmenty. W procesie przemian drogg amyloidogenng z udziatem - i y-sekretaz
dochodzi niekiedy do powstania nierozpuszczalnych form AP, ktére (w niesprzyjajgcych,
patologicznych warunkach) mogg odktadac sie wewnatrz- i zewnatrzkomérkowo wtasnie w postaci
tzw. blaszek starczych (Kowalska, 2009; Lane, Hardy iSchott, 2018). Zauwazono, Ze najczesciej
w blaszkach starczych wystepuje AB42, ktéry ma najwieksze tendencje do agregacji ze wzgledu na
swojg hydrofobowosc¢ (Sobow i in., 2003) (Newman, Musgrave i Lardelli, 2007). Ponadto AB odkfada
sie takze w scianach mniejszych naczyn krwionosnych w warstwie korowej moézgu. Zjawisko to moze
prowadzi¢ do powstania ognisk mikrokrwawien zlokalizowanych w strukturach korowych (Gawet
iPotulska-Chromik, 2015), co moze mie¢ wptyw na wystepowanie i nasilanie sie stanéw zapalnych
(zabtocka, 2006). Procesy zwigzane z agregowaniem AP prowadzg réwniez do utraty homeostazy
wapniowej czy zwiekszonego stresu oksydacyjnego (Pietrzik i Behl, 2005; Mantzavinos i Alexiou, 2017)
oraz obumierania neurondw i ich potaczen, co skutkuje spadkiem stezenia substancji przekaznikowych
(m.in. acetylocholiny) (Gawet i Potulska-Chromik, 2015).

Niestety, pomimo wykazania tak duzej roli AB w chorobie Alzheimera wyniki badan opartych na
tej hipotezie sg niejednoznaczne (Crous-Bou i in., 2017) i wydaje sie, ze nie mozna uzna¢ hipotezy
kaskady amyloidowe] (z catym jej liniowym, przyczynowo-skutkowym przebiegiem) jako jedynej
stusznej (Herrup, 2015).

1.1.3. Hipoteza biatek Tau

Kolejng (po ztogach amyloidowych — blaszkach starczych) charakterystyczng cechg w chorobie
Alzheimera jest wystepowanie tzw. splotéw neurofibrylarnych lub plak neurotycznych zbudowanych
z agregatow hiperfosforylowanego biatka Tau (Szwed i Mitowska, 2012; Wiedtocha i in., 2012). Biatko
Tau fizjologicznie petni swoje funkcje wewnatrz komérek nerwowych i glejowych. Dziata ono jako
stabilizator dla struktur w neuronach zwanych mikrotubulami i zwieksza stabilnos¢ catego aksonu
(Tecza i Zylinska, 2019). W samej komdrce biatko Tau wystepuje w réznych formach (powstajacych w
wyniku splicingu mRNA) i moze ulegac licznym potranslacyjnym modyfikacjom. W chorobie Alzheimera
mozna obserwowac zwiekszone poziomy lub nieprawidtowe funkcjonowanie kinaz: biatka Tau | GSK3
(ang. glycogen synthase kinase 3) oraz biatka Tau Il Cdk5 (ang. cyclin-dependent kinase), ktérych
aktywnos¢ prowadzi wtasnie do hiperfosforylacji i zmniejszenia powinowactwa biatka Tau
do mikrotubul, co skutkuje destabilizacjg cytoszkieletu, pogorszeniem dziatania lub obumieraniem
komérek nerwowych i agregacjg biatka Tau do splotéw neurofibrylarnych (Morsy i Trippier, 2019).
Pomimo stwierdzenia zwigzku pomiedzy pojawieniem sie pierwszych symptomdw pogorszenia
funkcji poznawczych w chorobie Alzheimera a tworzeniem sie splotdw neurofibrylarnych obecnie



uwaza sie, ze jest to raczej konsekwencja samej choroby i innych proceséw neurodegeneracyjnych,
a nie sama przyczyna choroby Alzheimera (Pietrzik i Behl, 2005).

1.2. Czynniki ryzyka i inne mozliwe przyczyny

W procesie badan nad przyczynami i mozliwym leczeniem choroby Alzheimera zauwazono réwniez
wiele innych czynnikéw, ktére maja wptyw na zapobieganie chorobie, jej przebieg lub stanowia
czynniki ryzyka jej wystgpienia:

e zaburzenia w metabolizmie metali (cynku, miedzi, zelaza) mogg prowadzic¢
do powstawania ztogdéw AP, a podawanie substancji bedgcej odpowiednikiem chelatéw cynku
i miedzi prowadzito do zmniejszenia zalegania AR w modzgu oraz zwiekszenia stezenia
rozpuszczalnych form AP (Pietrzik i Behl, 2005),;

e czynniki genetyczne -——badania wskazaty, ze obecnos¢ mutacji w genach BAPP oraz 1i 2 PS1
i PS2 (odpowiedzialnych odpowiednio za kodowanie biatka prekursora beta-amyloidu oraz
presenilin wptywajgcych na metabolizm BAPP) stanowi czynnik rozwoju choroby Alzheimera
(Kowalska, 2009). Oznacza to, ze kazdy, kto posiada takie mutacje, zachoruje (czesto
w mtodym wieku). Zauwazono réwniez czestsze wystepowanie choroby Alzheimera u oséb
z zespotem Downa, co ttumaczy sie jako konsekwencje trisomii chromosomu 21, w ktérym
znajduje sie gen kodujgcy BAPP (Sobdw i in., 2003);

e stosowanie lekow przeciwzapalnych, obnizajacych poziom cholesterolu, hormonalnej terapii
zastepczej czy przyjmowanie witamin (m.in. antyoksydacyjnych — E, A, C, karotenoidéw)
zmniejsza ryzyko wystgpienia choroby Alzheimera (Sobdw i in., 2003; Wojtera i in., 2006;
Dudkowiak i in., 2013);

e wysoki poziom cholesterolu i wysokie cisnienie krwi sg wskazywane jako czynniki ryzyka
(zhang, Wen i Zhang, 2018). Stosowanie diety srodziemnomorskiej i regularna aktywnosc
fizyczna wptywajg na obnizenie ryzyka rozwoju choroby Alzheimera (Dudkowiak i in., 2013),

e nadmierne spozywanie alkoholu (3—4 drinki na dobe) oraz nikotynizm (zwfaszcza palenie
wiecej niz 2 paczek dziennie) zwiekszajg ryzyko wystgpienia choroby Alzheimera (Dudkowiak
iin., 2013).

W obliczu powyzszych rozwazan obecnie wskazuje sie na istnienie kompleksowego,
wielowymiarowego mechanizmu powstawania i rozwoju choroby Alzheimera, a prowadzone badania
skupiajg sie gtdéwnie na odnalezieniu lekéw, ktdre beda oddziatywaty na patologiczne formy A i biatek
Tau (zapobiegajac ich powstawaniu i/lub agregacji), modulowaty przekaznictwo nerwowe (tak aby
utrzymaé dobre funkcjonowanie i zachowa¢ mozliwie najwiecej funkcji poznawczych) oraz chronity
i odbudowywaty struktury, ktére zostaty uszkodzone przez toksyczne dziatanie AB (w celu odwrécenia
zmian powstatych w wyniku przebiegu choroby Alzheimera) (Wichur i Malawska, 2015; Morsy
i Trippier, 2019). Optymalne wydaje sie odnalezienie jednego leku, ktéry dziatatby jednoczesnie na tych
trzech polach przy jednoczesnym utrzymaniu jak najmniejszych skutkdow ubocznych i niepozgdanych
reakcji organizmu (Wichur i Malawska, 2015).

1.3. Objawy

Objawy choroby Alzheimera sg bardzo liczne i wptywajg na catoksztatt funkcjonowania
psychofizycznego osoby chorej. Choroba przebiega w nastepujacych po sobie fazach, postepujgcych
powoli i rozwijajgcych sie miesigcami lub latami. Czesto dla okreslenia tych etapdw stosuje sie Skale
Ogdlnej Deterioracji. Wyrdznia ona 7 faz — od braku lub bardzo tagodnych zaburzen poznawczych
poprzez tagodne i umiarkowane zaburzenia poznawcze (w ktérych osoba chora powoli traci pamieé,
orientacje w czasie i terenie, cierpi na zaburzenia uwagi i afektu) az po stan zaburzen gtebokich,
w ktérych chory jest niezdolny do samodzielnej egzystencji, celowego dziatania, a z czasem catkowicie
traci zdolnosci werbalne i ruchowe (Hausz-Piskorz i Buczkowski, 2013).

Posréd objawdéw choroby, poza zaburzeniami pamieci (ktére w przebiegu choroby Alzheimera
wystepujg najwczesniej), mozna wymieni¢ zaburzenia jezykowe, orientacji, koncentracji i uwagi,
urojenia, omamy, zaburzenia zachowania i nastroju (gtéwnie irytacja, zdenerwowanie), zaburzenia
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snu, depresje, niepokdj psychoruchowy i tzw. objaw wedrowania, pojawiajace sie w pdzniejszych
etapach objawy ,lustra” (chory nie rozpoznaje siebie w lustrze, prébuje rozmawiaé ze swoim odbiciem)
czy ,telewizora” (sytuacje widziane w telewizji odbiera jako dziejgce sie w rzeczywistosci) oraz
mioklonie i napady padaczkowe wystepujgce w zaawansowanym stadium choroby (Gawet i Potulska-
Chromik, 2015).

1.4. Rozpoznanie

Obecnie stosowane kryteria diagnostyczne stosowane w rozpoznaniu choroby Alzheimera u pacjentéw
opierajg sie gtdbwnie na ocenie funkcjonowania poznawczego za pomocg testéw
neuropsychologicznych — Mini-Mental State Examination, Montrealskiej Skali Oceny Funkgcji
Poznawczych czy Testu Rysowania Zegara (Hausz-Piskorz i Buczkowski, 2013). Wykonuje sie rdwniez
podstawowe badania laboratoryjne, niekiedy stosuje sie takze metody neuroobrazujgce, takie jak
tomografia komputerowa czy rezonans magnetyczny, jednak robi sie to w celu wykluczenia
ewentualnych innych przyczyn otepienia, a nie potwierdzenia choroby Alzheimera. Przyjmuje sie, ze
przezyciowo mozna postawic¢ co najwyzej prawdopodobng diagnoze. Pewng chorobe mozna rozpoznac
jedynie na podstawie ilosciowej analizy obecnosci zwyrodnien w mdzgu w pofaczeniu
z wystepowaniem (przed $miercig) innych objawdéw klinicznych (Gawet i Potulska-Chromik, 2015;
Sobéw iin., 2003). Obecnie trwajg takze poszukiwania swoistych biomarkerdw, ktorych wystepowanie
mogtoby potwierdza¢ chorobe Alzheimera. Za najbardziej trafne wuznaje sie oznaczanie
fosforylowanych epitopéw biatka MAP-t i poziomdéw peptydéw AB w ptynie mdzgowo-rdzeniowym,
jednak zadna z dostepnych na ten moment metod nie jest ani dostatecznie czuta, ani swoista,
by stanowi¢ element rozpoznania choroby Alzheimera (Sobéw i in., 2003).

1.5. Leczenie

Obecnie zatwierdzone i stosowane w Polsce leczenie opiera sie gtéwnie na tagodzeniu objawdéw
choroby. Sposrdd czterech zarejestrowanych lekow najpowszechniejsze sg inhibitory cholinesterazy,
ktére wplywaja na polepszenie pracy uktadu cholinergicznego: Donepezyl, Galantamina,
Riwastygmina. Niestety, pomimo powszechnego stosowania tych lekéw zaleca sie ich podawanie
w otepieniu o nasileniu lekkim i umiarkowanym, a spowolnienie rozwoju choroby obserwuje sie
w krotkich przedziatach czasowych (kilka do kilkunastu miesiecy) (Hausz-Piskorz i Buczkowski, 2013).

Czwartym z lekéw dopuszczonych w Polsce i stosowanych w terapii zespotéw otepiennych jest
memantyna — czesciowy antagonista receptora NMDA (N-metylo-D-asparaginowego), chronigcy
komérki nerwowe przed toksycznym dziataniem nadmiernej stymulacji glutaminergicznej oraz
nadmiernym naptywem Ca do neuronéw (Briggs, Kennelly i O’Neill, 2016). W badaniach
przedklinicznych wykazano rdwniez, ze memantyna chroni neurony przed toksycznym dziataniem AR
(Sobow i in., 2003) oraz obniza poziom hiperfosforylowanego biatka Tau w ptynie mdzgowo-
rdzeniowym (Degerman Gunnarsson i in., 2007). Obecnie lek ten stosowanych jest do leczenia
umiarkowanej i zaawansowanej fazy choroby (Gawet i Potulska-Chromik, 2015).

Poza leczeniem farmakologicznym (ktére spowalnia postep choroby, prowadzi do wydtuzenia
okresu samodzielnego funkcjonowania pacjenta i podnosi komfort funkcjonowania chorego)
w praktyce lekarskiej sugeruje sie wdrazanie dziatan edukacyjnych skierowanych do pacjentéw i ich
rodzin polegajacych na utatwianiu funkcjonowania chorego, opracowaniu schematéow dnia
codziennego, regulowaniu emocji, redukowaniu niepokoju u chorego. Rekomenduje sie réwniez
treningi pamieci, a takze zajecia gimnastyczne, terapie zajeciowg lub muzykoterapie (Paszkiewicz-Mes,
2013). Zwraca sie takze uwage na wptyw redukcji stresu jako wazny element zapobiegania i terapii
w chorobie Alzheimera (Khalsa, 2015).

1.6. Bariera krew—-mozg

W leczeniu choroby Alzheimera istotnym problemem wydaje sie by¢ rowniez kwestia dostarczenia
substancji bezposrednio w miejsce tworzenia sie i wystepowania zwyrodnien —do mézgu. W przypadku
innych narzadéw komorki srédbtonka budujgce naczynia wtosowate nie przylegajg do siebie bardzo
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Scisle, co pozwala na transport réznych substancji rozpuszczonych we krwi bezposrednio do tkanek.
Bariera krew—mdzg stanowi swoisty rodzaj granicy zarowno fizycznej, jak i enzymatycznej pomiedzy
tkanka nerwowa a naczyniami krwionosnymi (Brzezifiska i Ziaja, 2012). Jej skomplikowana i zwarta
budowa oparta jest na szczelnej strukturze sktadajgcej sie z tzw. komdrek endotelialnych
(Srodbtonkowych), astrocytow i pericytow. Sprawne wykonywanie funkcji ochronnych zapewnia gesta
sie¢ potaczen miedzy komdrkami — ztaczy Scistych oraz potaczen przylegajacych (Koper-Lenkiewicziin.,
2018). Wszystko to sprawia, ze przepuszczalnos$¢ tej btony jest niewielka, a transport przez bariere
krew—modzg — bardzo selektywny. Przebiegaé on moze na rdzne sposoby — na drodze prostej dyfuzji
(transport bierny) dla czasteczek gazéw rozpuszczonych w osoczu, zwigzkdéw rozpuszczalnych
w lipidach lub peptydéw o niewielkiej masie (ok. 400-800 Da) lub w procesie transcytozy
przebiegajacej z wykorzystaniem réznych mechanizmdéw, m.in. za posrednictwem receptora (RMT),
adsorpcji  (AMT) lub nosnikbw (CMT) dla wiekszych czasteczek (glukozy, prekursoréw
neurotransmiterow, jondw) (Mroczkowska, 1999; Brzezinska i Ziaja, 2012; Ewen, Fauzi, Quan i in.,
2018). Przyjmuje sie, ze generalnie zdolnos¢ przenikania czasteczek przez bariere krew—moézg jest
odwrotnie proporcjonalna do ich wielkosci i wprost proporcjonalna do rozpuszczalnosci lipidowe;j
(Brzezinska i Ziaja, 2012), jednak znaczenie dla tego procesu majg takze czynniki takie jak ksztatt
czasteczek i ich tadunek (Ewen, Fauzi, Quaniiin., 2018).

2. Nanotechnologia w stuzbie leczenia choroby Alzheimera

Pomimo znacznego zainteresowania naukowcéw tematem diagnostyki i leczenia choroby Alzheimera
dotychczas do praktyki klinicznej nie zostaty wprowadzone zadne rozwigzania oparte na zdobyczach
nanotechnologii. Warto jednak podkresli¢, ze wysitki czynione w tym kierunku sg szeroko zakrojone,
o czym Swiadczy ilos¢ publikacji figurujgcych w bazach takich jak np. Scopus. Co wiecej, wsrdod 263
badan na portalu clinicaltrials.gov dotyczacych lekdw na chorobe Alzheimera (trwajacych badz
zarejestrowanych, ale nierozpoczetych) mozna znalezé rowniez jedno dotyczgce nanoformulacji
zwigzku APH-1105 do podania donosowego zaprojektowanej przez firme Aphios (USA) (Study
of APH-1105 in Patients With Mild to Moderate Alzheimer’s Disease). Zwigzek ten jest modulatorem
a-sekretazy. Opis badania nie okresla doktadnie, jakiego rodzaju nanoczgstka wykorzystana jest
w przygotowaniu formulacji, jednak na podstawie informacji dotyczacych wykorzystywanych
technologii podanych na stronie producenta mozna domniemywag, iz jest to rozwigzanie oparte na
liposomach (Phospholipid Nanosomes, CFN). Fakt ten, w Swietle préb podejmowanych przez
naukowcow i publikowanych w czasopismach naukowych, nie jest zaskoczeniem. Znaczna cze$é badan,
z jakimi spotkalismy sie w trakcie przygotowywania tego opracowania, dotyczy witasnie zastosowania
liposomow badz struktur do nich podobnych lub na nich opartych. Liposomy bowiem sg pierwszym
systemem kontrolowanego dostarczania w skali nano, ktéry z sukcesem zostat przeniesiony
z laboratorium do uzytku klinicznego. Kolejnym, bardzo czesto wymienianym w publikacjach
materiatem do zastosowan w wytwarzaniu nanoczastek do kontrolowanego dostarczania lekéw
w terapii choroby Alzheimera jest poli(kwas mlekowy-co-kwas glikolowy) (PLGA). Kopolimer ten
charakteryzuje sie doskonatg biozgodnoscig i niskg toksycznoscig tkankowg, jest biodegradowalny,
a produkty jego rozktadu sg naturalne dla organizmu (wystepujg jako produkty uboczne rdzinych
szklakow metabolicznych).

PLGA umozliwia rowniez kontrolowane uwalnianie transportowanej substancji aktywnej (Baysal
iin., 2017). Nie jest to jednak jedyny polimer, ktéry przycigga uwage naukowcdéw — wymienic¢ warto
rowniez poli(glikol etylenowy), ktéry jest uznanym dodatkiem poprawiajgcym biozgodnos$¢ materiatow
(PEGylowanie), znalez¢ go mozna zaréwno w nanoczgstkach z PLGA, jak iw liposomach, gdzie
wykorzystywany jest do ,ukrycia” nanoczastek przed uktadem odpornosciowym oraz degradujgcymi
je enzymami. Ponadto nalezy wspomnie¢ rowniez o innych polimerach, takie jak np. chitozan (Kuo
i Rajesh, 2017; Fernies i in., 2018; Luo i in., 2018), kwas hialuronowy (liang i in., 2018),
poliwinylopirolidon (Picone i in., 2016; Picone i in., 2018), poliakrylany (Carradori i in., 2018),
poliakrylamidy (Kuo i Rajesh, 2017; Liu i in., 2017; Kim, Gulfam i Lowe, 2018), réwniez w postaci
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nanozeli (Picone i in., 2018). Ciekawym podejsciem do wytwarzania nanomateriatéw jest
wykorzystanie prekursoréw biopochodnych, takich jak np. albuminy (Wongi Ho, 2018; Yangiin., 2018,
Siriiin., 2020) oraz inne proteiny (Moreno iin., 2017) i peptydy (Parkiin., 2019), egzosomy (Wangi in.,
2019), a nawet btony komoérkowe erytrocytow (Gao, Chu, i in., 2020; Gao, Wang, i in., 2020).
Nanoczgstki oparte na takich materiatach niosg ze sobg duze nadzieje zwigzane z biokompatybilnoscig
oraz biodegradacjg; w innych gateziach medycyny, takich jak onkologia czy diabetologia, w praktyce
klinicznej dostepne sg juz nanoformulacje oparte na albuminach (An i Zhang, 2017). Finalnie
w literaturze znalezé mozna tez doniesienia na temat czgstek nieorganicznych (Rahman i in., 2009;
Wang i in., 2009; Jeon, Park i Lee, 2011; Vedagiri i Thangarajan, 2016) badz nanokrystalicznych form
substancji czynnych (Kheradmand, Hajizadeh Moghaddam i Zare, 2018; Rifaai i in., 2020a).

Istotnymi aspektami dotyczagcymi nanomateriatéw proponowanych do leczenia choroby
Alzheimera sg rowniez proponowane przez naukowcéw substancje czynne oraz aktywne celowanie.
W przypadku tych pierwszych duza uwaga poswiecana jest w literaturze zwigzkom pochodzenia
naturalnego, w przypadku ktérych kluczowag role w zwigzku z proponowanym zastosowaniem
odgrywajg ich witasciwosci przeciwzapalne, antyoksydacyjne i neuroprotekcyjne. Podejmowane s3
rowniez proby enkapsulacji zwigzkdw stosowanych jako leki w AD w celu poprawienia ich kinetyki
i biodostepnosci, jak rowniez zmniejszenia efektéw ubocznych. W przypadku aktywnego celowania nie
mozna jednoznacznie wskaza¢ jednej, dominujgcej strategii proponowanej przez naukowcow.
Wykorzystywane ligandy nalezg do réznych klas, poczagwszy od zwigzkéw matoczgsteczkowych poprzez
krétkie sekwencje aminokwasowe az po ztozone przeciwciata.

W dalszej czesci pracy chcieliby$Smy pokrétce oméwié obecny stan wiedzy na temat zastosowan
nanotechnologii w badaniach dotyczacych terapii AD, w szczegdlnosci dotyczacy:

e qactive targeting w chorobie Alzheimera,
e substancji aktywnych w chorobie Alzheimera,
e nanoczastek w chorobie Alzheimera.

2.1. Aktywne celowanie w chorobie Alzheimera

Jedna z zalet wykorzystania nanomateriatéw w terapii jest mozliwos¢ ich dostarczania doktadnie do
zmienionych chorobowo miejsc w organizmie. W tym celu wykorzystywane sg rdzne klasy zwigzkéw,
takie jak peptydy i proteiny, w tym przeciwciata, jak i zwigzki matoczgsteczkowe. W przypadku choroby
Alzheimera do dyspozycji mamy rézne opcje; warto réwniez podkreslié, ze w sytuacji przenikania przez
BBB konieczne moze by¢ uzycie dwdch ligandéw — jednego zdolnego do promowania przenikania BBB
oraz drugiego zdolnego zwigza¢ nanoczastke z wtasciwym celem, np. komdrka nerwowa badz samym
agregatem AP badz Tau.

Peptydy i proteiny sg cenionymi ligandami ukierunkowujacymi ze wzgledu na swojg niska
immunogennos¢ i wysokie bezpieczedstwo stosowania. Doskonatym przyktadem takiego ligandu
o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu AD jest peptyd o sekwencji KLVFF — sekwencja ta jest w stanie
rozpoznawac i wigzac sie z AB za pomoca wigzan wodorowych. Wykorzystanie tego peptydu przez Luo
i in. (2018) do modyfikacji nanoczastek chitozanu pozwolito na uzyskanie ,nanozmiatacza”, ktéry
znaczgco zahamowat formowanie sie nierozpuszczalnych agregatéw amyloidowych na modelu
zwierzecym, tym samym poprawit niedobory pamieci. Waznym biatkiem w AD jest réwniez
apolipoproteina E (ApoE). Jest ona w stanie wigzac sie z receptorem LDLR (ang. low-density lipoprotein
receptor), obecnym w BBB (Kuo, Lou i Rajesh, 2020). Mancini i in. (2017) wykorzystali krétki fragment
ApoE (10aa) zdolny do wigzania z receptorem do funkcjonalizacji liposoméw przeznaczonych
do presymptomatycznej interwencji majacej na celu opdznienie postepu AD i utraty pamieci, w modelu
zwierzecym. Kuo, Luo i Rajesh (2020)natomiast z sukcesem wykorzystali ApoE w celu zapobiegania
hiperfosforylacji biatka Tau z wykorzystaniem kwercetyny i kwasu rozmarynowego w postaci
liposomalne;.

Zespdt pod przewodnictwem Rui-tian Liu (Huang i in., 2017; Zhang i in., 2020) w celu utatwienia
nanoczgstkom z PLGA penetracji BBB z powodzeniem wykorzystat specjalng cykliczng sekwencje
aminokwasowg CRTIGPSVC zdolng do wigzania sie z receptorem transferryny (TfR). Wykazano,
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iz Srodbtonek naczyn wtosowatych mdzgu jest selektywnie wzbogacony w ten receptor, co pozwala na
wykorzystanie mechanizmu transcytozy za posrednictwem receptora. Réwniez z TfR zwigzane byly
prace Rodrigues iin., ktérzy do zmodyfikowania liposomow przeznaczonych do terapii genowej AD
uzyli transferryny — biatka bedgcego natywnym ligandem tego receptora (Rodrigues, Kanekiyo i Singh,
2020). W badaniach tych zostat wykorzystany rowniez dodatkowy ligand, majacy spetnia¢ funkcje
adiuwantowego wzmacniacza penetracji — heksadekapetyd penetratyna. W toku ewolucji pewne
proteiny wyksztatcity specyficzne sekwencje zdolne do przenikania bton komdrkowych (tzw. protein
transduction domains); peptydy o tych sekwencjach zwane sg cell penetrating peptides (Sharma i in.,
2013) ipenetratyna jest jedng z nich. Zastosowanie dodatkowego czynnika wspomagajgcego
penetracje BBB pozwolito na maksymalne zwiekszenie skutecznosci liposoméw w postaci znacznie
zwiekszonej ekspresji transfekowanego genu. Podobny efekt odnotowano przy wykorzystaniu
penetratyny w potaczeniu z mannozg (ligand biatka GLUT-1, odpowiedzialnego za transport glukozy
przez btony komérkowe, obficie obecny w BBB) (Arora, Sharma i Singh, 2020).

Specjalng klasg protein wykorzystywang w celowanym dostarczaniu sg przeciwciata. Papadiaiin.
(2017) oraz Loureiro i in. (2017) wykorzystali monoklonalne przeciwciata (mAb) przeciw receptorowi
transferryny do skutecznego pokonania bariery krew—-modzg przez lipidowe czastki transportujgce
naturalne zwigzki o dziataniu neuroprotekcyjnym. Carradori i in. (2018) wykorzystali natomiast mAb
przeciw ABi.42, co pozwolito na zlokalizowanie nanoczastek nie tylko w watrobie i Sledzionie (co jest ich
typowym losem), ale réwniez w wykrywalnej ilosci w moézgu. Dodatkowg zaletg przeciwciat jest fakt,
ze mogg one petni¢ podwdjng funkcje — nie tylko ligandu ukierunkowujgcego, lecz réwniez substancji
aktywnej. Takie zastosowanie zaprezentowane jest w przytoczonej wyzej pracy (Carradori i in., 2018)
— zastosowana terapia znacznie poprawita pamiec¢ dtugotrwatg transgenicznych myszy obcigzonych
mutacjg biatka APP, powodujgcg wystepowanie wczesnej formy dziedzicznej choroby Alzheimera.

2.2. Substancje aktywne w chorobie Alzheimera

Strategie proponowane w literaturze réznig sie od praktyki klinicznej. Niemniej podejmowane s3
rowniez proby poprawiania wtasciwosci obecnie stosowanych lekéw. Baysal i in.(2017) oraz Mendes
i in.(2019) obrali sobie za cel donepezyl (DL), ktéry przy typowym podaniu doustnym powoduje bardzo
nieprzyjemne skutki uboczne ze strony uktadu pokarmowego, jak réwniez bezsennos¢, zmeczenie czy
skurcze miesni. W pierwszej z przytaczanych prac lek zostat skutecznie enkapsulowany
w PEGylowanych nanoczgstkach z PLGA i nie stracit przy tym w zaden sposéb na aktywnosci. W drugim
przypadku DL zostat zamkniety w nanostrukturalnych nosnikach lipidowych, ktére nastepnie zostaty
zdyspergowane w hydrozelowej matrycy na potrzeby podania transdermalnego. Podobng strategie —
wykorzystujgcg nanokompozyt z Carbopolu — zaprezentowali Shamarekh i in. (2020). Zesp6t podjat sie
proby poprawy wiasciwosci takryny — inhibitora acetylocholinesterazy wycofanego z obrotu
ze wzgledu na znaczng hepatotoksycznosé i bardzo niskg biodostepnos¢. Zastosowanie do podania
donosowego hydrozelu zawierajgcego nanoczastki PLGA modyfikowane ligandem targetujgcym
(z rodziny CPP) umozliwito skuteczne i bezpieczne dostarczanie leku do mézgu w badaniach in vivo.
Jak juz wspomniano wczesniej, uwage naukowcéw bardzo przycigga zastosowanie naturalnych
zwigzkdéw neuroprotekcyjnych, takich jak kurkumina (Cur), kwercetyna (QU), resweratrol (RS) czy
galusan epigalokatechiny (EGCG) (Liu i in., 2017; Loureiro i in., 2017; Vaz i in., 2017; Jiang i in., 2018;
Rajput i in., 2018; Yang i in., 2018; Kuo, Lou i Rajesh, 2020; Rifaai i in., 2020b). Jednym z gtéwnych
probleméw wskazywanych w literaturze, zwigzanych z wykorzystaniem tych substancji, jest ich
niewystarczajgca biodostepnosé, ktdrg prébuje sie poprawia¢ z wykorzystaniem nanonosnikéw.
Cur jest polifenolem, ktéremu przypisuje sie duzy potencjat, jesli chodzi o leczenie AD. Jako zwigzek
o silnych wtasciwosciach przeciwzapalnych i przeciwutleniajgcych moze przeciwdziataé wczesnym
zmianom patologicznym zachodzagcym w AD, wynikajagcym ze stresu oksydacyjnego i chronicznego
stanu zapalnego. Ponadto postuluje sie, iz Cur moze hamowac odktadanie sie amyloidu f m.in. poprzez
oddziatywanie na B-sekretaze oraz modulowac hiperfosforylacje biatka Tau (Vaz i in., 2017). Dzieki
zastosowaniu nosnikéw takich jak liposomy (Papadiaiin., 2017; Vaz i in., 2017) czy nanoczastki PLGA
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(Barbara i in., 2017; Fan i in., 2018; Kuo i Tsai, 2018) mozna znaczgco poprawic jej rozpuszczalnosc¢
w wodzie oraz biodostepnosc.

Peptydy i proteiny réwniez znajdujg zastosowanie jako potencjalne terapeutyki w AD. Insulina
(Ins), znany hormon peptydowy odpowiedzialny w organizmie za gospodarke glukozowg, w badaniach
klinicznych przy podaniu donosowym okazata sie znaczaco poprawiaé funkcjonowanie mdzgu chorych
na AD (Benedict i in., 2004). Ponadto receptory insuliny sg szeroko rozpowszechnione w réznych
czeSciach moézgu. W zwigzku z tym Picone iin. (2018) podjeli proby przygotowania formulacji Ins,
w ktorej peptyd osadzony zostat na nanozelach z PVP. Kim, Gulfam i Lowe (2018) natomiast
wykorzystali czynnik wzrostu nerwéw (ang. , NGF), ktory jest czynnikiem neurotroficznym, proteing
sygnatowg wspierajacg przetrwanie, wzrost i réznicowanie neuronéw w uktadzie nerwowym, jak
rowniez wzrost neurytdw oraz produkcje neurotransmiteréw. Podany dozylnie jest szybko
eliminowany z krwiobiegu, dlatego zastosowanie nanonosnika do jego transportu moze pozytywnie
wptynaé na jego skuteczne zastosowanie w regeneracji uszkodzonych chorobg nerwéw.

Najbardziej ztozong, ale i obiecujgca strategig leczniczg jest terapia genowa. Réwniez w AD
proponowane s3 rozwigzania oparte na manipulowaniu materiatem genetycznym, zaréwno przed
transkrypcjg (DNA), jak i po niej (mRNA). W tym kontekscie proponowane jest przede wszystkim
wptywanie na gen BACE1, kodujgcy wspominang juz B-sekretaze 1, ktdra niezbedna jest do
powstawania AB. Park i in. (2019) wykorzystali do tego celu technike CRISPR-Cas9. Dzieki dostarczaniu
enzymu Cas9 oraz wzorcowego RNA (sgRNA) w postaci nanokompleksu z amfifilowym oligopeptydem
mozliwe byto skuteczne modulowanie genu w dojrzatych neuronach in vivo.

Uzyskanie stabilnej transfekcji w komadrkach postmitotycznych, takich jak wtasnie neurony, jest
jednym z najtrudniejszych wyzwan w terapii genowej. Dlatego czesciej mozna spotkaé sie
z podejmowaniem préb doprowadzenia do transfekcji przejsciowej. Jednym z takich scenariuszy jest
blokowanie translacji z transkrybowanego mRNA, do czego wykorzystywane jest np. krotkie
interferujgce RNA (siRNA). Taka droge do obnizenia ekspresji B-sekretazy obrali w swoich badaniach
Cai oraz Rassu, do transportu przez BBB wykorzystali odpowiednio dendrygraftowy kationowy polimer
na bazie poli(lizyny) (Cai i in., 2020) oraz nanoczastki lipidowe (ang. solid lipid nanoparticles) (Rassu
iin., 2017). Warto wspomnie¢ réwniez o strategii, w ktorej do komadrek dostarcza sie gotowe do
transkrypcji plazmidowe DNA. Rodrigues, Kanekiyo i Singh (2020) skutecznie wykorzystali takg metode
transfekcji przejsSciowej do zwiekszenia ekspresji wspomnianego juz NGF in vivo na modelu
zwierzecym.

2.3. Nanoczgstki w chorobie Alzheimera

Nanoczgstki metaliczne lub tlenkdw metali stosowane w medycynie majg wielkos¢ od 1 do 200 nm
i charakteryzujg sie specjalnymi wtasciwosciami fizykochemicznymi (Song i in., 2016). W ostatniej
dekadzie préby wykorzystania nanoczastek (NP) w leczeniu chordb, w tym neurologicznych jak AD, byty
przedmiotem licznych badan oraz testéw na zwierzetach doswiadczalnych. NP dwutlenku tytanu
(TiO,), dwutlenku krzemu (SiO,), srebra (Ag) i tlenku cynku (ZnO) mogg by¢ podawane do organizmu
m.in. poprzez: inhalacje (Parveen i in., 2017), podawanie doustne (Zhang i in., 2010), podawanie
dotchawicze (Shinohara i in., 2015), zastrzyk dozylny i dootrzewnowy (Hritcu i in., 2011).

Niestety zaabsorbowane NP, oprdcz efektu terapeutycznego, majg tendencje do akumulowania
sie w réznych narzadach, przy czym to médzg jest najbardziej podatny na ich toksyczne dziatanie (Feng
i in., 2015). Bioragc pod uwage role nanotechnologii w terapii Alzheimera, obecnie wyzwaniem jest
projektowanie NP o pozgdanym rozmiarze i ksztatcie, co czyni z nich potencjalny lek/srodek
diagnostyczny/nosnik leku w leczeniu AD, a jednocze$nie takich NP, ktére nie bedg powodowaty
powstawania niepozadanych reaktywnych form tlenu (FRT). NP oferujag mozliwosé zaprojektowania
inteligentnych nosnikéw terapeutycznych, ktére moga jednoczesnie przekracza¢ bariere krew—modzg
i dostarczac tadunek do okreslonych celéw (Ahmad i in., 2017), co przedstawiono na Ryc. 1.
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Rycina 1. Schemat przedstawiajgcy sposéb, w jaki nanoczgstki wspomagajg transport lekdw/substancji
biologicznych przez bariere krew-modzg: (A) ogdlnoustrojowe podanie/absorbcja do krwiobiegu
nanoczastek (ktore mogg przenosi¢ leki uzywane w leczeniu choroby Alzheimera i docierajg one do
bariery krew—mozg), (B) wchtanianie nanoczastek zlekiem przez bariere krew—modzg zgodnie
z mozliwymi mechanizmami (pokazanym na rycinie), (C) docieranie nanoczgstek do obszaru
dotknietego chorobg Alzheimera (Ahmad i in., 2014).

2.4. Rola nanoczgstek w mozgu

Obecnos¢ metali w mdzgu z jednej strony jest fizjologiczng koniecznoscig, z drugiej jednak — ich zbyt
wysokie stezenie jest niepozgdane i szkodliwe. Akumulacja metali w tkankach mézgu wystepuje nie
tylko w postaci wolnych jonéw, ale takie w formie metaloprotein (Heusinkveld i in., 2016).
Nieprawidtowa homeostaza jondw metali w mdzgu moze powodowac uszkodzenie neurondw, jesliich
stezenia bedg przewyzsza¢ normalny poziom, z powodu braku specyficzne biatek wigzgcych metale
(Gonzélez-Dominguez, Garcia-Barrera i Gdmez-Ariza, 2014). Niektére nanoczastki bogate w metale s3
proponowane do stosowania w leczeniu chordb neurologicznych, w tym AD, ale niestety nanoczgstki
stymulujg produkcje RFT i generujg stany zapalne. Ponadto nadmierne nagromadzenie cytozoli
bogatych w nanoczastki metaliczne w mdzgu to kolejny problem wynikajacy z wysokiej szybkosci
transportu NP przez BBB.

Dobrze znane nanoczgstki, bogate w metale, takie jak TiO,, ZnO, tlenek zelaza, SiO,, srebro (Ag)
i ztoto (Au), dziatajg gtéwnie oksydacyjnie w mdzgu i generujg niepozgdane RFT (Gonzalez-Dominguez,
Garcia-Barrera i Gémez-Ariza, 2014; Heusinkveld i in., 2016). Produkcja RFT zachodzi podczas
normalnej fizjologicznej funkcji naszego organizmu, a RFT nie sg toksyczne, jesli sg kontrolowane przez
enzymy i biatka przeciwutleniaczy, takie jak peroksydaza glutationowa (GSH-Px). Jak wczesniej
wspomniano, podfoze choroby Alzhaimera nie zostato jednoznacznie wyjasnione, a stres oksydacyjny
wymieniany jest jako jeden z waznych czynnikéw powodujacych schorzenie. Ponizej (Tabela 1)
umieszczono kilka przyktadéw obrazujacych wptyw réznych nanoczgstek na enzymy przeciwutleniajgce
w médzgu zwierzat doswiadczalnych.
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Tabela 1. Wptyw nanoczastek na enzymy przeciwutleniajgce w médzgu zwierzat doswiadczalnych
iludzi, a takze na linie komodrkowe (GSH-Px; peroksydaza glutationowa, SOD; dysmutaza
ponadtlenkowa, Trx1; tioredoksyna).

Nanoczastka Droga podania Materiat Wptyw/Effekt Referencje
Ag dootrzewnowo jadro ogoniaste, ptat Ekspresja genu Rahmaniin.,
czotowy glutationu 2009

kora i hipokamp
mdzgu myszy
CuO inkubacja linia komérkowa PC12 Wozrost ekspresji Wangiin., 2009
Trx1, zmniejszenie
ekspresji GSH-Px

Mn inkubacja linia komorkowa PC12 Poziom ekspresji Wangiin., 2009
Trx1 i GSHPx-
bez zmian
TiO2 donosowo mdzg myszy Zmniejszenie Jeon, Park i Lee,
GSH-Px, katalazy i 2011
SOD
ZnO dootrzewnowo mozg dorostego i starszego  Zmniejszenie SOD Vedagiri
mezczyzny i GSH-Px i Thangarajan,
2016

Oprécz nanoczastek utleniajgcych istniejg nanoczastki o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych, na
przyktad NP selenu (Se). Wyniki badan z uzyciem SeNP o matych rozmiarach (5—15 nm) wskazuja, ze
NP selenu zahamowaty tworzenie AP poprzez zmniejszenie produkcji RFT w badaniach
przeprowadzonych na zwierzetach, jak réwniez na liniach komérkowych (wciaz brak badan z udziatem
ludzi) (Naziroglu, Muhamad i Pecze, 2017). Raporty o niskim poziomie Se we krwi oraz w prébkach
tkanek, a takze niskie aktywnosci GSH-Px, katalazy i enzymdw SOD u pacjentdow z AD wspieraja
proponowang hipoteze o kluczowej roli stresu oksydacyjnego w patogenezie AD. Na dzien dzisiejszy
korelacje miedzy poprawg stanu pacjentdow z objawami Alzhaimera a leczeniem NP selenu wymagajg
dalszych badan. Wykazano, ze efektywnos¢ NPSe w usuwaniu RFT jest zwigzana z ich rozmiarem.
Najwyzszg skutecznosé usuwania RFT stwierdzono w przypadku NPSe o rozmiarach od 5 do 15 nm.
Pomimo bardzo interesujgcych préb dotyczacych zastosowania nanoczgstek metalicznych
w terapii AD, to organiczne konstrukty wiodg prym w badaniach nad nowymi terapiami opartymi
o0 osiggniecia nanotechnologii. Jak juz wspomniano, ztotym standardem o najwiekszym potencjale dla
zastosowan klinicznych sg liposomy. Majg one wiele zalet, ktére sprawiajg, ze z powodzeniem s3
stosowane jako nosniki lekoéw dostepnych komercyjnie (Bulbake i in., 2017). Mozna je wytwarzac
z wielu rodzajow lipidow, przede wszystkim z fosfolipidow. Bardzo powszechne jest tez stosowanie
DSPE (1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosforyloetanolamina) (Kuo i in., 2017; Aliakbari i in., 2018; Arora,
Sharma i Singh, 2020) ze wzgledu na grupe aminowg obecng w hydrofilowej gtowie, umozliwiajaca
wygodng modyfikacje powierzchniliposomdw, np. przez doszczepianie tancuchéw PEG badz zwigzkdw
do aktywnego celowania. Dodatek cholesterolu natomiast stabilizuje iusztywnia dwuwarstwe
lipidowg dzieki ugrupowaniom pierscieniowym, jak réwniez zmniejsza jej przepuszczalnosc i wzmacnia
strukture, co powoduje, ze jest ona mniej podatna na uszkodzenia za sprawa sit scinajgcych (Briuglia
i in., 2015). Liposomy opisywane w literaturze wykorzystywane byty do dostarczania niemal wszystkich
rodzajow substancji aktywnych, poczawszy od zwigzkéw pochodzenia naturalnego (Vaz i in., 2017;
Aghajanzadeh i in., 2020; Giacomeli i in., 2020; Sathya, Shanmuganathan i Devi, 2020) poprzez
matoczasteczkowe leki (Mancini i in.,, 2017; Mendes i in., 2019; Saffari i in., 2020) oraz kwasy
nukleinowe w ramach terapii genowych (Rassu i in., 2017; Arora, Sharma i Singh, 2020; Rodrigues,
Kanekiyo i Singh, 2020) az dopotaczen tych réznych substancji (Kuo i in., 2017; Kuo, Chen i Rajesh,
2019). Pokazuje to, jak bardzo uniwersalnymi nosnikami sg liposomy — sg one w stanie transportowac

17



zarowno zwigzki hydrofilowe, ktdre lokujg sie wewnatrz struktury, jak réwniez hydrofobowe, ktore
swoje miejsce majg w dwuwarstwie, zdyspergowane miedzy hydrofobowymi ogonami lipidéw.
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Rycina 2. Schemat ideowy budowy liposomu (Deb i in., 2018).

PLGA rowniez jest bardzo wszechstronnym materiatem, zaaprobowanym zaréwno przez FDA, jak
i Europejskg Agencje Lekow do zastosowan w systemach dostarczania lekéw (Amin i in., 2017). PLGA
umozliwia kontrolowane uwalnianie transportowanej substancji aktywnej ze wzgledu na stopniowo
zachodzacg hydrolize polimeru (Baysal i in., 2017). Produkty rozktadu — kwas mlekowy oraz kwas
glikolowy — sg naturalne dla organizmu, wystepujg bowiem jako produkty uboczne réznych szklakéw
metabolicznych i mogg by¢ metabolizowane w cyklu Krebsa (Amin i in., 2017). Nanoczgstki z PLGA
(nPLGA) uzyskuje np. metodg nanostrgcania w nierozpuszczalniku (Shamarekh i in., 2020) badz
emulsyfikacji (Cano i in., 2019), co pozwala na enkapsulacje réznorodnych substancji aktywnych.
Sanchez-Lépez i in. (2018) skutecznie zamkneli w nPLGA memantyne, lek stosowany klinicznie
w leczeniu AD. Ten sam zesp6t podjat udane préby enkapsulacji w nPLGA deksibuprofenu,
niesteroidowego leku przeciwzapalnego, co pozwolito na uzyskanie formulacji o korzystnej
biodystrybucji i obnizonych efektach ubocznych. Formulacja poprawita stan zwigzany z utratg pamieci
na modelu in vivo (Sanchez-Lépeziin., 2017).

Wartym wspomnienia, bardzo ciekawym podejsciem do wytwarzania nanomateriatéw w kierunku
zastosowania w leczeniu AD jest réwniez wykorzystanie biogennych prekursoréw. Nanoczastki oparte
na takich materiatach niosg ze sobg duze nadzieje zwigzane z biokompatybilnoscig oraz biodegradacja,
korzystajg bowiem ze zwigzkéw (protein) badz catych uktadéw (egzosomy — Exo, btony komédrkowe
znp. erytrocytow) pobranych zludzkiego organizmu. Mozna wrecz pokusi¢ sie o stwierdzenie,
iz najbardziej obiecujgce nanomaterialy wytwarzane przez cztowieka i opisane powyziej sg
nasladowaniem rozwigzan obserwowanych w naturze. Liposomowa dwuwarstwa jest analogiczna do
btony biomolekularnej obecnej w egzosomach. | tak samo, jak w przypadku liposoméw, Exo mozna
skutecznie ,natadowad” zaréwno hydrofilowymi, jak i hydrofobowymi substancjami aktywnymi.
Przewagg Exo moze by¢ jednak fakt, iz odpowiednio dobrane pecherzyki moga juz w swojej strukturze
posiada¢ wbudowane biatka z ich komérek pochodzenia, ktére mogg promowac przenikanie przez
btony biologiczne, ktdre to przenikanie jest naturalnym zadaniem Exo (Wang i in., 2019). W ten sposob
Wang iin. wykorzystali egzosomy wytwarzane przez makrofagi linii RAW264.7, ktére traktowano
uprzednio kurkuming, co pozwolito na skuteczne wtgczenie zwigzku w produkowane przez komérki
pecherzyki. Ponadto struktury produkowane przez RAW264.7 , odziedziczyty” po swoich komadrkach
macierzystych antygen zwigzany z funkcjg limfocytow 1 (ang. lymphocyte function-associated antygen
1, LFA-1), ktéry z powodzeniem posredniczyt w migracji Exo przez BBB (Wang i in., 2019).

Biopochodnym biatkiem o duzym potencjale klinicznym sg albuminy — nanoczastki z albumin,
podobnie jak z PLGA, mozna uzyskiwa¢ metodg nanostrgcania. Albuminy sg szeroko rozpowszechnione
w ludzkim organizmie (35-50g/L), nie wykazujg immunogennosci i majg doskonatg rozpuszczalnosé
oraz diugi czas péttrwania w organizmie (Srednio 19 dni). Dlatego sg idealnymi materiatami do
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wytwarzana nanolekéw; sztandarowym przyktadem takich dostepnych w uzytku klinicznym formut sg
np. Abraxane (nanoformulacja paklitakselu, hydrofobowego chemioterapeutyku) czy Albiglutide (lek
stosowany w leczeniu cukrzycy typu 2) (An i Zhang, 2017). Wong i Ho (2018) do wytworzenia
biozgodnych nanoczastek wykorzystali albumine surowicy ludzkiej (HSA), ktdrej nanostrgcanie
z wykorzystaniem  wysokich naprezen S$cinajgcych pozwolito uzyskaé stabilne agregaty
0 nanometrycznych rozmiarach, z uwiezionym w strukturze flurbiprofenem.

3. Perspektywy

Pomimo wielu préb opisanych w literaturze nadal nie udato sie wprowadzié¢ skutecznej, klinicznie
przyjetej strategii leczenia choroby Alzheimera opartej na osiggnieciach nanotechnologii. Na
podstawie badan opisanych w literaturze mozna jednak wysnu¢ pewne wnioski dotyczgce najbardziej
obiecujgcych kierunkéw rozwoju, ktére majg najwyzszy potencjat skutecznej translacji do praktyki
leczniczej.

Biorgc pod uwage liczne przyktady dostepnych komercyjnie nanoterapeutykéw na bazie
liposomow oraz zaawansowane prace nad dedykowang AD donosowgq formg zwigzku APH-1105 firmy
Aphios (USA) (Study of APH-1105 in Patients With Mild to Moderate Alzheimer’s Disease) postulowac
mozna, iz zastosowanie takiego nosnika ma najwiekszy potencjat. Produkcja liposomow jest relatywnie
tania, a otrzymywane produkty charakteryzujg sie dtugotrwaty stabilnoscig, wysoka skutecznoscig
enkapsulacji i waskim rozktadem rozmiardw, co jest bardzo wazne w formutach dla medycyny. Dobér
odpowiednich lipidow jest kwestig optymalizacji eksperymentalnej, ale na pewno warto zastanowic
sie nad dodatkiem cholesterolu, ktéry dodatkowo stabilizuje pecherzyki i zmniejsza wyciek substancji
aktywnych, jak réwniez nad PEGylowaniem. Interesujgca jest rowniez idea liposoméw fuzogennych —
sg to pecherzyki, ktérych sktad jest tak dobrany, aby nie ulegaty one endocytozie, ale taczyly sie z btong
komérkowa i tym samym uwalniaty niesiony fadunek bezposrednio do cytoplazmy. Jednym ze
sposobdw osiggniecia takiej charakterystyki liposoméw jest uczynienie ich termolabilnymi przez
zastosowanie w odpowiednich proporcjach lipidéw takich jak np. dipalmitoilofosfatydylocholina czy
kwas elaidynowy (Zellmer i Cevc, 1996). W sSrodowisku zmienionych chorobowo neurondw, gdzie toczy
sie stan zapalny, mozina spodziewac sie lokalnie podwyziszonej temperatury, co przemawia za
stusznoscia takiego rozwigzania.
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komodrkowg (Kubeiin., 2017)
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Niewatpliwie istotny jest rowniez dodatek lipidéw, ktdre uproszczg procedury dotaczania
liganddw targetujacych na powierzchni pecherzykdw. Jest to absolutng koniecznoscig w sytuacji, kiedy
celem jest przekraczanie bariery krew—mdzg — tutaj sprawdzi sie dobrze znany DSPE, ktdérego grupa
aminowa pozwala na modyfikacje powierzchni liposomdéw. Obiecujace niewatpliwie jest réwniez
podejscie wielu grup naukowcédw zwigzane z funkcjonalizacjg nanoczastki dwoma rodzajami ligandéw
ukierunkowujgcych. Co prawda dla formut, dla ktérych planowane jest wprowadzenie do przemystu
farmaceutycznego, wrecz kluczowg sprawg jest prostota — im bardziej ztozony system dostarczania,
tym jego szanse na translacje kliniczng drastycznie malejg, nawet nie ze wzgledu na skutecznosé, ale
z przyczyn duzo bardziej trywialnych (zbyt skomplikowane procesy technologiczne sg trudne w kontroli
oraz zbyt drogie, aby zapewnic¢ przedsiebiorstwu farmaceutycznemu odpowiedni zysk).

Niemniej, cho¢ stosowanie podwdjnego systemu dostarczania komplikuje procedury syntetyczne,
to jest w tym przypadku uzasadnione — przekroczenie BBB jest istotnym utrudnieniem w terapii AD
i przyczyng niedostatecznej skutecznosci wielu proponowanych terapii celujgcych w modzg. Dla
rozwigzania tego problemu ztozonosci procedur syntetycznych mozna stosowaé zwigzki z tej samej
klasy, np. dwa peptydy (otrzymywanie peptyddw jest znacznie tansze niz petnych protein czy
przeciwciat). Dla dwdch peptydéw modyfikacje powierzchni mozna przeprowadzi¢ réwnolegle, przy
czym oczywiscie nalezy pamieta¢ o takim zaprojektowaniu syntezy, aby czes$¢ sekwencji
odpowiedzialna za aktywnos$¢ biologiczng pozostawata dostepna. Sekwencjg odpowiednig
do celowania w bariere krew-mdzg mozie by¢é T7 (HAIYPRH), o wysokim powinowactwie
do wspominanego juz receptora transferryny (Cai i in.,, 2020). Jako koligand, majacy na celu
doprowadzenie czgstek do zmienionych chorobowo neuronéw, ma szanse sprawdzic sie peptyd Tetl
(HLNILSTLWKYR), ktéry wykazuje silne powinowactwo do neuronéw ruchowych (Park i in., 2007). Nie
jest to oczywiscie jedyny stuszny zestaw, ale na pewno ma on potencjat i bytby dobrym punktem
wyjscia. Dodatkowo synergia ligandéw targetujgcych oraz termolabilnych liposoméw daje duze
nadzieje na skuteczne dostarczanie substancji czynnych bezposrednio do zmienionych chorobowo
neuronow.

Kolejng, nie mniej kluczowg kwestig jest wybdr substancji aktywnej, ktéra pozwoli skutecznie

przeciwdziataé skutkom AD. Teorie dotyczgce patogenezy tej choroby sg na tyle szerokie, ze trudno
wskazac jedng stuszng strategie terapeutyczng. W literaturze zdecydowanie najwiecej uwagi poswieca
sie teorii amyloidowej, jednak liczne badania wskazuja, ze interwencja terapeutyczna opierajaca sie
tylko o rozwigzanie problemu blaszek starczych nie przynosi oczekiwanych skutkéw (Herrup, 2015).
Wobec tego konieczne sg dalsze intensywne badania dotyczgce patogenezy AD oraz Srodkéw, ktére
mogg zaradzi¢ zaréwno skutkom postepujgcej patologii, jak i jej przyczynom na poziomie
molekularnym. Zanim jednak nauka rozwikta to zagadnienie, uzasadnione wydaje sie wykorzystanie
obecnie stosowanych lekéw, majacych poprawic jakos¢ zycia pacjentéw i opdzni¢ rozwdj choroby.
Takryna mogtaby dzieki takiemu systemowi otrzyma¢ drugg szanse — ten inhibitor
acetylocholinesterazy w podaniu doustnym powodowat zbyt ciezkie efekty uboczne, aby kontynuowac
jego kliniczne stosowanie (Shamarekh i in., 2020).
Ostatnig kwestig, ktdérg warto poruszyé, jest droga podania. Istotne jest, aby byta skuteczna, ale
z drugiej strony jak najmniej ucigzliwa dla pacjenta. W tym kontekscie, podobnie jak liczni naukowcy
(Rassuiin., 2017; Vaziin., 2017; Mengiin., 2018; Picone i in., 2018; Silva-Abreu i in., 2018; Wong i Ho,
2018; Adnetiin., 2020; Samaridouiin., 2020), warto rozwazy¢ podanie donosowe. Jest to niewatpliwie
forma bardzo wygodna, pozwalajagca na osigganie wysokiej skutecznosci dostarczania, pozwalajgca
przy tym unika¢ systemowych efektdw ubocznych. W przypadku takiej formulacji istotne jest
wykorzystanie srodkéw mukoadhezyjnych, ktére poprawiajg przyleganie preparatu do btony sluzowej
nosa i transfer substancji aktywnych z preparatu do organizmu. Z powodzeniem mozna tutaj
zastosowac preparat na bazie chitozanu.
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Podsumowanie

Opracowanie nowego leku, a szczegodlnie takiego wykorzystujgcego osiggniecia nanotechnologii, trwa
wiele lat. Strategie i podejscia oparte na nanotechnologii zyskaty duzg uwage ze wzgledu na dobrg
perspektywe przezwyciezenia ograniczen zwigzanych z pokonaniem BBB. Obecnie testowane sg liczne
metody z zastosowaniem nanotechnologii, ktére dajg obiecujgce wyniki w dostarczaniu substancji
terapeutycznych do obszaru osrodkowego uktadu nerwowego. Nanonos$niki teranostyczne mozna
opracowac z rédznych materiatéw organicznych i nieorganicznych, takich jak nanoczastki polimerowe,
nanokapsutki, nanosfery, micele, emulsje, liposomy, kropki kwantowe, dendrymery, fulereny
i nanorurki weglowe (Ahmad i in., 2017). Inteligentnie zaprojektowane nanoczastki (NP), zdolne do
pokonywania bariery krew—mozg, mogg by¢ stosowane w leczeniu Alzheimera do terapii celowanej,
ktéra pozwoli opdzni¢ utrate pamieci i wydtuzy¢ zycie. Niestety, od sformutowania obiecujacej
hipotezy w laboratorium badawczym do uzyskania zatwierdzenia gotowego produktu przez
odpowiednie organy zajmujace sie rejestracjg produktéw leczniczych moze uptynac nawet kilkanascie
lat. Zazwyczaj badania nad wieloma tysigcami lekéw owocujg opracowaniem tylko jednego, ktéry
przejdzie ostateczne badania kliniczne z udziatem ludzi. Jednakze w zwigzku z wydtuzaniem sie
przewidywanego czasu zycia, a co za tym idzie wzrastajgcym odsetkiem spoteczenstwa w podesztym
wieku, badania nad nowymi farmaceutykami do leczenia choroby Alzheimera powinny zajmowac
wazne miejsce w agendach badawczych.
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Streszczenie: Czestg komplikacjg przedtuzonej intubacji sg zwezenia tchawicy wymagajace przewlektej
tracheostomii dla utrzymania wentylacji. Jedng z metod leczenia zwezen tchawicy jest jej udraznianie
z wykorzystaniem réznych technik w tym implantacji stentéw samorozprezalnych. Celem pracy jest
przedstawienie wtasnej metody udroznienia pointubacyjnego zwezenia tchawicy z powodu zamkniecia
podgtosniowego u pacjentdw z tracheostomig. Do utrzymania droznosci tchawicy wykorzystano
samorozprezalny stent nitinolowy, ktéry implantowano pod kontrolg bronchofiberoskopii z dwéch
dostepdw — przezgtosniowego i przez tracheostomie. Dotychczasowe kilkuletnie doswiadczenie
autorow wskazuje, ze pacjenci odzyskujg mozliwos$é prawidtowego oddychania fizjologicznego,
zdolnos¢ moéwienia oraz likwidacje tracheostomii, co znacznie poprawia jakos¢ ich zycia. Aplikacja
stentu pod kontrolg bronchofiberoskopowa wydaje sie wystarczajgcyg ibezpieczng oraz mniej
inwazyjng metoda niz bronchoskopia sztywna podczas implantacji stentu do tchawicy. U czesci
pacjentéw po usunieciu stentu dochodzi jednak do nawrotu zwezenia, co skutkuje ostatecznie
koniecznoscig wykonania odcinkowej resekcji tchawicy. Wéwczas implantacja stentu umozliwia
prawidtowe oddychanie chorego w okresie przygotowania do zabiegu.

Stowa kluczowe: pointubacyjne zwezenie tchawicy, stent dotchawiczy, bronchofiberoskopia
interwencyjna
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Abstract: Tracheal stenosis is a frequent complication of prolonged intubation. It may require chronic
tracheostomy in order to maintain correct ventilation. One of the methods of treatment of tracheal
stenosis is its dilatation with use of different techniques including implantation of self-expandable
stents. The aim of this study is to present authors” own method of subglottic post-intubation stenosis
dilatation in a patient with tracheostomy. In order to maintain tracheal patency a self-expandable
nitinol stent was used. It was implanted under bronchoscopic control from two accesses — transglottic
and through tracheostomy. Previous authors’ experience indicates that patients regain possibility to
breathe normally, to speak and to remove tracheostomy which significantly improve their quality of
life. Application of stent under bronchofiberoscopic control seems to be sufficient and safe as well as
less invasive than rigid bronchoscopy. In about half of patients after removal of tracheal stent stenosis
recurs which requires eventually tracheal resection. At the time stent implantation allows correct
breathing in pre-operative period.

Keywords: post-intubation tracheal stenosis, tracheal stent, interventional bronchofiberoscopy
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Wprowadzenie

Jednym z powaznych powiktan przedtuzonej, czyli trwajacej powyzej 7 dni intubacji sg zwezenia
tchawicy. Ocenia sie, ze wystepujg one u ok. 1-11% pacjentéw dtugotrwale intubowanych (Drobnik
iin., 2009). Do zwezen tych dochodzi w wyniku powstawania ziarniniakdéw i mikrourazéw w miejscu
ucisku rurki intubacyjnej na sciane tchawicy, co prowadzi do jej martwicy, a w konsekwencji do
nadzerek gojacych sie przez ziarninowanie. Zwezenia takie mogg czesciowo lub catkowicie zamykaé
Swiatto tchawicy, co powoduje konieczno$¢ wykonania tracheostomii ponizej poziomu zwezenia.
Do innych powikfan przewlektej intubacji zalicza sie m.in. malacje tchawicy, krwiaki Sciany tchawicy,
obrzek fatdéw gtosowych powodujgcy zmiane gtosu i duszno$é, porazenie fatdéw gtosowych,
zachtystywanie, przetoke tchawiczo-przetykowg (Gronkiewicz i in., 2015). Najczestszym objawem
zwezenia tchawicy jest dusznos¢, poza nig wystepuja réwniez suchy kaszel i utrudnione odkrztuszanie
wydzieliny z drzewa oskrzelowego (Sajal i in., 2008; Bacon i in., 2014). Ztotym standardem
w diagnostyce zwezen tchawicy pozostaje od wielu lat laryngotracheobronchoskopia. Do oceny
lokalizacji i rozmiaréw zwezen tchawicy niezbedne jest wykonanie CT klatki piersiowej i/lub szyi
(Caretta i in., 2006). Metody leczenia zwezen tchawicy zalezg przede wszystkim od ich etiologii
i lokalizacji. Wykorzystuje sie w tym celu endoskopowe poszerzanie tchawicy za pomocg bimera
argonowego lub lasera, poszerzanie mechaniczne balonem, odcinkowe resekcje tchawicy
z zespoleniem koniec do konca oraz podawanie miejscowe mitomycyny C. Jedng z nowszych, coraz
czesciej stosowanych metod jest takze skojarzenie udroznienia z implantacjg stentéw dotchawiczych
(Kuzdzat, 2014; Wong i in., 2010).

1. Materiaty i metody

W celu oceny przydatnosci implantacji stentéw samorozprezalnych w leczeniu pointubacyjnych
zwezen tchawicy przeprowadzono retrospektywng analize dokumentacji medycznej pacjentow
w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej, Chirurgii Ogélnej i Onkologicznej USK im. WAM w todzi w latach
2016-2021 r., hospitalizowanych z powodu zwezen tchawicy celem leczenia endoskopowego. Grupe
badang stanowity facznie 72 osoby, ktérych dokumentacja byta kompletna. Poza analizg zbiorcza
wynikéw leczenia tych pacjentéw w niniejszej pracy przedstawiono przypadek jednej z pierwszych
chorych leczonych w naszej Klinice za pomocg implantacji stentu do tchawicy.

2. Wyniki

W latach 20162021 w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej, Chirurgii Ogélnej i Onkologicznej USK im.
WAM implantowano stenty tchawicze tacznie 72 pacjentom cierpigcym na zwezenie tchawicy.
Wiekszos$¢ pacjentéw (50 osob) byta hospitalizowana z powodu dusznosci w przebiegu choroby
nowotworowej. Pozostatych 22 pacjentéw zostato przyjetych do Kliniki z powodu zwezen
pointubacyjnych i potracheostomijnych. Wsrdd tych osdéb implantacja stentu byta wystarczajgca do
udroznienia tchawicy na state u 11 oséb. Ci pacjenci poddawani byli usunieciu stentu po ok. 4—6
tygodniach oraz kolejnym kontrolnym bronchoskopiom co 4-6 tygodni. Jesli po kilku kolejnych
bronchoskopiach nie stwierdzano cech nawrotu zwezenia, leczenie uznawano za zakoriczone. U drugiej
potowy pacjentow implantacja stentu okazata sie niewystarczajgca — po usunieciu stentu zwezenie
nawracato i ostatecznie pacjenci ci byli poddani leczeniu operacyjnemu (resekcja odcinkowa tchawicy
z zespoleniem koniec do konca).

W dniu 18.05.2017 r. do Kliniki Chirurgii Klatki Piersiowej, Chirurgii Ogdlnej i Onkologicznej
przyjeta zostata 44-letnia kobieta z tracheostomig i pointubacyjnym podgtosniowym zwezeniem
tchawicy. Pacjentka byta wczesniej hospitalizowana przez wiele tygodni w oddziale
neurochirurgicznym z powodu krwiaka srédczaszkowego, ktory byt nastepstwem urazu w wyniku
pobicia. Krwiak odbarczono operacyjnie, po zabiegu pacjentka wymagata wentylacji wspomaganej,
poczatkowo za pomoca rurki intubacyjnej, ktérg nastepnie zastgpiono tracheostomig. W dalszym
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przebiegu leczenia doszto do jatrogennego zwezenia tchawicy spowodowanego ziarning, ktéra wyrosta
ponad goérnym brzegiem otworu tracheostomii. Zwezenie to powodowato znaczgcy dusznosé
spoczynkowa i uniemozliwiato usuniecie tracheostomii. Kilkukrotnie podejmowano préby dekaniulacji,
konczyty sie one jednak za kazdym razem dusznoscia i spadkami saturacji niemozliwymi do ztagodzenia
leczeniem zachowawczym. W wykonanym CT szyi stwierdzono wtérne podgtosniowe zwezenie
tchawicy (Ryc. 1). Chora przy przyjeciu do Kliniki znajdowata sie w ograniczonym kontakcie logicznym,
byta labilna emocjonalnie, ptaczliwa, z powodu tracheostomii niemozliwy byt kontakt stowny.

Rycina 1. Obraz zwezenia tchawicy w tomografii komputerowej przed zabiegiem.

W dniu 24.05.2017 r. wykonano bronchofiberoskopie, w trakcie ktdrej udrozniono zwezenie
podgtosniowe poprzez usuniecie mechanicznie ziarniny catkowicie zamykajgcej swiatto tchawicy oraz
zatozono samorozprezalng proteze do tchawicy. Zabieg odbywat sie w znieczuleniu ogélnym, pacjentke
w trakcie procedury wentylowano przez rurke tracheostomijng. Po znieczuleniu chorej przez jame
ustng do drzewa oskrzelowego wprowadzono bronchofiberoskop. W odlegtosci okoto 3 cm od fatdéw
gtosowych stwierdzono catkowite zarosniecie tchawicy. Nastepnie przez otwodr tracheostomijny
wstecznie zrewidowano dystalny odcinek tchawicy. Od strony jamy ustnej przy uzyciu bimera
argonowego APC czesciowo wycieto ziarnine, a nastepnie zasondowano kanat w ziarninie miekkim
liderem dla przeprowadzenia aplikatora stentu. W trakcie wykonywania podglagdu od dotu przez
tracheostomie potwierdzono potozenie sondy w tchawicy ponizej zwezenia. Nastepnie pod kontrolg
bronchofiberoskopu od strony jamy ustnej wprowadzono na aplikatorze stent, ktdéry przeszedt
swobodnie do czesci tchawicy znajdujgcej sie za zwezeniem. Po usunieciu rurki tracheostomijnej pod
kontrolg wzroku w miejscu wczesniej ustalonym roztozono nitynolowy stent samorozprezalny,
co pozwolito uzyskaé petng droznosc¢ tchawicy. Kotnierz gérny stentu ustawiono ponizej fatdéw
gtosowych i umozliwiono ich prawidtowa ruchomos¢. Wentylacje pacjentki do momentu wybudzenia
zabezpieczono za pomocg maski krtaniowej. Otwér tracheostomijny zamknieto opatrunkiem jatowym.
Pacjentka zabieg zniosta dobrze. Po wybudzeniu wydolna oddechowo i krgzeniowo zostata przekazana
z bloku operacyjnego do oddziatu.

Zabieg trwat 50 minut, wykorzystano podczas niego samorozprezalny powlekany silikonowym
mikrofilmem stent Micro-Tech o srednicy 20 mm, ktdrego dtugos¢ (5 cm) oraz docelowg Srednice
wczesniej okreslono na podstawie CT szyi i klatki piersiowej pacjentki. Stent posiadat kotnierze
zapobiegajgce migracji w drzewie oskrzelowym.

Od pierwszych godzin po zabiegu pacjentce podawano podskérnie morfine w dawkach
miareczkowanych oraz nawilzano intensywnie drogi oddechowe za pomocg 6-krotnie wykonywanych
w ciggu dnia nebulizacji z wody destylowanej. W pierwszej dobie po zabiegu otrzymywata réwniez
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preparat Dexametazon. W drugiej dobie po zabiegu wykonano kontrolne CT klatki piersiowej (Ryc. 2)
oraz bronchofiberoskopie, na podstawie ktérych potwierdzono prawidtiowe umiejscowienie i petne
rozprezenie stentu w tchawicy.

Rycina 2. Obraz udroznionej tchawicy w tomografii komputerowe] po zabiegu.

Po 7 dniach od zabiegu przeprowadzono konsultacje laryngologiczng, podczas ktdrej oceniono
wentylacje drogg fizjologiczng jako swobodg i prawidtowg. W dalszym okresie pooperacyjnym
rozpoczeto sie zamykanie otworu tracheostomijnego drogg ziarninowania, bez nacieku zapalnego, nie
stwierdzono wskazan do zaktadania szwéw skérnych. Pacjentce zalecono ¢wiczenia fonacji, dzieki
ktdrym odzyskata gtos. Dzieki swobodnej komunikacji stownej i zniknieciu dusznosci jej stan psychiczny
ulegt znacznej poprawie. W 12. dobie po zabiegu pacjentka zostata wypisana z Kliniki i przeniesiona do
Zaktadu Opieki Leczniczej celem dalszej rehabilitacji. Pacjentke ponownie przyjeto do Kliniki w trybie
planowym po 2 miesigcach od zabiegu celem kontrolnej bronchofiberoskopii. Podczas badania
stwierdzono petng ruchomos¢ fatdéw gtosowych. Okoto 1 cm ponizej fatdéw gtosowych uwidoczniono
w petni rozprezong proteze szynujaca Sciane droznej tchawicy. Podjeto decyzje o nieusuwaniu stentu
ze wzgledu na ryzyko ponownego zamkniecia swiatta tchawicy. Pacjentka, w okresie obserwacji
wynoszgcym 4 miesigce, pozostaje pod okresowa kontrolg torakochirurgiczng, nie zgtasza pogorszenia
funkcji oddychania, przechodzi w dalszym ciggu rehabilitacje krtani zwigzang z niedowtadami
uniemozliwiajgcymi samodzielne funkcjonowanie, zaplanowano u niej na najblizsze miesigce operacje
rekonstrukcji pokrywy czaszki.

3. Dyskusja

Zwezenia tchawicy stanowig grupe niejednorodng pod wzgledem etiopatogenezy, lokalizacji
i natezenia objawdéw. Mogg one miec charakter idiopatyczny, pourazowy, jatrogenny lub wtérny do
chordb toczacych sie w obrebie tchawicy lub narzgddw w jej okolicy. Wéréd najczestszych przyczyn
jatrogennych wymienia sie przede wszystkim przewlektg intubacje, ale takie tracheotomie,
radioterapie czy leczenie operacyjne krtani [8]. Duzg grupe chordob powodujgcych zwezenia tchawicy
stanowig choroby nowotworowe. Zwezenia w tej grupie mogg by¢ spowodowane przerastaniem mas
guza od $wiatta oskrzeli i tchawicy lub uciskiem przez guz z zewnatrz. Najczestszymi nowotworami
powodujgcymi zwezenie tchawicy s3: rak ptuca, krtani, przetyku, tarczycy (Kowalewski, 2007). Kolejng
grupe etiologiczng zwezen stanowig choroby tagodne i autoimmunologiczne tchawicy, w tym m.in.
sarkoidoza, amyloidoza, ziarniniak Wegenera, guzy tagodne tchawicy, gruzlica (Wierzbicka i in., 2010).
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W literaturze odnalezé mozna wiele klasyfikacji zwezen tchawicy stuzgcych do oceny zaawansowania
choroby i wyboru witasciwego sposobu jej leczenia. Jedng z najcze$ciej wykorzystywanych jest
4-stopniowy system Cottona, wedtug ktdrego | stopien oznacza zwezenie < 50% S$wiatta tchawicy,
Il stopien — 50-70%, Il stopien — 71-99%, a |V stopient odpowiada catkowitemu zamknieciu tchawicy
(Cotton, 2000). Ze wzgledu na lokalizacje zwezenia mozna podzieli¢ na izolowane: gtosniowe,
przedgtosniowe i tchawicze lub zwezenia skojarzone — obejmujace 2 lub wszystkie 3 wymienione
przedziaty. W zaleznosci od okolicy, w ktérej wystepuje zwezenie, rézne sg mozliwosci jego leczenia,
w tym kwalifikacja do odcinkowej resekcji tchawicy. Skalg stosowang do oceny mozliwosci
rekonstrukcji tchawicy w zwezeniach idiopatycznych jest klasyfikacja Grillo. Zgodnie z nig dzieli sie
zwezenia na: ograniczone do gérnego odcinka tchawicy (A), obejmujace okolice podgtosniowy z
wolnym marginesem zdrowej tkanki pod fatdami gtosowymi (B) i dochodzace do fatdéw gtosowych (C).
W tym ostatnim przypadku chory dyskwalifikowany jest z resekcji tchawicy ze wzgledu na brak
mozliwosci wykonania zespolenia (Grillo i in., 2003). Wreszcie do oceny zaawansowania zwezenia
tchawicy wykorzystuje sie rowniez 5-stopniowgq skale MRC (ang. Medical Research Council Dyspnoe
Scale) okreslajaca nasilenie dusznosci w przebiegu choroby. Stopien 1 odpowiada tu dusznosci przy
intensywnych ¢wiczeniach, a stopien 5 przypisany jest do dusznosci uniemozliwiajgcej codzienne
samodzielne funkcjonowanie, w tym ubieranie sie czy mycie. Zaleca sie, by skala ta byta stosowana do
przewlektego monitorowania pacjentéw, rdwniez w okresie po operacji resekcji czesciowej tchawicy
z powodu jej zwezenia (Nouarei i in., 2008).

Przez wiele lat za jedyny skuteczny sposéb leczenia zwezen pointubacyjnych uznawano odcinkowg
resekcje tchawicy z zespoleniem koniec do korica lub wytonienie statej tracheostomii. Dzi$ jednak,
w zwigzku z rozwojem metod endoskopowych poszerzania $Swiatta tchawicy, uznaje sie leczenie
chirurgiczne za wskazane przy braku skutecznosci leczenia endoskopowego (Melkane i in., 2010) oraz
u pacjentow ze zwezeniami o dtugosci powyzej 3 cm, przy czym maksymalna dtugos¢ resekowanego
odcinka tchawicy nie powinna przekracza¢ 6,5 cm (Grillo i in., 2003). W literaturze pojawiaja sie tez
pojedyncze doniesienia o przeszczepie allogenicznym tchawicy zakoriczonych sukcesem. Wséréd metod
poszerzania tchawicy pod kontrolg bronchoskopu najczesciej stosowane jest usuwanie ziarniny za
pomocg CO2- lub Nd:YAG lasera oraz bimera argonowego APC. Jest to rdwniez czesto pierwszy krok
do implantacji protez lub stentdw dotchawiczych. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia
o stosowaniu w pointubacyjnych zwezeniach tchawicy zaréwno stentdw silikonowych, jak
i samorozprezalnych, a takze rurek , T” (Dass i in., 2014; Chungi in., 2011).

Stenty samorozprezalne stosowane sg nie tylko w zwezeniach pointubacyjnych, ale takze
do zabezpieczania przetok tchawiczo-przetykowych, oskrzelowo-optucnowych (stenty powlekane),
do udrazniania zwezen nowotworowych. Sg one wykonane z pojedynczej nici nitinolowej (mieszanina
tytanu i niklu) splecionej tak, by zminimalizowa¢ ryzyko ztamania protezy, przy czym brzegi protezy s3
wyprofilowane w taki sposéb, by nie traumatyzowac Sciany tchawicy. Nitinol charakteryzuje sie duzg
wytrzymatoscig i pamiecia termiczng ksztattu, dzieki ktorej pod wptywem temperatury ciata cztowieka
po uwolnieniu z cienkiej prowadnicy rozpreza sie do wczesniej zaplanowanych rozmiaréw mimo
koniecznosci pokonania oporu uciskanej w ten sposdb ziarniny lub masy guzowatej. Stent wyposazony
jest w marker widoczny podczas rentgenoskopii, dzieki czemu mozliwe jest jego wiasciwe
pozycjonowanie, o ile stent zaktadany jest za pomoca sztywnego bronchoskopu i wymaga
Srddoperacyjnej skopii RTG. Dostepne sg wersje stentu niepowlekane, powlekane czesciowo
i catkowicie, proste, typu ,,Y” i,J” (Micro-Tech, 2017).

Zgodnie z dotychczasowymi wskazaniami pointubacyjna niedroznos¢ tchawicy jest wskazaniem
do implantacji stentu samorozprezalnego tylko wtedy, gdy pacjent nie moze by¢ poddany operacji (nie
wyraza na nig zgody, nie moze by¢ poddany znieczuleniu ogélnemu ze wzgledu na powazne obcigzenia)
lub zwezenie zlokalizowane jest w okolicy podgtosniowej i nie ma mozliwosci zespolenia tchawicy po
jest czesciowej resekcji (Chungiin., 2011). Wydaje sie, ze takie stanowisko we wspodtczesnych czasach
wymaga rewizji.

Przewaga samorozprezalnych stentéw nad innymi metodami leczenia polega na tym, ze ich
aplikacja jest stosunkowo prosta, moze by¢ przeprowadzona w znieczuleniu miejscowym, stenty
dopasowuja sie do ksztattu poszerzanego odcinka tchawicy, sg dobrze tolerowane przez pacjentéw,
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ktdrzy odczuwajg poprawe w oddychaniu tuz po implantacji (Kaczmarek, 2021). Wadg stentéw
powlekanych jest zahamowanie przez nie ruchu rzesek nabtonka, przez co znacznie utrudnione jest
usuwanie z drég oddechowych wydzieliny sluzowej. Dlatego w pierwszych dobach po zabiegu
niezbedne jest state nawilzanie drég oddechowych za pomoca nebulizacji, w razie potrzeby
wykonywanie powtarzanych bronchofiberoskopii z bronchoaspiracja.

Tradycyjng metoda implantacji stentéw samorozprezalnych jest zakfadanie ich przy pomocy
sztywnego bronchoskopu, pod kontrolg rentgenoskopii sSrodoperacyjnej celem kontroli pozycji stentu.
Pojawiajg sie rowniez doniesienia o wprowadzaniu tych stentéw pod kontrolg bronchofiberoskopu. Do
najczestszych powiktan protezowania drzewa oddechowego stentami samorozprezalnymi zaliczaja sie:
tworzenie sie ziarniny na koricach protezy, migracja protezy, jej rozerwanie lub uszkodzenie tchawicy
podczas usuwania stentu czy jego ztamanie (Chung i in., 2011). W literaturze wcigz nie mozna znalez¢
jednoznacznych informacji dotyczacych wskazarn iprzeciwskazan do usuwania protez
samorozprezalnych zaréwno w zwezeniach pointubacyjnych, jak i w tych o innej etiologii. Wydaje sie,
ze jesli zatozenie protezy jest leczeniem paliatywnym i przewidywana dtugosc zycia nie przekracza kilku
miesiecy, nie ma potrzeby usuniecia implantu. W innych przypadkach jednak doniesienia dotyczace
usuwania stentéw samorozprezalnych sg sprzeczne. Niektérzy autorzy podajg, ze metalowe stenty
samorozprezalne sg nieusuwalne i niemozliwe jest ich przesuwanie (Lundiin., 2007; Wood i in., 2003),
co — jak wynika z doswiadczen wtasnych autordw tej pracy — nie potwierdza sie w praktyce.

Whioski

Wydaje sie, ze udroznienie pointubacyjnego zwezenia tchawicy skojarzone z aplikacjg
samorozprezalnych stentéw jest atrakcyjng alternatywa dla operacyjnego leczenia wybranych
przypadkéw stenozy tchawicy. Nasze doswiadczenia wykazaty mozliwosé implantacji takiego stentu
tylko pod kontrolg bronchofiberoskopu zamiast klasycznej metody wymagajacej sztywnej
bronchoskopii z radiologiczng kontrolg wtasciwego potozenia stentu. Ocena zalet i wad leczenia t3
metodg wymaga jednak zebrania znacznie obszerniejszego materiatu badawczego, w tym okreslenia
czasu utrzymywania stentu w tchawicy oraz ewentualnej koniecznosci jej wymiany na inng po pewnym
czasie.
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Streszczenie: Warsztaty Integracji Rowiesniczej obejmujg problematyke uzalezniern chemicznych,
behawioralnych oraz przemocy réwiesniczej. Ocena skutecznosci oddziatywan programu jest probg
odpowiedzi na pytanie, jak efektywnie wspiera¢ rozwdj liderédw miodziezowych uczestniczacych
w programach profilaktyki uniwersalnej. W badaniu wzieto udziat 100 lideréw mtodziezowych
z tédzkich szkét podstawowych, nastepnie opiekunowie rozdzielili ucznidw do réwnolicznych grup:
zinterwencjg oraz kontrolnej. W celu oceny wptywu aktywnego udziatu w projekcie na poziom
kompetencji psychospotecznych uczestnikdw zastosowano nastepujace narzedzia badawcze:
Kwestionariusz do Badania Poczucia Kontroli KBPK-R, Skale Kompetencji Osobistych KompOs, Liste
Wartosci Osobistych LWO oraz Liste Kryteridw Zdrowia LKZ. Wyniki wskazujg na istotny wzrost wartosci
,Sity” (komponenta poczucia wiasnej skutecznosci) oraz zmiane w zakresie hierarchii kryteriow zdrowia
oraz symboli szczescia i wartosci osobistych w grupie z interwencjg. Uzyskane wyniki analizowano
w oparciu o zatozenia programu profilaktycznego WIR, wykorzystanego w warunkach szkolnych,
uwzgledniono etapy rozwojowe oraz aktualne zjawiska spoteczno-kulturowe.

Stowa kluczowe: profilaktyka uniwersalna, umiejscowienie poczucia kontroli, poczucie wiasnej
skutecznosci, wartosci osobiste, kryteria zdrowia
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Abstract: The WIR program (Peer Integration Workshop) covers the issues of chemical and behavioral
addictions as well as peer violence. The evaluation of the program's impact is an attempt to answer
the question of how to effectively support the development of youth leaders participating in universal
prevention programs. One hundred youth leaders from primary schools in Lodz participated in the
study and were assigned to the group with WIR intervention and the control group. Each group
consisted of 50 students. To assess the impact of active participation in the project on the level
of psychosocial competences of the participants, the following research tools were used: the Locus
of Control Questionnaire-Revised Version (KBPK-R), the Personal Competence Scale (KompOs), the
Personal Values Schedule (LWO) and the Health Criteria List. The results show a significant increase
in the value of "strength" (self-efficacy component) and a change in the hierarchy of health criteria and
symbols of happiness and personal values in the group with the intervention. The obtained results
were analyzed based onthe presumptions of the WIR prevention program, applied in school
conditions, taking into account the developmental stages of the participants and current socio-cultural
phenomena.

Keywords: universal prevention, locus of control, self-efficacy, personal values, health criteria
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Wprowadzenie

Analiza zjawisk korzystania z substancji psychoaktywnych, niekontrolowanego kontaktu z mediami
wykorzystujgcymi Internet oraz stosowania agresji i przemocy w srodowisku réwiesniczym wskazuje
na nieustajgcg koniecznos¢ podejmowania wysitkdw w kierunku modyfikacji oddziatywan i weryfikacji
form wykorzystywanych w profilaktyce uniwersalnej (Gas, 2005; Porzak, 2019; Szymanska, 2015).
Ostatnie badania ESPAD (ang. European School Survey Project on Alcohol and Drugs) wskazujg, ze
alkohol pozostaje najpowszechniej spozywang substancjg psychoaktywng wsréod mtodziezy
(Sierostawski, 2019). Wprawdzie wskazniki siegania po alkohol oraz jego deklarowana dostepnosé
wykazujg tendencje spadkowa, a w percepcji mtodziezy pojawia sie traktowanie picia alkoholu jako
zachowania ryzykownego, to rownoczesnie towarzyszy temu liberalne podejscie rodzicow do picia
alkoholu przez dzieci.

W zakresie kontaktu z technologiami opartymi na wykorzystaniu Internetu przekrojowa analiza
problemu (Makaruk i in., 2019) pokazuje, ze 11,9% badanej mtodziezy korzysta z tego medium
w sposéb niosgcy szkodliwe konsekwencje zdrowotne i spofeczne (kontakt z niebezpiecznymi
tresciami, podejmowanie zachowan autodestrukcyjnych, spadek motywacji do nauki). Odsetek
problematycznych uzytkownikéw Internetu (PUI) utrzymuje sie na statym poziomie, z istotng przewagg
dziewczat (Pyzalski i in., 2019). Jak wynika z raportu EU Kids Online 2018 (Pyzalski i in., 2019)
towarzyszgce PUI zjawisko cyberprzemocy szczegdlnie dotyka dzieci i nastolatkdw: co trzeci nastolatek
spotkat sie z mowa nienawisci w Internecie, prawie co dziesigty doswiadczyt jej osobiscie. Osoby,
w przypadku ktérych korzystanie z Internetu powoduje problemy, czesciej niz pozostate doswiadczyty
wszystkich badanych form cyberprzemocy, 25,1% badanych doswiadczyto ignorowania lub odtracenia
przez réwiesnikdw, 19% — przemocy fizycznej, 16,8% byto wyzywanych lub obrazanych (Makarukii in.,
2019).

Wspbiczesna profilaktyka dostarcza przyktadéw oddziatywan, ktére prowadzg do dialogu
i zaangazowania odbiorcow (Michel, 2014). Prekursor takich metod, Zbigniew Gas, wprowadzit idee
,rowiesniczych doradcéw”, wyposazonych w okreslone cechy i prezentujgcych prozdrowotne postawy
(Gas, 1992). Strategia wdrazania profilaktyki uniwersalnej zaktada bazowanie na aktywnosci mtodziezy
realizujgcej styl zycia wolny od uzywek, wykazujgcej gotowo$é do dziatan prospotecznych,
podejmujacej wyzwania zwigzane z ekspozycjg spoteczng (Ostaszewski, 2010) oraz dostarczenie im
wiedzy i umiejetnosci umozliwiajgcych konstruktywne modelowanie oraz petnienie roli doradcéw
i tacznikdw miedzy réwiesnikami a kompetentnymi, zaangazowanymi dorostymi (Antas-Jaszczuk, 2016;
tazuga-Koczurowska, 2018), mogacymi udzieli¢ profesjonalnej pomocy (Gas, 1995; Rajda-Marek,
2019). Oddziatywanie poprzez pozytywnych liderdw, czyli tzw. edukacja réwiesnicza (Lemanczyk,
2019), bazuje na uniwersalnych mechanizmach grupowych, rolach charakterystycznych dla struktury
grupy oraz zatozeniach teorii spotecznego uczenia sie (obserwacja zachowan ludzi, nasladownictwo).
Atrakcyjny rowiesnik ma wyrazng site oddziatywania: modeluje oczekiwane postawy, ostabia btedne
przekonania normatywne oraz neguje destrukcyjne normy. Inwestycja dorostych polega na
wzmocnieniu u lideréw mtodziezowych atutéw atrakcyjnosci, np. poprzez tworzenie warunkéw do
bycia rozpoznawalnymi na terenie szkoty, oferte treningéw umiejetnosci spotecznych oraz poprzez
zapewnienie im wsparcia (Szymanska, 2015).

Warsztaty Integracji Réwiesniczej WIR to opracowany w 2016 roku projekt profilaktyczny
realizowany przez zespdt Profilaktyczno-Rozwojowego Osrodka Mtodziezy i Dzieci PROM w todzi,
niepubliczng placéwke oswiatowo-wychowawczg powotang przez Stowarzyszenie Wspierania
Rozwoju Dzieci i Mtodziezy. Program bazuje na wieloletnich doswiadczeniach realizacji programoéw
profilaktyki uniwersalnej takich jak: Sniezna Kula (Sniezna kula, 1998), Razem (Skrzypczyk, 1999) oraz
MOPR (Skrzypczyk, 2003; Poleszak, 2017). Scenariusze programu WIR zostaty zmodyfikowane w 2019
roku i zawierajg tresci dotyczace uzaleznien chemicznych i behawioralnych oraz zagadnien przemocy
w Srodowisku szkolnym, w tym cyberprzemocy.

Projekt profilaktyczny byt skierowany do uczniéw 7 tédzkich szkét podstawowych i zawierat
dwudniowe seminarium wyjazdowe, podczas ktérego mtodziez uczestniczyta w wyktadach
angazujgcych ich w wymiane opinii, zadawanie pytan, dzielenie sie doswiadczeniami, obserwacjami
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oraz uczestniczenie w inscenizacjach. Kolejnym elementem byty warsztaty w kilkuosobowych grupach
tworzonych przez uczniéw z poszczegdlnych szkédt oraz zajecia kooperacyjne dla catej miedzyszkolnej
spotecznodci liderskiej. Po powrocie z seminarium zadaniem grup liderskich byta realizacja
opracowanego podczas seminarium projektu profilaktycznego na rzecz spotecznosci szkolnej. Tresci
projektu mtodziezowego zaleine byly od kreatywnosci zespotu (m.in. warsztaty profilaktyczne,
inscenizacje, opracowanie plakatéw profilaktycznych czy profilaktycznych imprez szkolnych). Poprzez
udziat w programie mtodziez byta zaangazowana w kreowanie przekazu profilaktycznego, wspodtprace
w grupie rowiesniczej wraz z opiekunem dorostym. Tresci seminarium byly praktycznie
wykorzystywane przez jego uczestnikdw, natomiast odbiorcami projektu byli pozostali uczniowie
kazdej ze szkot, z uwzglednieniem kryterium wiekowego (dostosowanie tresci i formy przekazu). W tym
kontekscie nalezy podkresli¢, ze mtodziez z grupy kontrolnej w kazdej ze szkét biorgcych udziat
W programie, zostata zapoznana (jako odbiorcy) z przekazem ptyngcym z realizowanych projektéw
profilaktycznych. W ramach projektu profilaktycznego WIR dostarczano informacji w zakresie zagrozen
zwigzanych z kontaktem z substancjami psychoaktywnymi (uzaleznienia chemiczne), realizowaniem
zachowan nacechowanych agresjg (przemoc), znaczeniem relacji bezposrednich w stosunku do
kontaktéw on-line oraz uwrazliwiano i zachecano mifodziez do reagowania sprzeciwem wobec
niekonstruktywnych zachowan napedzanych przekonaniem o anonimowosci w sieci (uzaleznienia
behawioralne i cyberprzemoc).

Weryfikacja skutecznosci oddziatywan programu Warsztaty Integracji Rowiesniczej WIR
w zakresie poziomu kompetencji psychospotecznych polegata na przeprowadzeniu badania
poprzedzajgcego realizacje programu oraz badania w odstepie 11 miesiecy po realizacji programu
i wdrozeniu mtodziezowych projektéw profilaktycznych. Oba badania przeprowadzono w grupie
mitodziezy uczestniczgcej w seminarium oraz grupie kontrolnej (mfodziez, ktéra nie brata udziatu
w programie). Liderzy mtodziezowi zostali wytypowani przez psychologéw lub pedagogéw szkolnych
z grupy mtodziezy przejawiajgcej predyspozycje psychospoteczne (realizujgcej zdrowy styl zycia,
aktywnej na rzecz spotecznosci szkolnej). Uwzgledniono problematyke ujetg w programie
i zastosowano narzedzia badajgce podejscie mtodziezy do zachowan bezposrednio zwigzanych ze
zdrowiem (Lista Kryteriow Zdrowia LKZ) oraz wartosci zyciowych powigzanych z prozdrowotnym
stylem 2Zycia (Lista Wartosci Osobistych LWO). Istotnym elementem w kreowaniu lideréw
mtodziezowych jest wzmacnianie umiejetnosci samoregulacji (Kadzikowska-Wrzosek, 2010), ktorej
osig jest samokontrola oraz antycypacja skutecznosci podejmowanego dziatania, stad zastosowanie
Kwestionariusza do Badania Poczucia Kontroli KBPK-R oraz Skali Kompetencji Osobistej KompOs.
Wybor ten znajduje potwierdzenie w teoriach zwigzanych z promocjg zdrowia (Piotrowicz i Cianciara,
2011; Syrek, 2019) ukierunkowanych na modyfikacje zachowan patogennych oraz rozwéj kompetencji
osobistych sprzyjajacych zdrowiu. Istotng role w modyfikacji zachowan petnig oczekiwania zwigzane
ze skutecznoscig wtasnych dziatan oraz poczucie umiejscowienia kontroli (Juczynski, 1999). Zgodnie
z tg koncepcjg wywodzacg sie z teorii spotecznego uczenia sie J. Rottera (Koscielak, 2010), cztowiek
zaspokaja swoje potrzeby poprzez zachowania instrumentalne, dostarczajgce wzmocnien. Atrybucja
wzmochien moze miec¢ charakter wewnetrzny— gdy jednostka tgczy je z wtasnymi cechami oraz
dziataniami, lub tez zewnetrzny, interpretowany jako wptyw czynnikdw niezaleznych od niego. Ma to
bezposrednie przetozenie na procesy decyzyjne, podejmowanie inicjatywy i samodzielnos¢.

Pojecie poczucia wtasnej skutecznosci, ktére wchodzi w sktad kompetencji osobistych i odnosi sie
do wiary jednostki w jej zdolnos¢ do wykonania zadania lub osiggniecia celu, zostato wprowadzone
przez A. Bandure (1977). W efekcie licznych badan zostato uznane jako wskaznik korespondujgcy
z procesami motywacyjnymi oraz zachowaniami o charakterze prozdrowotnym (Juczynski, 2000).

Przeprowadzone badania miaty na celu weryfikacje, czy i w jakim stopniu wprowadzenie
procedury profilaktycznej wzmocni mtodziez liderskg w oczekiwanych wymiarach ich percepc;ji siebie
(wewnetrzne poczucie kontroli, poczucie wtasnej skutecznosci) oraz wartosci i zachowan zwigzanych
ze zdrowiem.
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1. Materiat i metody

W dniach 10-11 paZdziernika 2019 roku zrealizowano seminarium wyjazdowe do programu WIR dla
uczniow 7 tddzkich szkét podstawowych. Po powrocie z wyjazdu uczniowie przygotowywali
opracowane wstepnie projekty profilaktyczne przeznaczone dla pozostatych ucznidw spotecznosci
szkolnej. Czas realizacji projektu okreslony byt do konca pierwszego semestru z mozliwoscig
powtdrnych realizacji.

Uczniowie do obu grup zostali wytypowani przez psychologéw lub pedagogow szkolnych (czyli
dorostego opiekuna programu WIR na terenie szkoty) na podstawie prezentowanego dotychczas
zaangazowania w inicjatywy prospoteczne oraz ujawnianego prozdrowotnego stylu zycia (gtdwnie
w zakresie rezygnacji z kontaktu ze srodkami psychoaktywnymi, kontrolowania czasu spedzanego
w wirtualnej rzeczywistosci oraz eliminowania zachowan nacechowanych agresjg). Badaniem przed
rozpoczeciem programu objeto 100 uczniéw: 50 oséb z grupy z interwencjg WIR oraz 50 oséb z grupy
kontrolnej. Wedtug zatozen projektu pierwsze badanie zostato przeprowadzone bezposrednio przed
rozpoczeciem programu (jeszcze przed rozdzieleniem mtodziezy do obu grup), natomiast drugie
planowano dokona¢ po uptywie 6 miesiecy, co pozwalato na petng realizacje profilaktycznych
projektéw uczniowskich. Ze wzgledu na zamkniecie szkét w okresie pandemii i przejscie na nauczanie
zdalne powtdrne badanie mozliwe byto do przeprowadzenia dopiero po 11 miesigcach. Oba badania
przeprowadzono na terenie szkoty w obecnosci opiekuna dorostego (pracownika szkoty) oraz
organizatora badan. Uzyskano niezbedne zgody opiekunéw prawnych. W grupie z interwencjg WIR
byty 32 dziewczynki oraz 18 chtopcéw, w grupie kontrolnej — 29 dziewczat oraz 21 chtopcéw. Réznica
w proporcji ptci w porédwnywanych grupach nie byfa statystycznie istotna x2 =0,3783, p =0,538.
Wszyscy uczestnicy byli w wieku 13-15 lat.

W celu zebrania danych dotyczgcych umiejscowienia kontroli zastosowano Kwestionariusz do
Badania Poczucia Kontroli —wersje zrewidowang KBPK-R autorstwa G. Krasowicz-Kupis i A. Wojnarskiej
(2017). W narzedziu wyodrebniono skale: Sukces (15 stwierdzen o pozytywnym znaczeniu) i Porazka
(10 stwierdzen o negatywnym znaczeniu) oraz 13 stwierdzen (o nazwie ,Nieokreslone”) dotyczacych
ogdlnych przekonan. Tres¢ pozycji pozwala na zakwalifikowanie tych pozycji do czterech obszaréw
funkcjonowania: Szkota (14 pozycji), Rodzice (9 pozycji), Koledzy (7 pozycji) oraz Niespecyficzne
(9 pozycji). Wysoki wynik oznacza wewnetrzne poczucie kontroli, wynik niski — zewnetrzne poczucie
kontroli, wynik przecietny — nieustalone poczucie kontroli. Na podstawie polskich badan
normalizacyjnych stwierdzono wysoka lub zadowalajacg rzetelnos¢ kwestionariusza. Wspotczynnik alfa
Cronabacha dla grupy wiekowej 13—15 lat (tozsamej z grupg badang) wynidst 0,81 dla wyniku ogdlnego
oraz 0,63 dla skali Sukces i 0,66 dla skali Porazka.

Skala Kompetencji Osobistej KompOs (Juczynski, 2009) mierzy uogdlnione poczucie wtasnej
skutecznosci i jego dwa elementy: przekonanie o posiadaniu sity do podjecia dziatania oraz wytrwatosc
niezbedng do kontynuowania dziatania (dwie podskale po 6 stwierdzen). Im wyzszy wynik, tym wyzsze
poczucie wtasnej skutecznosci, sity i wytrwatosci. Skala przeznaczona jest do badania mtodziezy
w wieku od 11 do 17 lat. Wspétczynnik zgodnos$ci wewnetrznej alfa Cronbacha dla catej skali wynosi
0,72, dla podskali Sity — 0,74, natomiast dla podskali Wytrwatosci —0,62.

Lista Wartosci Osobistych (LWO) Z. Juczynskiego (2009) to narzedzie umozliwiajgce Sledzenie
zmian w wartosciowaniu zdrowia m.in. w wyniku edukacji, dziatah promocyjnych i profilaktycznych.
Jest narzedziem do badania dzieci i mtodziezy, ale moze by¢ takie stosowane wobec osdb dorostych.
W pierwszej czesci kwestionariusza opisanych jest 9 symboli szczescia osobistego, sposréd ktérych
badany wybiera pie¢ najistotniejszych dla siebie i porzadkuje je hierarchicznie. W czeséci drugiej
znajduje sie 10 kategorii wartosci osobistych (w tym dobre zdrowie rozumiane jako sprawnosc fizyczna
i psychiczna) — procedura badania jest analogiczna jak w przypadku symboli szczescia. Rzetelnosc
mierzona technika test—retest wskazuje na zadowalajgcg statos¢ metody.

Na kolejng skale autorstwa Z. Juczynskiego — Liste Kryteriow Zdrowia (LKZ) wykorzystang
w badaniu — sktadajg sie 24 stwierdzenia odnoszace sie do trzech wymiaréw zdrowia: fizycznego,
psychicznego i spotecznego. Badany zaznacza, ktére kryteria majg jego zdaniem znaczenie dla zdrowia,
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wybiera 5 najwazniejszych i szereguje je zgodnie z kryterium waznosci. LKZ mozna wykorzystywac do
badania oséb dorostych i mtodziezy w celu poznania sposobdw ujmowania zdrowia przez ludzi, a takze
rodzaju dziatan i ukierunkowania w sytuacjach podejmowania decyzji dotyczacych zdrowia.
Wspodtczynnik statosci na poziomie 0,68 (dwukrotne badanie w odstepie szesciu tygodni) uznaje sie za
zadowalajgcy (Juczynski, 2009).

W celu sprawdzenia zatozenia dotyczgcego normalnosci rozktadéw zastosowano test Shapiro—
Wilka. Istotnos$¢ statystyczng proporcji kobiet i mezczyzn w poréwnywanych grupach sprawdzono przy
pomocy testu x2. W analizie statystycznej dotyczgcej wynikdw KompOs (wynik ogdlny oraz podskale
Sita i Wytrwatos¢) zastosowano dwuczynnikowa analize wariancji w uktadzie z powtarzanym
pomiarem. W celu identyfikacji istotnych statystycznie réznic w analizowanych ukfadach (testy post-
hoc) zastosowano test NIR. W celu sprawdzenia istotnosci réznic w umiejscowieniu poczucia kontroli
badanych przed udziatem w programie i po nim oraz zmian w zakresie kryteriéw zdrowia i hierarchii
wartosci (skale LKZ oraz LWO) zastosowano test Wilcoxona dla par obserwacji — oddzielnie dla grupy
biorgcej udziat w programie i grupy kontrolnej. Jako miary sity efektu zastosowano czgstkowe eta
kwadrat (ANOVA) oraz r (test Wilcoxona).

2. Wyniki
2.1. Poczucie umiejscowienia kontroli

W celu sprawdzenia istotnosci réznic w umiejscowieniu poczucia kontroli badanych przed udziatem
w programie WIR i po nim zastosowano test Wilcoxona dla par obserwacji. Wybdr testu
nieparametrycznego byt podyktowany brakiem normalnosci rozktadéw analizowanych zmiennych.
Analizy przeprowadzono dla kazdego z aspektdw umiejscowienia kontroli, oddzielnie dla grupy
bioragcej udziat w programie i grupy kontrolnej. Przecietny wynik ogélny KBPK-R w grupie z interwencjg
(WIR) przed programem wynosit 31,5 (SD = 4,98), natomiast po udziale w programie —32,6 (SD = 3,24).
Rdznica ta nie okazafa sie istotna statystycznie; Z =0,422, p = 0,673. W grupie kontrolnej w pretescie
Sredni wynik wynosit 29 (SD = 4,69), natomiast w post-tescie 28,9 (SD =4,81). Uzyskane rezultaty nie
pozwalajg na potwierdzenie wptywu uczestnictwa w programie WIR na zmiany w zakresie lokalizacji
poczucia kontroli; Z = 0,181, p = 0,856. Rdwniez zadna z réznic analizowanych w ramach podskal KBPK-
R nie okazata sie istotna statystycznie.

2.2. Poczucie wtasnej skutecznosci

Po sprawdzeniu normalnosci rozktadu analizowanych zmiennych zbadano istotnos¢ réznic pomiedzy
Srednimi wynikami uzyskanymi w porownywanych grupach. Do tego celu zastosowano analize
wariancji w uktadzie z powtarzanym pomiarem. W grupie eksperymentalnej sSredni poziom ogdlnego
poczucia wtasnej skutecznosci wynosit 37,30 (SD = 4,95) w momencie rozpoczecia programu oraz 37,50
(SD =4,57) w chwili jego zakonczenia. W grupie kontrolnej natomiast Sredni poziom poczucia witasnej
skutecznosci wynosit 35,50 (SD =5,68) w momencie rozpoczecia programu oraz 35,54 (SD = 6,05)
w chwili jego zakonczenia (Tabela 2). Réznice w wynikach ogdlnego poczucia wtasnej skutecznosci
miedzy grupg eksperymentalng oraz grupa kontrolng przed realizacjg programu i po niej nie okazaty
sie istotne statystycznie; F(1,84) = 0,957, p = 0,33. Wartos¢ wspotczynnika wielkosci efektu wskazuje
na jego matg site, czgstkowe eta2 = 0,01.
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Tabela 1. Poczucie wiasnej skutecznoéci (PWS) oraz jej komponenty: Sita i Wytrwatos¢. Srednie
wartosci w grupie z interwencjg WIR oraz grupie kontrolnej.

GRUPA* PRZED PROGRAMEM PO PROGRAMIE F p**
M SsD M SD

PWS 0,957 0,331
I 37,3 0,80 37,5 0,81

K 35,5 0,82 35,4 0,82

Sita 5,426 0,022
I 18,6 2,70 18,9 2,22

K 17,8 3,15 17,7 3,14

Wytrwatosé 0,888 0,349
I 18,6 2,97 18,8 2,70

K 17,9 3,34 17,9 3,29

*| —grupa z interwencja WIR, K — grupa kontrolna

**Przyjety poziom istotnosci statystycznej p < 0,05; wynik istotny statystycznie wyttuszczono

Przy sprawdzaniu, czy udziat w programie WIR wptyngt na zmiane poczucia sity (koniecznej do
zainicjowania dziatania) uczestniczagcych w nim ucznidw, poréwnano wyniki uzyskane przez
uczestnikéw na skali przed uczestnictwem w programie oraz po nim, z wynikami uczniéw z grupy
kontrolnej uzyskanymi w zblizonych okresach czasu. W grupie uczestnikéw WIR sredni poziom sity
koniecznej do zainicjowania dziatania wynosit 18,6 (SD = 2,70) w momencie rozpoczecia programu oraz
18,9 (SD =2,22) w chwili jego zakonczenia. W grupie kontrolnej sredni poziom sity wynosit 17,8
(SD = 3,15) w momencie rozpoczecia programu oraz 17,7 (SD = 3,14) w chwili jego zakornczenia (Tabela
2). Réznice w wynikach sity (bedacej komponentg poczucia wtasnej skutecznosci) miedzy grupa
eksperymentalng oraz grupg kontrolng przed realizacjg programu i po niej okazaty sie istotne
statystycznie; F(1,84) =5,426, p =0,022. Wartos$¢ wspotczynnika wielkosci efektu wskazuje na jego
umiarkowang site, czastkowe eta® = 0,06. Wyniki testow post-hoc (NIR) jako jedyng istotng wskazaty
roznice przed programem i po nim w grupie jego aktywnych uczestnikéw, p = 0,014. Uzyskane wyniki
potwierdzajg zatozenie, ze sita bedaca komponentg poczucia wtasnej skutecznosci mtodziezy
uczestniczacej w programie WIR wzrosta w stosunku do grupy kontrolnej (mtodziezy nie uczestniczacej
w programie) (Wykres 1).
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Wykres 1. Srednie wyniki w podskali Sita kwestionariusza KompOs w grupie uczestnikéw programu
oraz grupie kontrolnej, przed uczestnictwem w programie WIR i po nim.

W celu sprawdzenia, czy udziat w programie WIR wptynat na zmiane poczucia wytrwatosci (niezbednej
do kontynuacji dziatania) uczestniczacych w nim ucznidéw poréwnano wyniki uzyskane przez mtodziez
z grupy eksperymentalnej przed uczestnictwem w programie oraz po nim z wynikami ucznidéw z grupy
kontrolnej uzyskanymi w zblizonych okresach czasu. W grupie uczestnikdw WIR $redni poziom
wytrwatosci wynosit 18,6 (SD = 2,97) w momencie rozpoczecia programu oraz 18,8 (SD = 2,70) w chwili
jego zakonczenia. W grupie kontrolnej sredni poziom wytrwatosci wynosit 17,9 (SD = 3,34)
W momencie rozpoczecia programu oraz 17,9 (SD = 3,29) w chwili jego zakonczenia (Tab. 2). Rdznice
w  wynikach wytrwatosci bedacej komponentg poczucia wtasnej skutecznosci miedzy grupa
eksperymentalng oraz grupg kontrolng przed realizacja programu i po niej nie okazaty sie istotne
statystycznie; F(1,84) =0,888, p =0,349. Wartos¢ wspotczynnika wielkosci efektu wskazuje na jego
matg site, czagstkowe eta? = 0,01. Uzyskane wyniki nie potwierdzajg zatozenia, ze wytrwatos$é, bedaca
komponentg poczucia wilasnej skutecznosci miodziezy uczestniczacej w programie WIR (grupa
eksperymentalna), wzrosta w wiekszym stopniu niz w grupie kontrolnej (mtodziezy nie uczestniczacej
W programie).

2.3. Kryteria zdrowia

Postrzeganie zdrowia, w oparciu o wymienione w narzedziu LKZ kryteria, badane byto poprzez
poréwnanie rangi przyznanej poszczegolnym kryteriom. W zwigzku z brakiem normalnosci rozktadéw
analizowanych zmiennych w celu sprawdzenia istotnosci statystycznej zmian w nadawaniu rangi
kryteriom zdrowia zastosowano nieparametryczny test Wilcoxona dla par obserwacji (Tabela 3). Jako
wskaznik sity efektu zastosowano wspétczynnik r, ktérego wartos¢ 0,1 wskazuje niewielkg, 0,3 —
przecietng, a 0,5 — duzg site efektu. Wszystkie istotne statystycznie rdzinice dotyczyly grupy
z interwencjg WIR. Trzy sposrdd nich oznaczaty zmniejszenie rangi przypisanej kryteriom zdrowia:

1. Dozy¢ pbznej starosci; Z = 2,560, p = 0,010, r=0,26

2. Czuc sie szczesliwym przez wiekszos$¢ czasu; Z = 2,766, p = 0,006, r = 0,28

17. Umied sie cieszy¢ z zycia; Z= 2,366, p = 0,018, r=0,24

W przypadku pozostatych trzech oznaczaty zwiekszenie rangi kryteriow:

12. Nie odczuwa¢ zadnych dolegliwosci fizycznych; Z = 2,574, p = 0,010, r = 0,26

14. Nie chorowad, najwyzej rzadko na grype, niestrawnosc¢; Z = 2,947, p = 0,003, r = 0,29

16. Umie¢ sie przystosowac do zmian w zyciu; Z = 3,875, p = 0,000, r = 0,39
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Tabela 2. Srednie wagi kryteriéw zdrowia LKZ w poréwnywanych grupach, przed realizacja programu

i po niej.

Kryterium zdrowia

srednia ranga

GRUPA* 7 p**
przed po
1. Dozy¢ p6znej starosci | I 1,20 0,36 2,560 0,010
K 1,02 1,05 0,085 0,933
2. Czu€ sie szczesliwym przez | 1,56 0,66 2,766 0,006
wigkszos¢ czasu | K 0,74 0,69 0,267 0,789
3. Potrafi¢ dobrze wspoétzyéz | 0,66 0,36 1,887 0,059
innymi ludzmi K 0,80 0,69 _E kK 1,00
4. Umieé rozwigzywac swoje | 0,72 1,41 1,961 0,050
problemy K 0,98 1,02 0,0 1,00
5. Nalezycie sie odzywiac [ 1,12 1,23 0,105 0,917
K 0,51 0,57 0,0 1,00
6. Dbac o wypoczynek, sen [ 1,38 0,98 0,767 0,443
K 0,69 0,62 0,0 1,00
7. Pi¢ niewielkie ilosci alkoholu | 0,82 0,75 0,251 0,802
lub weale K 0,88 0,81 0,535 0,593
8. Nie palic¢ tytoniu I 1,32 1,07 0,966 0,334
K 1,33 1,21 0,539 0,590
9. Mie¢ odpowiednig wage [ 0,54 0,48 0,471 0,638
ciata K 0,63 0,71 0,0 1,00
10. Jedynie wyjatkowo I 0,22 0,25 0,0 1,00
przyjmowac lekarstwa K 0,24 0,19 0,0 1,00
11. Mie¢ dobry nastrgj [ 0,40 0,20 0,533 0,594
K 0,61 0,60 - 1,00
12. Nie odczuwacé zadnych | 0,42 1,20 2,574 0,010
dolegliwosci fizycznych K 0,42 0,33 - 1,00
13. Potrafié¢ pracowac bez [ 0,28 0,00 1,826 0,068
napiecia i stresu K 0,45 0,52 - 1,00
14. Nie chorowa¢, najwyzej [ 0,30 1,16 2,947 0,003
rzadko na grype, niestrawnos¢ g 0,33 0,38 _
1 1,00
15. Mie¢ zdrowe wtosy, oczy, | 0,32 0,27 0,135 0,893
cerg K 0,88 1,02 - 1,00
16. Umie¢ sie przystosowac | 0,28 1,84 3,875 0,000
do zmian w zyciu P K 0,43 0,50 - 1,00
17. Umie¢ sie cieszy€ z zycia | 0,62 0,11 2,366 0,018
2 K 0,80 0,74 - 1,00
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Tabela 2 (cd.)

18. By¢ odpowiedzialnym [ 0,32 0,11 1,348 0,178
K 0,37 0,26 - 1,00
19. Potrafi¢ panowa¢ nad [ 0,18 0,20 0,00 1,00
swoimi uczuciami i popedami g 0,35 0,26 — 1,00
20. Mie¢ sprawne wszystkie | 0,52 0,61 0,535 0,593
czgsci ciafa K 0,63 0,74 - 1,00
21. Akceptowac siebie, zna¢ | 0,74 0,64 1,095 0,273
swoje mozliwosci i braki K 0,71 0,60 - 1,00
22. Miec prace, réznorodne | 0,14 0,16 0,0 1,00
zainteresowania K 0,51 0,52 - 1,00
23. Czuc sie dobrze [ 0,52 0,52 0,802 0,423
K 0,30 0,36 1,00
24. Prawie nigdy nie musieé [ 0,30 0,27 0,0 1,00
chodzi¢ do lekarza K 0,33 0,38 - 1,00
25. Inne — jakie? | 0,14 0,14 - 1,00
K 0,29 0,33 - 1,00

*| —grupa z interwencja WIR, K — grupa kontrolna

** wyniki istotne statystycznie (p < 0,05) wyttuszczono

***QObliczenie wartosci statystyki nie byto mozliwe z powodu braku par pomiaréw réznigcych sie rangami

2.4. Symbole szczescia oraz wartosci osobiste

W celu zidentyfikowania istotnych statystycznie zmian, ktére zaszty w poréwnywanych grupach,
zastosowano test Wilcoxona. Wybér testu nieparametrycznego zostat podyktowany brakiem
normalnosci rozktadéw analizowanych zmiennych. Istotne réznice dotyczg wytgcznie wynikéw grupy
z interwencjg w zakresie zmniejszenia sie rangi symbolu ,Dobre zdrowie” (Z = 3,341, p = 0,001) oraz
zwiekszenia sie rangi symbolu ,Bycie potrzebnym dla innych ludzi” (Z = 3,310, p = 0,001) (Tabela 4).
Wartosci wspétczynnika r, wynoszgce odpowiednio 0,34 i 0,33, wskazujg na umiarkowang site efektu.

Tabela 3. Srednie wagi symboli szczeécia w poréwnywanych grupach przed realizacjg programu i po

niej.
Srednia ranga V4
Symbol szczescia GRUPA*  przed po px*
1. Duzy krag przyjaciot I 1,98 1,77 0,131 0,896
K 2,0 1,98 0,548 0,584
2. Udane zycie rodzinne | 3,44 3,52 0,400 0,689
K 2,62 2,64 0,135 0,893
3. Wykonywanie ulubionej | 1,62 1,59 0,379 0,705
pracy, zawodu K 1,42 1,38 0,270 0,787
4. Sukcesy w nauce, pracy | 1,58 1,57 0,235 0,814
K 1,92 1,93 0,365 0,715
5. Dobre zdrowie {4, [ 3,22 2,55 3,341 0,001
K 2,62 2,50 0,548 0,584
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6. Bycie potrzebnym dla [ 1,08 2,43 3,310 0,001

innych ludzi P K 1,98 0,83 -*** 1,000
7. Dobre warunki materialne | 2,0 0,23 0,0 1,000

K 3,44 1,52 0,674 0,500
8. Zycie petne przygdd, [ 2,62 1,14 0,909 0,364
podrézy K 1,62 1,50 0,0 1,000
9. Stawa popularnosé [ 1,42 0,20 0,802 0,423

K 1,58 0,76 0,000 1,000

*| — grupa z interwencjg (WIR), K — grupa kontrolna
** wyniki istotne statystycznie (p < 0,05) wyttuszczono

***Obliczenie wartosci statystyki nie byto mozliwe z powodu braku par pomiaréw réznigcych sie rangami

W zakresie wartosci osobistych jedyng istotng statystycznie zmiane przed realizacjg programu i po niej
odnotowano w przypadku ,,Odwagi i stanowczosci”, Z = 4,229, p = 0,0004 (Tabela 5). Wyrazny wzrost
wystgpit wytgcznie w grupie z interwencjg. Wartos¢ wspotczynnika r = 0,42 $wiadczy o umiarkowanej
do znacznej sile efektu.

Tabela 4. Srednie wagi wartoéci osobistych w poréwnywanych grupach przed i po realizacji programu.

srednia ranga

Wartosci osobiste GRUPA*  przed po z px*
1. Mitos¢, przyjain I 1,92 3,36 0,915 0,360
K 3,22 2,90 0,802 0,423
2. Dobre zdrowie, I 2,62 3,02 1,006 0,314
sprawnos¢ fizyczna i K 1,08 2,14 0,535 0,593
psychiczna
3. Poczucie humoru, I 0,8 0,82 0,0 1,000
dowcip K 0,28 1,02 0,314 0,753
4. Inteligencja, bystros¢ I 1,22 1,20 0,314 0,753
umystu K 1,44 1,69 1,278 0,201
5. Wiedza, madros¢ I 1,54 1,34 0,909 0,363
K 0,38 1,45 0,839 0,402
6. Odwaga, stanowczos¢ I 0,78 2,89 4,229 0,000
T K 3,76 1,69 0,447 0,655
7. Radosé, zadowolenie I 2,78 0,89 1,695 0,090
K 2,76 1,31 0,270 0,787
8. Dobro¢, delikatnosé I 2,24 0,68 0,592 0,554
K 0,92 0,74 -*k*% 1,000
9. tadny wyglad I 1,08 0,36 0,622 0,534
zewnetrzny, prezencja K 1,2 0,95 0,913 0,361
10. Bogactwo, majgtek I 1,68 0,43 0,0 1,000
K 1,5 1,19 0,270 0,787

* | — grupa z interwencja (WIR), K — grupa kontrolna
** wyniki istotne statystycznie (p < 0,05) wyttuszczono

***0Obliczenie wartosci statystyki nie byto mozliwe z powodu braku par pomiaréw réznigcych sie rangami
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3. Dyskusja

Niniejsze badanie objeto mfodziez stanowigca nieformalng grupe lideréw mtfodziezowych na terenie
swoich szkoét, ktérych postawa charakteryzowata sie jednoznacznym, negatywnym stosunkiem do
niekonstruktywnych zachowan (stosowania uzywek, agresji czy nadmiernego korzystania z Internetu).
Wyniki uzyskane w zakresie uogdlnionego poczucia kontroli wskazaty na dominacje wewnetrznej
lokalizacji poczucia kontroli w grupie z interwencjg oraz w grupie kontrolnej, zaréwno przed
rozpoczeciem programu, jak i po jego zakoiczeniu. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic
pomiedzy grupami. Wewnetrzne poczucie kontroli jest czynnikiem, ktory w istotny sposdb ksztattuje
zachowania zdrowotne mtodziezy, m.in. w zakresie stosowania srodkéw psychoaktywnych (Strzelecki,
Cybulski i Strzelecka, 2009). Osoby, ktdre sg przekonane o swojej umiejetnosci sprawowania kontroli
nad trudnymi wydarzeniami, wykazujg mniejsze napiecie emocjonalne w sytuacji zagrozenia i dziatajg
bardziej skutecznie oraz sg bardziej autonomiczne w podejmowaniu decyzji, czesciej tez angazujg sie
w aktywnosci prozdrowotne (Bishop, 2000). Poczucie umiejscowienia kontroli poprzez sposéb
okreslania zrédet wptywu na aktualng sytuacje ma istotne znaczenie w modyfikacji zachowan, takze
tych zwigzanych ze zdrowiem (KosScielak, 2010). Natomiast zewnetrzne poczucie kontroli sprzyja
podejmowaniu zachowan ryzykownych, gtdéwnie poprzez wiekszg podatnos¢ na wptyw grupy
rowiesniczej (Strzelecki, Cybulski i Strzelecka, 2009). Przekonanie o zewnetrznym poczuciu
umiejscowienia kontroli koreluje réwniez z wyzszym poziomem strategii agresywnego radzenia sobie
w sytuacji konfliktu spotecznego przez mtodziez. Przekonanie o braku wptywu na zmiane sytuacji
oddala koncentracje od zrédta problemu i powoduje przyjmowanie strategii obrony zagrozonego JA
(Borecka-Biernat, 2018). Udziat w programie WIR nie wywotat spodziewanej, statystycznie istotnej
zmiany w zakresie zwiekszenia wewnetrznego poczucia kontroli u lideréw mtodziezowych, co moze
wskazywa¢ na ograniczony wplyw oddziatywan programu na ten aspekt funkcjonowania
psychospotecznego mtodziezy, jednoczesnie nie mozina wykluczyé interferencji zmiennych
nieprzewidzianych w badaniu. W okresie miedzy badaniami mtodziez doswiadczyta funkcjonowania
w rzeczywistosci pandemicznej, czego nie brano pod uwage na etapie projektowania interwencji i nie
kontrolowano. Wedtug opublikowanych juz raportéw poswieconych m.in. funkcjonowaniu dzieci
i mfodziezy w okresie pandemii Covid-19 zmiana warunkdéw zycia istotnie wptyneta na pewne aspekty
psychicznego i behawioralnego funkcjonowania mtodych ludzi, m.in.: na nasilenie objawdéw niepokoju,
napiecia, leku uogdlnionego i depresji oraz wzmozone korzystanie z Internetu, telewizji i urzadzen
elektronicznych (Gambin i in., 2021; Makaruk i Wtodarczyk, 2020). Nagte pojawienie sie pandemii, jej
rozmiary oraz konsekwencje, jakie przyniosta, ograniczyty naturalne mozliwosci regulacji
samopoczucia psychicznego (Cosi¢ i in., 2020), nasility trudne emocje i zmniejszyly mozliwosci
przewidywania i kontroli rzeczywisto$ci w waznych sferach zycia (Jakovljeviciin., 2020; Hamer i Baran,
2021). Na podstawie zebranego materiatu badawczego mozna jedynie przypuszczaé, czy pandemia
mogta znieksztatci¢ oddziatywanie programu WIR na mtodziez liderska, a jesli tak — to w jakim stopniu.

W zakresie ogdlnego poczucia wtasnej skutecznosci zaréwno grupa z interwencjg WIR, jak i grupa
kontrolna osiggnety wysoki wynik w obu badaniach. Nie stwierdzono wptywu programu WIR na ogdlne
poczucie wtasnej skutecznosci oraz wytrwato$é. Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
w poziomie sity w grupie z interwencjg WIR w stosunku do poziomu obserwowanego w grupie
kontrolnej. Program WIR wzmocnit zatem obraz wtasnych mozliwosci w obszarze inicjowania
aktywnosci przez lideréw poddanych dziataniu programu. Na tej podstawie mozna spodziewac sie
wzrostu gotowosci lideréow miodziezowych zaangazowanych w program do kreowania oraz
realizowania prozdrowotnych aktywnosci na rzecz spotecznosci szkolnej.

Sita uwazana jest za najwazniejszy aspekt poczucia wiasnej skutecznosci, opisuje stopien
pewnosci, z jakg dana osoba ocenia swoje mozliwosci poradzenia sobie z trudnymi sytuacjami
(Oginska-Bulik, 2001). Poczucie wtasnej skutecznosci oraz wewnetrzne umiejscowienie kontroli
prezentuje sie réwniez jako wyznacznik radzenia sobie ze stresem u dzieci poprzez stosowanie strategii
aktywnego radzenia sobie i koncentracji na emocjach (Oginska-Bulik, 2001). Badania nad zasobami
osobistymi mtodziezy prezentujg wewnetrzne poczucie kontroli oraz poczucie wtasnej skutecznosci
jako czynnik chronigcy zdrowie (Nowicki i in., 2017). Jednoczesnie posiadanie wewnetrznego

49



umiejscowienia kontroli nie jest rownoznaczne z wysokim poczuciem wtasnej skutecznosci. Percepcja
opierajgca sie na wewnetrznej atrybucji nie generuje automatycznie pewnosci co do mozliwosci
skutecznego wptywu na rzeczywistos¢ (Condly, 2006). Badania przekrojowe sugerujg rowniez zwigzek
miedzy postrzeganiem wtasnej skutecznosci w obliczu ogdlnego dystresu oraz nasileniem
i czestotliwoscig objawdw PTSD (tuszczynska, Benight i Cieslak, 2009). Powyzsze wyniki korespondujg
z badaniami, w Swietle ktérych poczucie wtasnej skutecznosci redukuje podatnosé na stres, lek oraz
depresje (Bandura A. iin., 1996, Spoton-Wydra, 2018).

W badaniu tuszczyniskiej i in. (2004) ogdlne poczucie wtasnej skutecznosci wigzato sie z czesciej
podejmowang aktywnoscig fizyczng u mitodziezy na Wegrzech, w Polsce, Turcji i Stanach
Zjednoczonych. Tozsame wzorce stwierdzono w zakresie przestrzegania zdrowej diety.

Upatrywanie przez dzieci przyczyn okreslonych zdarzen jako efektu ich wiasnej aktywnosci lub
indywidualnych zasobéw wigzato sie z nizszym nasileniem symptomdw zaburzen depresyjnych (Prince-
Embury, 2013). Uczniowie w wieku 12—14 lat prezentujgcy wyzsze wyniki w zakresie poczucia wiasnej
skutecznosci ujawniali stabsze objawy depresyjne i mniej mysli dysfunkcyjnych (P6ssel i in., 2005) oraz
dobre samopoczucie fizyczne i emocjonalne (Kvarme i in., 2009).

W zatozeniach programu WIR istnieje zwigzek miedzy poczuciem witasnej skutecznosci a postawg
zyciowa czy prezentowanym stylem zycia. Nastolatki ulegajg wptywom dotyczgcym zazywania srodkéw
psychoaktywnych, ale ci, ktérzy majg wysokie poczucie wtasnej skutecznosci, sg na te wptywy mniej
wrazliwi (Schwarzer i tuszczynska 2005). Uczniowie o wysokim poziomie poczucia wtasnej skutecznosci
wskazywali na zdolnos¢ regulowania swojej uwagi, intensyfikacji wysitkdbw przy pracy oraz
monitorowania wysitkdw, aby uzyskiwac lepsze oceny w szkole (tuszczynska i in., 2005; tuszczynska,
Scholz i Schwarzer, 2005; Usher i Pajares, 2008). Innym korelatem wysokiego poczucia wtasnej
skutecznosci okazat sie réwniez nizszy poziom prokrastynacji (Tuckman, 1991) oraz nizszy poziom leku—
stanu (Endleriin., 2001) i leku—cechy (Schneider i in., 2009).

W badaniach ucznidw szkét srednich (Grad i Kilis-Pstrusinska, 2015) wykazano, ze 43% badanych
ma wysokie uogdlnione poczucie wtasnej skutecznosci, natomiast 19% — niskie. Wysokie poczucie sity
i wytrwatosci odnotowano u 50% uczniéw. Interwencje majgce na celu promowanie i wzmacnianie
ogdlnego poczucia wiasnej skutecznosci zakonczyty sie sukcesem wsréd dziewczat, ale nie wsréd
chtopcow (Kvarme i in., 2010).

Uczniowie biorgcy udziat w badaniu prezentujg wysoki poziom poczucia wtasnej skutecznosci. Ich
kompetencje psychospoteczne stanowig cenny kapitat emocjonalny lidera mitodziezowego
modelujgcego prozdrowotny styl zycia. W Swietle wynikéw przytoczonych badan liderzy mtodziezowi
majg predyspozycje do radzenia sobie w sytuacjach stresogennych, skutecznego regulowania emocji,
podejmowania zachowan chronigcych zdrowie psychiczne i somatyczne, a takze odnoszenia sukceséw
edukacyjnych. Uczniowie z grupy objetej interwencjg WIR prezentujg sie jako posiadajgcy potencjat do
podejmowania inicjatyw oraz dostrzegajacy wiekszg szanse powodzenia tych dziatan.

W przypadku kryteriow zdrowia istotne statystycznie zmiany w ich hierarchizowaniu zaszly
w grupie z interwencjg WIR. Odnotowano spadek w przypadku kryteriéw: ,dozyé pdznej starosci”,
,Czuc sie szczesliwym przez wiekszos¢ czasu”, ,,umiec sie cieszy¢ z zycia” oraz wzrost rangi kryteriow:
,hie odczuwaé Zzadnych dolegliwosci fizycznych”, ,nie chorowac, najwyzej rzadko na grype,
niestrawnos¢” i ,,umieé sie przystosowac¢ do zmian w Zyciu”. Tresci prezentowane w programie
akcentujg znaczenie adaptacyjnej roli wszystkich emocji (takze nieprzyjemnych), elastycznosci
w dziataniu oraz decyzjach, a takie aktywnosci majacej na celu optymalizacje sytuacji zyciowej
w obliczu zdarzen, zjawisk czy cech, na ktdre nie mamy wptywu. W efekcie ,,0zy¢ pdznej starosci” (czas
trwania zycia, niekoniecznie jego jako$¢) obnizyto swojg wartos¢ jako kryterium zdrowia. ,Umiec
cieszy¢ sie z zycia” oraz ,czuc sie szczeSliwym przez wiekszo$¢ czasu” odnoszg sie do sposobu
przezywania doswiadczen, bilansu emocjonalnego, stad prawdopodobnie wzrost akceptacji lideréw
dla trudnych emocji znalazt swojg manifestacje w spadku wartosciowania powyzszych kryteriéw
zdrowia. W odniesieniu do udziatu w programie WIR zmiany te mogg natomiast swiadczy¢ o gotowosci
do prozdrowotnej i prospotecznej aktywnosci mtodziezy.

W badaniach LKZ studentow (Litwic-Kaminska i Izdebski, 2012) najwyzej ocenione zostaty kryteria:
,dbac o wypoczynek, sen”, ,,umiec sie cieszy¢ z zycia”, , czuc sie szczesliwym przez wiekszos¢ czasu”,
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,halezycie sie odzywiac”, ,miec¢ sprawne wszystkie czesci ciata”. Przeprowadzona analiza ujawnita
réznice miedzyptciowe. Mezczyzni czeSciej zwracali uwage na fizyczne aspekty zdrowia, natomiast
kobiety podkreslaty znaczenie zdrowego stylu zycia.

W zakresie wartosci osobistych i symboli szczescia istotne statystycznie zmiany nadawanych im
rang zaszty w grupie z interwencjg WIR. Kryterium, ktére w najwiekszym stopniu stracito na znaczeniu,
byt symbol ,dobre zdrowie”. Zaobserwowano takze bardzo wyrazny wzrost w zakresie znaczenia
symbolu , bycie potrzebnym dla innych ludzi” oraz wartosci osobistej ,,odwaga, stanowczo$¢”. Dwie
ostatnie zmiany majg charakter zdecydowanie prospoteczny, korespondujacy z trescig programu
profilaktycznego WIR. Sugerowaé to moze koncentracje na aktywnosci na rzecz spotecznosci szkolnej
(,,bycie potrzebnym dla innych ludzi”) oraz znaczenia roli modelowania postawy zyciowej (,,odwaga,
stanowczos$¢”). Zastanawiajgcy wydaje sie natomiast spadek wagi symbolu ,dobre zdrowie”, ktéry ma
mato precyzyjny charakter, lecz jednoznacznie pozytywne znaczenie. Prawdopodobnie ostabta jego
rola jako synonimu dobrostanu czy gwarancji doswiadczania psychicznego komfortu. Nieco inaczej
przedstawiaty sie w tym zakresie wyniki badan ucznidw szkét srednich (Grad i Kilis-Pstrusifiska, 2015).
Dla ponad 30% uczniéw kategoria ,,dobre zdrowie” jest najwazniejszym symbolem szczesScia, natomiast
18% badanych nie uznaje jej za taki odpowiednik lub uwaza za najmniej istotny sposrdd pieciu oznak
wskazanych jako znaczgce. Dla 50% uczniéw wartosé ,,dobre zdrowie, sprawnosé fizyczna i psychiczna”
jest istotna: najwazniejsza dla 15%, bardzo wazna dla 35%. Wartos$¢ ta znajduje sie na drugim miejscu
wsrdd 10 najistotniejszych norm osobistych mtodziezy, po najczesciej wskazywanej ,mitosci
i przyjazni” (62,81%). W badaniach uczniow z todzi (Juczynski, 2014), wsrdd 10 rangowanych wartosci,
,dobre zdrowie” znalazto sie na drugim miejscu, jednoczesnie 23% badanych nie zaliczyto go do pieciu
najwazniejszych norm osobistych.

Whioski

Uczniowie uczestniczgcy w badaniu stanowig grupe wyselekcjonowang pod katem prozdrowotnego
stylu zycia. Uzyskane wyniki w zakresie poczucia umiejscowienia kontroli, poczucia wiasnej
skutecznosci, hierarchii wartosci osobistych oraz kryteridw zdrowia silnie korespondujg z ich
przynaleznoscia do nieformalnej grupy szkolnych lideréw mtodziezowych. Uczestnicy obu grup
prezentujg wewnetrzne poczucie kontroli, charakterystyczne dla oséb podejmujgcych autonomiczne
decyzje nie bedace efektem presji grupy réwiesniczej. Takze wysokie wyniki poczucia wiasnej
skutecznosci wskazujg na mozliwosci radzenia sobie w trudnych sytuacjach w sposdb chronigcy
psychiczne oraz somatyczne aspekty zdrowia. Oddziatywanie programu WIR na mtodziez przyniosto
rezultat w postaci zwiekszenia poziomu Sity oraz wptyneto na profil deklarowanych wartosci
zwigzanych ze zdrowiem i szczeSciem, co ma szanse ewoluowaé w strone wzmacniania
prozdrowotnych postaw mtodziezy. Zmiany w hierarchizowaniu kryteriéw zdrowia, symboli szczescia
oraz wartosci osobistych obrazujg przesuniecia na drabinie wartosci. Znaczenie poszczegdlnych
zmiennych mogto by¢ zachowane, lecz ulegto ostabieniu na rzecz innych. W opinii autoréw powyzsze
zmiany korespondujg z edukacyjng rolg programu WIR. W tym miejscu warto réwniez podkresli¢
bezprecedensowe oddziatywanie pandemii na rzeczywisto$¢ spoteczng, na wielu pfaszczyznach
codziennego funkcjonowania ludzi (Gambin i in., 2021). Nalezy przypuszczaé, ze byt to czynnik
modyfikujacy wptyw interwencji profilaktycznej, jaka jest program WIR.

Finansowanie: Projekt zostat sfinansowany przez Paristwowga Agencje Rozwigzywania Probleméw
Alkoholowych w ramach Narodowego Programu Zdrowia na lata 2016-2020 w ramach Celu
Operacyjnego nr 2 Profilaktyka i rozwigzywanie problemdéw zwigzanych z uzywaniem substancji
psychoaktywnych, uzaleznieniami behawioralnymi i innymi zachowaniami ryzykownymi, Zadanie
21/3.2.1.1/19/DRM, numer umowy: 114/21/3.2.1.1/19/DRM z dnia 15.04.2019 roku.
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Streszczenie: W praktyce klinicznej najczesciej wykrywang we krwi makroforma hormonu jest
makroprolaktyna, jednakze wystepowanie makroczasteczek we krwi jest mozliwe takze w przypadku
innych hormondw. Klasyczng cechg wspdlng dla makroform hormondéw jest ich znikoma aktywnosé
biologiczna przy zachowanej immunoreaktywnosci w testach laboratoryjnych. Z tego powodu istotne
jest, aby w kazdej sytuacji, gdy stezenie hormonu przekracza gérng granice wartosci referencyjnych
i brak jest typowych objawéw klinicznych jego nadmiaru, mieé¢ na uwadze mozliwos¢ wystepowania
we krwi pacjenta zwiekszonej ilosci makroczgsteczek tego hormonu. Wdéwczas przeprowadzenie
dodatkowych badan oceniajgcych zawartos¢ makroform moze zapobiec niewtasciwej diagnozie
i wdrozeniu niepotrzebnego leczenia. W pracy zaréwno omodwiono najczesciej wystepujgce
makroformy hormondw, jak i przedstawiono metody ich wykrywania i sugestie dotyczgce interpretacji
uzyskanych wynikéw badan laboratoryjnych.

Stowa kluczowe: makroformy hormondéw, makroprolaktyna, makrotyreotropina, precypitacja
PEG-iem
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Abstract: In clinical practice, the most commonly detected hormone macroform in blood
is macroprolactin, however, macromolecules of other hormones may also occur. The classic feature
of all hormone macroforms is negligible biological activity with maintained immunoreactivity
in laboratory tests. For this reason, whenever concentration of a hormone exceeds the upper limit
of reference values and there are no typical clinical symptoms of its excess, it is important to consider
the possibility of an increased amount of macroforms of this hormone in the patient's blood. In such
a case, additional tests assessing the macroforms content may prevent an incorrect diagnosis
and implementation of unnecessary treatment. This paper discusses the most common hormone

macroforms, methods for detecting them, as well as suggestions on how to interpret laboratory test
results.

Keywords: hormone macroforms, macroprolactin, macrothyrotropin, PEG precipitation
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Wprowadzenie

Makroformy (MA) hormondéw to duze kompleksy stanowigce najczesciej potgczenie pojedynczej
czasteczki hormonu z immunoglobuling G (Mendoza i in., 2009; Nguyen i in., 2021). Ich duza masa
czgsteczkowa powoduje, ze MA majg utrudniony dostep do wtasciwych receptoréw komdrkowych i nie
moga sie z nimi prawidtowo pofaczyé, dlatego tez nie wykazujg aktywnosci biologicznej. Z drugiej
strony rozmiar tego kompleksu sprawia, ze jest on znacznie wolniej usuwany z organizmu niz
monomeryczna posta¢ hormonu, w zwigzku z czym MA wykazujg zazwyczaj dtuzszy okres péttrwania
niz klasyczne czgsteczki (Hattori i in., 2015; Hattori i Inagaki, 1997). W warunkach fizjologicznych MA
stanowig nie wiecej niz kilka procent catkowitej zawartosci hormonu we krwi, niekiedy jednak ich ilos¢
moze znaczgco wzrosngc (Sohiin., 2020). Do chwili obecnej, pomimo wielu przeprowadzonych badan,
nie udato sie precyzyjnie wyjasni¢ przyczyny tego zjawiska. Najbardziej prawdopodobna wydaje sie
hipoteza, wedtug ktdrej potranslacyjna modyfikacja czgsteczek hormonalnych sprawia, ze sg one
rozpoznawane przez organizm jako obce i wéwczas produkowane sg przeciwko nim przeciwciata
(Hattori i in., 2005). Jednakze, ze wzgledu na brak aktywnosci biologicznej, nawet zwiekszona ilos¢
makroczasteczek nie wywotuje u cztowieka objawdw klinicznych wynikajgcych ze wzrostu stezenia
hormonu we krwi. Istotny problem stanowi natomiast ich immunoreaktywnos¢, ktéra powoduje, ze
makroformy, podobnie jak monomeryczne postacie, s3 rozpoznawane w testach laboratoryjnych
wykorzystywanych do oznaczen hormonalnych. Jest to efektem tgczenia sie przeciwciat stosowanych
w metodach immunochemicznych (wykorzystywanych w codziennej praktyce laboratoryjnej do
pomiaru stezenia hormondw we krwi) ze wszystkimi obecnymi w badanej prébce formami hormonu,
posiadajgcymi na swojej powierzchni swoisty epitop — takze z tymi czgsteczkami, ktdre nie wykazujg
aktywnosci biologicznej (Sztefko, 2006). Nastepstwem takiej sytuacji jest uzyskanie w badaniu
laboratoryjnym zawyzonego, zazwyczaj przekraczajgcego gorng warto$¢ referencyjng, stezenia
hormonu. Co wiecej, uzycie réznych przeciwciat w immunotestach poszczegdlnych producentéw
skutkuje ich odmienng reaktywnoscig z makroczgsteczkami hormondw. Inaczej mowigc, wyniki
wszystkich stosowanych obecnie immunotestéw sg zawyzone, gdy w badanym materiale wystepuja
duze ilosci makroczgsteczek, ale stopien tego zawyzenia nie jest jednakowy i zalezy od uzytego zestawu
pomiarowego (Ellis i Fahie-Wilson, 2005). Na chwile obecng, wedtug danych literaturowych, nie istniejg
immunotesty, ktore w petni rozrézniatyby postacie monomeryczne hormonéw od makrokompleksow.
W zwigzku z powyzszym obecnos¢ znacznych ilosci makroform w prébce krwi prowadzi do zawyzenia
wyniku, ale nie wywotuje objawéw klinicznych i dlatego tez jest przyczyng rozbieznosci pomiedzy
stezeniami hormonu a stanem klinicznym pacjenta. W konsekwencji powoduje to trudnosci
w interpretacji wyniku laboratoryjnego i moze prowadzi¢ do btedéw diagnostyczno-terapeutycznych.

W niniejszej pracy opisano najczesciej wystepujagce makroformy hormondw, gtéwnie
makroprolaktyne i makrotyreotropine, jak rowniez omoéwiono podstawowe metody ich wykrywania
i wskazowki dotyczace interpretacji uzyskanych wynikéw laboratoryjnych.

1. Makroprolaktyna (makro-PRL)

Najdokfadniej opisanym rodzajem makroform hormonu s3 makroformy prolaktyny (PRL,
ang. prolactin). Nalezy zacza¢ od tego, iz u ludzi podstawowg czgsteczka tego hormonu jest monomer
0 masie 23 kDa, ktory fizjologicznie stanowi 80-90% catkowitej ilosci krazacej we krwi PRL (Freeman
iin., 2000). W surowicy obecne s3 takze inne formy hormonu, takie jak fragmenty proteolityczne
o masie 14 kDa, 16 kDa i 22 kDa czy tez formy ufosforylowane lub glikozylowane (24 kDa i 25 kDa)
(Gardner iShoback, 2017; Sinha, 1995). Monomeryczna czgsteczka PRL moze réwniez ulegac
dimeryzacji, polimeryzacji lub tgczeniu z innymi biatkami osocza. Prowadzi to do powstawania form
o masie czasteczkowej od 45 kDa do 60 kDa okreslanych jako big-PRL i wiekszych komplekséw
nazywanych big-big-PRL lub makroprolaktyng (ang. macroprolactin), gdy ich masa przekracza 100 kDa
(Fahie-Wilson i in., 2005). Pierwsze doniesienia na temat wystepowania we krwi duzej czgsteczki PRL
nazywanej big-big-PRL pojawity sie w latach 70. XX wieku (Suh i Frantz, 1974). Natomiast terminu
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,makroprolaktyna” po raz pierwszy uzyli Jackson i in.,, gdy opisali posta¢é hormonu o masie
czasteczkowej przekraczajgcej 100kDa, a dominacje we krwi tej izoformy okreslili mianem
makroprolaktynemii (Jackson i in., 1985). Obecnie w literaturze terminy big-big-PRL i makroprolaktyna
stosowane sg czesto zamiennie. Niektdrzy autorzy prac uwazajg jednak, ze okreslenie makroprolaktyna
dotyczy tylko kompleksu monomerycznej PRL i immunoglobuliny (Jackson i in., 1985; Leite i in., 1992;
Schiettecatte i in., 2001), za$ termin big-big-PRL odnosi sie do innych wielkoczgsteczkowych postaci
hormonu takich, jak formy polimeryczne, czyli agregaty czgsteczek monomeru i/lub PRL glikozylowanej
lub ufosforylowanej, a takize czasteczek PRL potaczonych z innym biatkiem niebedgcym
immunoglobuling (Bartoszewicz, 2003; Jackson i in., 1985; Leite i in., 1992; Schiettecatte i in., 2001).

Czestosé wystepowania makroprolaktynemii (czyli dominujgcych ilosci makro-PRL we krwi) wsréd
0s6b z hiperprolaktynemia, w zaleznosci od rodzaju badanej populacji, waha sie od 10% do nawet 60%
(Chutpiboonwat i in., 2020; Sherazi i in., 2018; Vallette-Kasic i in., 2002). W badaniach prowadzonych
kilka lat temu w tédzkim osrodku endokrynologicznym przez autorki niniejszej pracy
makroprolaktynemie stwierdzono u 11% pacjentéw z podwyzszonym stezeniem PRL (Beda-Maluga
iin., 2015). Natomiast najnowsza metaanaliza wynikéw badan przeprowadzonych w 27 krajach
wykazata srednig czestos¢ wystepowania makroprolaktynemii wynoszaca prawie 19% (Che Soh i in.,
2020), co potwierdza istotne znaczenie makro-PRL w diagnostyce rdznicowej przyczyn
hiperprolaktynemii.

Gdy weZmie sie pod uwage witasciwosci makroczgsteczek hormonow, za typowa sytuacije kliniczng
sugerujacg obecnosé znacznych ilosci makro-PRL we krwi uznaje sie uzyskanie podwyzszonego stezenia
PRL w badaniu laboratoryjnym oraz niewystepowanie u pacjenta charakterystycznych objawdéw
zwigzanych z nadmiarem hormonu, czyli przede wszystkim zaburzen miesigczkowania u kobiet
i obnizonego libido u mezczyzn (Jeske W., 2008). Wywotany makroprolaktynemia problem
niespdjnosci wynikéw ze stanem klinicznym pacjenta pogtebia fakt, iz makro-PRL jest rozpoznawana
w bardzo réinym stopniu przez immunotesty do oznaczania PRL, czego dowiodly badania
przeprowadzone w ramach irlandzkiego programu kontroli jakosci (IEQUAS, ang. Irish External Quality
Assesment Scheme). Wykazano w nich, ze wartosci PRL oznaczone w prébkach krwi zawierajgcych duze
ilosci makro-PRL sg zawyzone, ale w zaleznosci od rodzaju immunotestu stopief zawyzenia rézni sie
znacznie i wynosi od 2 do az 8 razy (Smith i in., 2002).

Z tego wzgledu wedtug wytycznych Endocrine Society sformutowanych przed 10 laty badanie
w kierunku makro-PRL powinno by¢ przeprowadzane u wszystkich bezobjawowych pacjentéw
z podwyzszonym stezeniem tego hormonu we krwi (Melmed i in., 2011). Warto mie¢ jednak na
uwadze, iz makroprolaktynemia moze wystepowac takze u osdb ze stezeniem PRL niewspdtmiernie
wysokim w stosunku do niewielkiego nasilenia objawdéw klinicznych hiperprolaktynemii, co moze
mylnie sugerowac gruczolaka prolaktynowego przysadki, szczegélnie w przypadku stwierdzenia
w badaniu obrazowym okolicy podwzgdrzowo-przysadkowej (najczesciej rezonans magnetyczny
z kontrastem) zmiany guzowatej w obrebie tego gruczotu. Kolejnym, do$¢ trudnym do rozwigzania
problemem diagnostyczno-terapeutycznym jest mozliwosé wystepowania przejsciowo objawoéw
hiperprolaktynemii u oséb z makroprolaktynemia, co przez niektérych badaczy ttumaczone jest
okresowg dysocjacjg makrokomplekséw prowadzacg do uwolnienia aktywnych biologicznie form
hormonu (Hattori, 2003; Hattori i in., 2008; Olukoga, 2002). W takich przypadkach makro-PRL moze
stanowic nie tylko problem analityczny, ale takze by¢ zrédtem aktywnej PRL, ktérej uwolnienie moze
prowadzi¢ do zaburzen hormonalnych. Jednakze zasady postepowania w tych sytuacjach klinicznych
nie zostaty do chwili obecnej jasno sprecyzowane, a ich ustalenie wymaga dalszych szczegétowych
badan.

Wiadomo natomiast, ze lekarz podejrzewajgcy makroprolaktynemie powinien skontaktowaé sie
z diagnostg laboratoryjnym pracujgcym w medycznym laboratorium diagnostycznym w celu ustalenia
mozliwosci okreslenia ilosci makro-PRL w prébce, bowiem nie wszystkie placéwki przeprowadzajg takie
badanie. Technika laboratoryjng uwazang za ,,ztoty standard” w identyfikacji makro-PRL jest filtracyjna
chromatografia zelowa (GFC, ang. gel filtration chromatography), jednak ze wzgledu na wysoki koszt
i czasochtonno$¢ metoda ta nie jest rutynowo wykorzystywana w medycznych laboratoriach
diagnostycznych (Sadideen i Swaminathan, 2006). Obecnie najczesciej stosowang metodg oceny ilosci
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makro-PRL we krwi jest precypitacja 25-procentowym roztworem glikolu polietylenowego (PEG, ang.
polyethylene glycol) (Biagetti i in., 2021; Che Soh i in., 2020; Yang i in., 2021). Jest to badanie
nieskomplikowane, niedrogie i nie wymagajgce stosowania specjalnych procedur w fazie
przedanalitycznej. Z punktu widzenia pacjenta wigze sie jedynie z koniecznoscig pobrania probki krwi
w taki sposdb, jak ma to miejsce przy typowej ocenie stezenia PRL (takie same warunki przygotowania
do badania). W laboratorium dokonywane jest oznaczenie PRL w badanej surowicy, a nastepnie prébka
poddawana jest inkubacji z PEG-iem. Na skutek wtasciwosci glikolu wytrgceniu ulegajg obecne we krwi
konglomeraty makro-PRL. Po odwirowaniu roztworu uzyskiwany jest nadsacz, w ktérym ponownie
oznacza sie stezenie PRL, a na podstawie uzyskanych wynikdw wylicza sie odzysk tzw. wolnej
(monomerycznej) PRL (ang. free PRL) wedtug réwnania 1 (Leslie i in., 2001; Olukoga i Kane, 1999).

PRLpgg
odzysk PRL [%] = “PRL 100%

PRLPEG - stezenie prolaktyny w supernatancie uzyskanym po precypitacji glikolem polietylenowym
PRL — stezenie prolaktyny w prébce natywnej surowicy

Réwnanie 1. Wz6r pozwalajacy na wyliczenie odzysku monomerycznej prolaktyny.

Wartos¢ odciecia dla tej metody byta wielokrotnie ustalana. Najczesciej przyjmuje sie, ze odzysk wolnej
PRL mniejszy niz 40% $wiadczy o makroprolaktynemii, natomiast wartosci powyzej 60% wskazujg, ze
w prébce dominuje monomeryczna postaé hormonu. Z kolei odzysk mieszczacy sie w zakresie 40-60%
stanowi tzw. szarg strefe i powinien by¢ zweryfikowany za pomocg GFC (Beda-Malugaiin., 2011; Leslie
i in., 2001; Olukoga i Kane, 1999).

Wynik oceny makroprolaktynemii za pomocg precypitacji PEG-iem moze byé przedstawiany nie
tylko w postaci odzysku monomerycznej PRL, ale takze jako wartos¢ tzw. ,wolnej” PRL, co sugerowali
badacze z osrodkdéw zagranicznych (Beltran i in., 2008; Gibney i in., 2005; Suliman iin., 2003), jak
rowniez — na podstawie witasnych badan — autorki niniejszej pracy (Beda-Maluga i in., 2014).
Wspomniana ,,wolna” PRL jest to stezenie hormonu po procesie precypitacji, ktdre odzwierciedla ilos¢
monomerycznych czgsteczek PRL w prébce. Wartos¢ ,wolnej” PRL przekraczajgca gorng granice
wartosci referencyjnych swiadczy o tzw. rzeczywistej hiperprolaktynemii. Z kolei wynik mieszczacy sie
w zakresie normy wskazuje, ze przyczyng wysokiego wyjsciowego stezenia hormonu jest obecnos¢
duzych ilosci makro-PRL w badanej prébce. Optymalnie warto$¢ ,wolnej” PRL powinna by¢
interpretowana w oparciu o specjalne zakresy normy opracowane wtasnie dla wartosci hormonu po
precypitacji. Préby wyznaczenia takich zakresow dla réznych platform analitycznych podjeto kilka
zespotow badawczych, ale uzyskane przez nich wyniki wymagajg weryfikacji w badaniach
przeprowadzonych na wiekszych grupach oséb (Beda-Maluga i in., 2014; Beltran i in., 2008; Overgaard
i Pedersen, 2017; Whitehead i in., 2015). Przy omawianiu kwestii wykrywania makroprolaktynemii za
pomocg precypitacji PEG-iem nalezy dodad, iz niewatpliwg zaletg tej techniki jest tatwos$¢ wykonania
i niski koszt, jednakie metoda ta nie jest pozbawiona wad. Wykazano, Ze oprécz form
wielkoczgsteczkowych podczas precypitacji wytrgceniu moze ulegaé takie pewna cze$s¢ PRL
monomerycznej (15-25%) (Gilson i in., 2001; Kavanagh i in., 2006). Ponadto PEG moze interferowac z
odczynnikami zawartymi w niektérych systemach analitycznych, np. Axsym Abbott, Immulite 2000
Siemens, Access Beckman, Immuno-1 Bayer (Beltran i in., 2008). Z tego powodu technika precypitacji
nie powinna by¢ stosowana w laboratoriach, gdzie istnieje podejrzenie, ze sktadniki immunotestéow do
oznaczenn PRL mogg reagowal z glikolem polietylenowym (w takiej sytuacji nalezy rozwazyc
alternatywne metody diagnostyczne). Pomocna moze okazac sie procedura ultrafiltracji polegajgca na
rozdziale molekut o réznej masie czgsteczkowej za pomoca specjalnej btony filtracyjnej o okreslonej
wielkosci porow. Przydatnos¢ tej techniki w wykrywaniu makroprolaktynemii zostata opisana w kilku
pracach zagranicznych (Kavanaghiin., 2006; Landberg i in., 2007; Prazeresiin., 2003; Quinniin., 2006)

60



oraz w artykule opublikowanym przez autorki tej pracy, zawierajgcym wyniki badan poréwnujacych
skutecznos$¢ wykrywania makro-PRL metoda precypitacji i ultrafiltracji (Beda-Maluga i in., 2015).

Stwierdzenie makroprolaktynemii oraz prawidtowej wartosci ,,wolnej” PRL nie wymaga wdrazania
leczenia ani dodatkowych badan. Jednakze ze wzgledu na fakt, ze makroprolaktynemia jest stanem
przewlektym (Jimenez-Anon i in., 2021; Wallace i in., 2010), przydatne bytoby odnotowanie jej
wystepowania w historii choroby danego pacjenta, co pozwolitoby w przysztosci unikng¢ trudnosci
w interpretacji wynikdw oznaczen PRL.

2. Makrotyreotropina (makro-TSH)

W poréwnaniu z makro-PRL stosunkowo niewiele wiadomo na temat makroformy innego hormonu —
tyreotropiny (TSH, ang. thyroid-stimulating hormone, thyrotropin). Podobnie jak w przypadku PRL,
podstawowg czgsteczkg TSH oznaczang we krwi cztowieka jest forma monomeryczna o masie
czasteczkowej 28 kDa, wydzielana przez komadrki tyreotropowe przedniego ptata przysadki (Gardner
i Shoback, 2017). W latach 80. XX w. pojawity sie pierwsze doniesienia na temat wystepowania we krwi
ludzkiej form TSH zwigzanych z immunoglobuling G, ktére powodowaty pewnego rodzaju
zafatszowanie wynikéw badan w stosunku do rzeczywistego stanu klinicznego pacjenta (Lazarus i in.,
1983). Cho¢ od tamtej chwili mineto wiele czasu, opublikowane prace zawierajg gtéwnie opisy
przypadkéw (D’Arcyiin., 2021; Donadio-Andreiiin., 2019; Larseniiin., 2021; Lohiin., 2012), natomiast
stosunkowo niewiele ukazato sie badan na temat makrotyreotropiny (makro-TSH) (Giusti i in., 2017,
Hattoriiin., 2018, Hattoriiin., 2015). Na ich podstawie mozna jednak stwierdzi¢, ze makro-TSH cechuje
podobienstwo do makro-PRL nie tylko pod wzgledem budowy (monomeryczna forma hormonu
potaczona z immunoglobuling), lecz takze wtasciwosci, bowiem makroformy TSH ze wzgledu na swdj
rozmiar i utrudnione potaczenie z wiasciwymi receptorami komdrkowymi réwniez nie wykazujg
aktywnosci biologicznej. Konsekwencjg tego jest brak wptywu makroformy na synteze i wydzielanie
z gruczotu tarczowego hormondw tarczycy — tyroksyny i trijodotyroniny. Makro-TSH, podobnie jak
makro-PRL, zachowuje natomiast immunoreaktywnos¢, to znaczy, ze testy stosowane do oznaczania
TSH nie rozrdzniajg monomerycznej czgsteczki hormonu od postaci zwigzanej z immunoglobuling,
zatem obecnos¢ znacznych ilosci makro-TSH we krwi skutkuje zawyzeniem wartosci hormonu (Drees,
2018; Gulbahar i in., 2015; Hattori i in., 2015).

Obecnos¢ duzych ilosci makro-TSH we krwi moze prowadzi¢ wiec do uzyskania stezenia TSH
powyzej gbérnej granicy zakresu referencyjnego i prawidtowych wartosci hormondw tarczycy przy
braku objawéw klinicznych wskazujgcych na zaburzenia osi przysadkowo-tarczycowej. Taki uktad
badan hormonalnych jest typowy nie tylko dla makrotyreotropinemii (czyli dominacji makro-TSH we
krwi), lecz takze dla diagnozowanej obecnie bardzo czesto subklinicznej niedoczynnosci tarczycy
(Hattori i in., 2015). Jak podajg dostepne dane literaturowe, makrotyreotropinemia wystepuje dosé
rzadko, bo jedynie u 0,17-1,6% osdéb z podwyzszonym stezeniem TSH (Giusti i in., 2017; Hattori i in.,
2018; Hattori i in., 2016; Hattori i in., 2015). Doniesienia te znalazty potwierdzenie w wynikach
pierwszego w Polsce badania dotyczacego makro-TSH przeprowadzonego przy wspotudziale autorek
niniejszej pracy w Zaktadzie Neuroendokrynologii Uniwersytetu Medycznego w todzi w latach 2018—-
2019, ktéra to analiza stanowita temat pracy magisterskiej mgr Partycji Brody. W badaniu tym,
obejmujgcym 100 oséb, uktédrych TSH przekraczato goérng granice zakresu referencyjnego,
odnotowaty$smy dominacje makro-TSH (odsetek wytrgconej frakcji TSH wynoszacy 93%) u jednego
pacjenta (1%) (dane niepublikowane). Z drugiej strony dane dotyczace rozpoznawania subklinicznej
niedoczynnosci tarczycy (12—18%) (Calissendorff i Falhammar, 2020) z duzym prawdopodobieristwem
pozwalajg przypuszczaé, ze czesto$¢ wystepowania makro-TSH moze byé zdecydowanie wyzsza.
W praktyce problemem jest wiec ryzyko postawienia btednego rozpoznania i wdrozenia niepotrzebnej
dtugoterminowej (najczesciej do konca zycia pacjenta) terapii substytucyjnej preparatami L-tyroksyny.
Chociaz dotychczas nie ukazaty sie odpowiednie rekomendacje w tej kwestii, to na podstawie
powyzszych danych zasadna wydaje sie ocena ilosci makrokomplekséw hormonu szczegdlnie
w prébkach krwi tych pacjentéw, u ktdrych podwyzszonym wartosciom TSH nie towarzyszy obnizone
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stezenie hormondw tarczycy ani objawy niedoczynnosci tarczycy. Jednakze tego rodzaju zalecenia (nie
tylko zwiekszajgce koszty diagnostyczne, ale dodatkowo obcigzajgce praca laboratoria medyczne)
powinny by¢ poparte licznymi badaniami przeprowadzonymi w réznych krajach, gdyz jak wiadomo
liczba 0séb z rozpoznawang i leczong subkliniczng niedoczynnoscia tarczycy w Polsce i na swiecie jest
dos¢ wysoka.

W praktyce klinicznej do okreslenia zawartosci makro-TSH w prébce — tak jak w przypadku makro-
PRL — stosowana jest technika precypitacji PEG-iem (Giusti i in., 2017; Hattori i in., 2016; Hattori i in.,
2015; Mills i in., 2013), jednakze na chwile obecng badanie to wykonujg tylko pojedyncze laboratoria.
Analogicznie dokonywany jest pomiar TSH w prdobce wyjsciowej oraz po precypitacji, a nastepnie
wyliczany jest procentowy odzysk monomerycznych czgsteczek TSH (Réwnanie 2) lub odsetek tzw.
wytraconej frakcji TSH odzwierciedlajacy ilos¢ makro-TSH w prébce (Rownanie 3) (Hattori i in., 2016):

TSHpgg
Odzysk TSH [%] = W 100%

TSHPEG — stezenie tyreotropiny w supernatancie uzyskanym po precypitacji glikolem polietylenowym
TSH — stezenie tyreotropiny w prébce natywnej

Réwnanie 2. Wzér pozwalajgcy na wyliczenie odzysku monomerycznej tyreotropiny.

_ TSH — TSHppg
frakcja wytracona TSH [%] = TSH -100%

TSHPEG — stezenie tyreotropiny w supernatancie uzyskanym po precypitacji glikolem polietylenowym
TSH — stezenie tyreotropiny w prébce natywnej

Réwnanie 3. Wz6r pozwalajgcy na wyliczenie wytraconej frakcji tyreotropiny.

Proponowana interpretacja uzyskanych wartosci jest nieco inna niz w przypadku rozpoznawania
makroprolaktynemii. Wedtug danych literaturowych na obecno$¢ makro-TSH w probce wskazuje
wartosé procentowego odzysku ponizej 25—-10%, czyli odsetek wytrgconej frakcji TSH przekraczajacy
75-90% (Hattori i in., 2015; Loh i in., 2012). Zasadne wydaje sie, aby przy interpretacji wynikow brac
pod uwage takze wartos¢ ,wolnej” TSH, co pomogtoby trafniej okresli¢, ktérzy pacjenci rzeczywiscie
potrzebujg wdrozenia farmakoterapii substytucyjnej hormonami tarczycy (Favresse i in., 2018; Hattori
i in., 2015). Jednakze, podobnie jak w przypadku badania w kierunku makroprolaktynemii, wymaga to
opracowania dla poszczegélnych immunotestéw zakreséw referencyjnych dla wartosci hormonu po
precypitacji.

3. Makroformy gonadotropin przysadkowych

3.1. Makrolutropina (makro-LH)

Wystepowanie makroczgsteczek odnotowano takze w przypadku hormonu luteinizujgcego
(ang. luteinizing hormone, LH), cho¢ dostepne publikacje na ten temat sg bardzo nieliczne i obejmuja
tylko trzy opisy przypadku (Ogura-Ochi i in., 2020; Umemori i in., 2021; Vieira i in., 2003). Wszystkie
dotyczg miodych kobiet, u ktdrych stwierdzono podwyiszone stezenie LH, przy wartosciach
pozostatych hormondéw ptciowych mieszczgcych sie w zakresie normy. W prébkach surowicy badanych
pacjentek przeprowadzono precypitacje PEG-iem, a wyliczone wartosci odzysku byty bardzo niskie
(ponizej 10%), co wskazywato na obecnos¢ w nich znacznej ilosci makro-LH. Warto doda¢, ze u dwdch
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pacjentek wystepowaty zaburzenia miesigczkowania, co — zdaniem autoréw jednej z prac (Umemori
iin., 2021) — nasuwac¢ moze podejrzenie, ze makro-LH, w przeciwienstwie do makro-PRL czy makro-
TSH, posiada aktywno$¢ biologiczng. Jednakze w celu ustalenia wtasciwosci tej makroformy potrzebne
sg dalsze badania, gdyz zaburzenia miesigczkowania mogty u tych kobiet wynikaé takze z innych
przyczyn, niezwigzanych bezposrednio z nadmiernym stezeniem makro-LH.

3.2. Makrofolikulotropina (makro-FSH)

Zjawisko  wystepowania  makroczasteczek  dotyczy takie hormonu  folikulotropowego
(ang. follicle-stimulating hormone, FSH). Dotychczas w literaturze opisano cztery pacjentki, w ktérych
krwi dominowaty makroformy FSH, a nie formy monomeryczne (Catteauiin., 2019; Chiharaiin., 2020;
Guibet i in., 2021; Webster i in., 2010). Wysokie stezenia FSH u tych kobiet (w dwdch przypadkach
przekraczajace kilkukrotnie gérng granice normy) nie byty w petni zgodne z ich stanem klinicznym,
a przeprowadzone badania wykazaty u wszystkich oséb obecnosé znacznych ilo$ci makro-FSH pomimo
wczesniejszych podejrzenn zwigzanych z nieprawidtowym funkcjonowaniem gonad lub przytarczyc.
Niestety, na podstawie opublikowanych danych trudno jest obecnie wnioskowa¢ o wtasciwosciach tej
makroformy.

4. Makroformy insuliny

Stosunkowo liczne publikacje dotyczg wystepowania we krwi komplekséw insuliny z przeciwciatami
(Casesnovesiin., 1998; Churchiin., 2017; Iglesiasiin., 2013; Lamy i in., 2016; Zunguniin., 2019), ktére
opisywane sg zazwyczaj nie jako makro-insulina, ale jako zespét autoimmunologicznej hiperinsulinemii
(inaczej zespdt Hirata). Wynika to z okresowej dysocjacji kompleksu, ktéra na skutek uwolnienia
hormonu prowadzi do wystgpienia hiperinsulinemii oraz hipoglikemii. Istnienie podobnego
mechanizmu dysocjacji nie zostato jak dotad potwierdzone w przypadku makroform innych
hormondw, ale mozliwosé taka mogtaby stanowi¢ wyttumaczenie obecnosci objawéw nadmiaru
hormonu u pacjentdw z dominacja MA we krwi. Ze wzgledu na specyfike i ztozonos¢ aspektow
klinicznych zwigzanych z obecnoscig kompleksow insuliny z przeciwciatami szczegétowy opis zespotu
autoimmunologicznej hiperinsulinemii wykracza poza ramy tego opracowania.

5. Makroformy pozostatych hormonoéw

W literaturze dostepne sg takze informacje na temat wystepowania we krwi makroform innych
hormondw, ale sg one bardzo nieliczne.

Dwa doniesienia dotyczg wystepowania makroform parathormonu (PTH, ang. parathormone).
Stwierdzono je u mezczyzny po przeszczepie nerki i zapaleniu ptuc oraz u kobiety chorujacej na
niedoczynnos¢ tarczycy. U obydwu osdb podwyzszonemu stezeniu PTH nie towarzyszyty kliniczne
symptomy nadczynnosci przytarczyc, a wyniki przeprowadzonej precypitacji PEG-iem wskazywaty na
obecnos$é makro-PTH we krwi (Kanonidou i in., 2018; Prodan i in., 2016).

Jedna z publikacji dotyczy makrokalcytoniny (makro-CT), stwierdzonej u trzech pacjentow,
u ktérych podwyzszone stezenie kalcytoniny (CT, ang. calcitonin) nie znajdowato odzwierciedlenia
w obrazie klinicznym. Interesujacy jest fakt, ze wszystkie te osoby przeszty tyreoidektomie, a u dwdch
z nich w histopatologicznym badaniu pooperacyjnym rozpoznano raka rdzeniastego tarczycy (Alves
iin., 2016).

Rowniez w jednym tylko doniesieniu opisano wystepowanie makroform gonadotropiny
kosmoéwkowej (hCG, ang. human chorionic gonadotropin), czyli makro-hCG. Kompleksy tego hormonu
stwierdzono u kobiety, ktéra przeszta procedure inseminacji. Zdaniem autoréw pracy iniekcje hCG
wykonywane podczas przygotowania do zabiegu mogty wywota¢ odpowiedz immunologiczng, ktérej
konsekwencjg byto powstanie makro-hCG (Heijboer iin., 2011).
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Whioski

W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze choé¢ w praktyce najczesciej wykrywang makroforma jest
makro-PRL, to wystepowanie makroczasteczek we krwi jest mozliwe takze w przypadku hormonéw
glikoproteinowych, jak i innych hormondéw peptydowych. Z tego powodu istotne jest, aby w kazdej
sytuacji, w ktdrej podwyziszonemu stezeniu hormonu w badaniu laboratoryjnym nie towarzyszg
typowe objawy kliniczne, mie¢ na uwadze mozliwos¢ wystepowania we krwi pacjenta duzej ilosci
makroform tego hormonu. Woéwczas przeprowadzenie dodatkowych badan oceniajgcych ich
zawartos¢ moze zapobiec niewtasciwej diagnozie i wdrozeniu niepotrzebnego leczenia.

Bibliografia

Alves T.G., Kasamatsu T.S., Yang J.H. iin. 2016. Macrocalcitonin is a novel pitfall in the routine of serum calcitonin
immunoassay. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 101(2), str. 653-658.
DOI: 10.1210/jc.2015-3137.

Bartoszewicz Z. 2003. Makroprolaktynemia — hiperprolaktynemia charakteryzujgca sie obecnoscia
wysokoczgsteczkowej makroprolaktyny. Labforum 14, str. 4-5.

Beda-Maluga K., Pisarek H., Komorowski J., Pawlikowski M., Swietostawski J., Winczyk K. 2011. The detection
of macroprolactin by precipitation and ultrafiltration methods. Endokrynologia Polska 62(6), str. 529-536.

Beda-Maluga K., Pisarek H., Komorowski J., $wietos’fawski J., Fuss-Chmielewska J., Winczyk K. 2014. Evaluation
of hyperprolactinaemia with the use of the intervals for prolactin after macroforms separation. Journal
of Physiology and Pharmacology: An Official Journal of the Polish Physiological Society 65(3), str. 359—364.

Beda-Maluga K., Pisarek H., Romanowska I., Komorowski J., Swietostawski J., Winczyk K. 2015. Ultrafiltration —
an alternative method to polyethylene glycol precipitation for macroprolactin detection. Archives
of Medical Science: AMS 11(5), str. 1001-1007.

Beltran L., Fahie-Wilson M.N., McKenna T.J., Kavanagh L., Smith T.P. 2008. Serum total prolactin and monomeric
prolactin reference intervals determined by precipitation with polyethylene glycol: evaluation and
validation on common immunoassay platforms. Clinical Chemistry 54(10), str. 1673-1681.
DOI: 10.1373/clinchem.2008.105312.

Biagetti B., Ferrer Costa R., Alfayate Guerra R., Alvarez Garcia E., Berlanga Escalera E., Casals G., Esteban Saldn
M., Granada lbern M.-L., Gorrin Ramos J., Lopez Lazareno N., Oriola J., Sdnchez Martinez P.M., Torregrosa
Quesada M.E., Urgell Rull E., Garcia Lacalle C. 2021. Macroprolactina: del laboratorio a la practica clinica.
Recomendaciones del grupo de trabajo de laboratorio de la SEEN y de la comision de hormonas de la
SEQCML sobre la medicion e informe del resultado de la macroprolactina. Endocrinologia, Diabetes
y Nutricién, nr artykutu: S2530-0164(21)00082-3. DOI: 10.1016/j.endinu.2020.12.002.

Calissendorff J., Falhammar H. 2020. To treat or not to treat subclinical hypothyroidism, what is the evidence?
Medicina 56(1), str. 40. DOI: 10.3390/medicina56010040.

Casesnoves A., Mauri M., Dominguez J.R., Alfayate R., Picd A.M. 1998. Influence of anti-insulin antibodies on
insulin immunoassays in the autoimmune insulin syndrome. Annals of Clinical Biochemistry: International
Journal of Laboratory Medicine 35(6), str. 768—774. DOI: 10.1177/ 000456329803500610.

Catteau A., Bach-Ngohou K., Blin J., Barriere P., Fréour T., Masson D. 2019. Abnormally elevated follicle-
stimulating hormone (fsh) level in an infertile woman. Case Reports in Endocrinology 2019, str. 1-5.
DOI: 10.1155/2019/3071649.

Che Soh N.A.A., Yaacob N.M., Omar J., Mohammed Jelani A., Shafii N., Tuan Ismail T.S., Wan Azman W.N., Ghazali
A.K. 2020. Global prevalence of macroprolactinemia among patients with hyperprolactinemia: a systematic
review and meta-analysis. International Journal of Environmental Research and Public Health 17(21),
nr artykutu: 8199. DOI: 10.3390/ijerph17218199.

Chihara K., Hattori N., Matsuda T., Murasawa S., Daimon M., Shimatsu A. 2020. Procedures for the diagnosis
of macro-follicle stimulating hormone (FSH) in a patient with high serum FSH concentrations. Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM) 58(2), str. e40—e43. DOI: 10.1515/cclm-2019-0846.

Church D., Cardoso L., Bradbury S., Clarke C., Stears A., Dover A., Halsall D., Semple R. 2017. Diagnosis of insulin
autoimmune syndrome using polyethylene glycol precipitation and gel filtration chromatography with
ex vivo insulin exchange. Clinical Endocrinology 86(3), str. 347—353. DOI: 10.1111/cen.13179.

64


https://doi.org/10.1210/jc.2015-3137
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.105312
https://doi.org/10.1016/j.endinu.2020.12.002
https://doi.org/10.3390/medicina56010040
https://doi.org/10.1177/%20000456329803500610
https://doi.org/10.1155/2019/3071649
https://doi.org/10.3390/ijerph17218199
https://doi.org/10.1515/cclm-2019-0846
https://doi.org/%2010.1111/cen.13179

Chutpiboonwat P., Yenpinyosuk K., Sridama V., Kunjan S., Klaimukh K., Snabboon T. 2020. Macroprolactinemia
in patients with hyperprolactinemia: an experience from a single tertiary center. Pan African Medical
Journal 36(8). DOI: 10.11604/pamj.2020.36.8.22923.

D’Arcy R., Hunter S., Spence K. & McDonnell M. 2021. A case of macro-TSH masquerading as subclinical
hypothyroidism. BMJ Case Reports 14(7), nr artykutu: e243436. DOI: 10.1136/bcr-2021-243436.

Donadio-Andrei S., Hubert N., Raverot V., Plantin-Carrenard E., Kuczewski E., Charrié A., Ronin C., Gauchez A.S,,
Chikh K. 2019. A challenging case: highly variable TSH in a mother and her two children. Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (CCLM) 57(6), str. e114—-e117. DOI: 10.1515/cclm-2018-0871.

Drees J.C. 2018. Case of the improbably high TSH. Clinical Chemistry 64(5), str. 872-873.
DOI: 10.1373/clinchem.2017.280040.

Ellis A.R., Fahie-Wilson M. 2005. Method recognition of big prolactin in serum and prolactin in amniotic fluid.
Edinburgh: UK NEQAS Report 310, str. 1-4.

Fahie-Wilson M.N., John R., Ellis A.R. 2005. Macroprolactin; high molecular mass forms of circulating prolactin.
Annals of Clinical Biochemistry: International Journal of Laboratory Medicine 42(3), str. 175-192.
DOI: 10.1258/0004563053857969.

Favresse J., Burlacu M.C., Maiter D., Gruson D. 2018. Interferences With Thyroid Function Immunoassays: Clinical
Implications  and Detection  Algorithm. Endocrine  Reviews  39(5), str.  830-850.
DOI: 10.1210/er.2018-00119.

Freeman M.E., Kanyicska B., Lerant A., Nagy G. 2000. Prolactin: Structure, Function, and Regulation of Secretion.
Physiological Reviews 80(4), str. 1523-1631. DOI: 10.1152/physrev. 2000.80.4.1523.

Gardner D.G., Shoback D. 2017. Greenspan’s Basic & Clinical Endocrinology. Wyd. 10. McGraw-Hill Education,
New York.

Gibney J., Smith T.P., McKenna T.J. 2005. The impact on clinical practice of routine screening for macroprolactin.
The  Journal  of  Clinical  Endocrinology & Metabolism 90(7), str. 3927-3932.
DOI: 10.1210/jc.2004-2234.

Gilson G., Schmit P., Thix J., Hoffman J.P., Humbel R.L. 2001. Prolactin results for samples containing
macroprolactin are method and sample dependent. Clinical Chemistry 47(2), str. 331-333.

Giusti M., Conte L., Repetto A.M., Gay S., Marroni P., Mittica M., Mussap M. 2017. Detection of polyethylene
glycol thyrotropin (TSH) precipitable percentage (Macro-TSH) in patients with a history of thyroid cancer.
Endocrinology and Metabolism 32(4), str. 460—465. DOI: 10.3803/enm. 2017.32.4.460.

Guibet C., Lauro C., Grouthier V., Corcuff J.B., Violin A., Brossaud J., Georges A. 2021. Une grosse FSH qui trompe
énormément: a propos d’un cas de macro-FSH [About a case of macro-FSH analytical interference]. Annales
De Biologie Clinique 76(4), str. 353—355. DOI: 10.1684/abc.2021.1630.

Gulbahar 0., Konca Degertekin C., Akturk M., Yalcin M.M., Kalan I., Atikeler G.F., Altinova A.E., Yetkin I., Arslan
M., Toruner F. 2015. A case with immunoassay interferences in the measurement of multiple hormones.
The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 100(6), str. 2147-2153. DOI: 10.1210/jc.2014-4023.

Hattori N. 2003. Macroprolactinemia: a new cause of hyperprolactinemia. Journal of Pharmacological Sciences
92(3), str. 171-177. DOI: 10.1254/jphs.92.171.

Hattori N., Inagaki C. 1997. Anti-prolactin (PRL) autoantibodies cause asymptomatic hyperprolactinemia:
bioassay and clearance studies of PRL-immunoglobulin G complex. The Journal of Clinical Endocrinology
& Metabolism 82(9), str. 3107-3110. DOI: 10.1210/jcem.82.9.4250.

Hattori N., lkekubo K., Nakaya Y., Kitagawa K., Inagaki C. 2005. Immunoglobulin G subclasses and prolactin (PRL)
isoforms in macroprolactinemia due to anti-PRL autoantibodies. The Journal of Clinical Endocrinology
& Metabolism 90(5), str. 3036—3044. DOI: 10.1210/jc.2004-1600.

Hattori N., Nakayama Y., Kitagawa K., Ishihara T., Saiki Y., Inagaki C. 2008. Anti-prolactin (PRL) autoantibodies
suppress PRL bioactivity in patients with macroprolactinaemia. Clinical Endocrinology 68(1), str. 72-76.
DOI: 10.1111/j.1365-2265.2007.03001.x.

Hattori N., Ishihara T., Yamagami K., Shimatsu A. 2015. Macro TSH in patients with subclinical hypothyroidism.
Clinical Endocrinology 83(6), str. 923—930. DOI: 10.1111/cen.12643.

Hattori N., Ishihara T., Shimatsu A. 2016. Variability in the detection of macro TSH in different immunoassay
systems. European Journal of Endocrinology 174(1), str. 9—-15. DOI: 10.1530/eje-15-0883.

65


https://dx.doi.org/10.11604%2Fpamj.2020.36.8.22923
https://doi.org/10.1136/bcr-2021-243436
https://doi.org/10.1515/cclm-2018-0871
https://doi.org/10.1373/clinchem.2017.280040
https://doi.org/10.1258/0004563053857969
https://doi.org/10.1210/er.2018-00119
https://doi.org/10.1152/physrev.%202000.80.4.1523
https://doi.org/10.1210/jc.2004-2234
https://doi.org/10.3803/enm.%202017.32.4.460
https://doi.org/10.1684/abc.2021.1630
https://doi.org/10.1210/jc.2014-4023
https://doi.org/10.1254/jphs.92.171
https://doi.org/10.1210/jcem.82.9.4250
https://doi.org/10.1210/jc.2004-1600
https://doi.org/10.1111/j.1365-2265.2007.03001.x
https://doi.org/10.1111/cen.12643
https://doi.org/10.1530/eje-15-0883

Hattori N., Aisaka K., Chihara K., Shimatsu A. 2018. Current thyrotropin immunoassays recognize macro-
thyrotropin leading to hyperthyrotropinemia in females of reproductive age. Thyroid 28(10), str. 1252—
1260. DOI: 10.1089/thy.2017.0624.

Heijboer A.C., Martens F., Mulder S.D., Schats R., Blankenstein M.A. 2011. Interference in human chorionic
gonadotropin (hCG) analysis by macro-hCG. Clinica Chimica Acta 412(23-24), str. 2349-2350.
DOI: 10.1016/j.cca.2011.08.004.

Iglesias P., Grande C., Cano A.G., Mauri M. 2013. Anti-insulin antibodies interference in the Siemens Immulite
chemiluminescent  insulin  immuno-assay. Clinica  Chimica  Acta 425, str. 186-187.
DOI: 10.1016/j.cca.2013.08.001.

Jackson R.D., Wortsman J., Malarkey W.B. 1985. Macroprolactinemia presenting like a pituitary tumor.
The American Journal of Medicine 78(2), str. 346—350. DOI: 10.1016/0002-9343(85)90448-6.

Jeske W. 2008. Przyczyny rozbieznosci wynikdw oznaczen prolaktyny i powody prawdziwej albo pozornej
niezgodnosci ze stanem klinicznym. Endokrynologia Polska 59(1), str. 30-32.

Jimenez-Anon L., Barallat J., Regidor D., Urgell E., Dolade M., Granada M.L. 2021. Assessment of intraindividual
agreement in prolactin results after post-polyethylene glycol precipitation test for the estimation
of macroprolactin. Should the precipitation procedure be repeated in the same patient? Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (CCLM) 59(1), str. e27—e29. DOI: 10.1515/ cclm-2020-0858.

Kanonidou C., Mc Neilly J., Srivastava R. 2018. Macrohormones: bigger isn’t always better. Endocrine Abstracts
59(41), nr postera: EP41. DOI: 10.1530/endoabs.59.EP41.

Kavanagh L., McKenna T.J., Fahie-Wilson M.N., Gibney J., Smith T.P. 2006. Specificity and Clinical Utility
of Methods for the Detection of Macroprolactin. Clinical Chemistry 52(7), str. 1366-1372.
DOI: 10.1373/clinchem.2005.065854.

Lamy P.J.,, Sault C., Renard E. 2016. High fasting serum insulin level due to autoantibody interference in insulin
immunoassay discloses autoimmune insulin syndrome: a case report. Annales de biologie Clinique 74(4),
str. 490-494. DOI: 10.1684/abc.2016.1168.

Landberg E., Wahlberg J., Rydén I., Arvidsson B.M. & Ekman B. 2007. Detection of molecular variants of prolactin
in human serum, evaluation of a method based on ultrafiltration. Clinica Chimica Acta 376(1-2), str. 220-
225.DOI: 10.1016/j.cca.2006.08.029.

Larsen C.B., Petersen E.R.B., Overgaard M., Bonnema S.J. 2021. Macro-TSH: A diagnostic challenge. European
Thyroid Journal 10(1), str. 93—-97. DOI: 10.1159/000509184.

Lazarus J.H., John R, Ginsberg J., Hughes I.A., Shewring G., Smith B.R., Woodhead J.S., Hall R. 1983. Transient
neonatal hyperthyrotrophinaemia: a serum abnormality due to transplacentally acquired antibody
to thyroid stimulating hormone. British Medical Journal (Clinical Research ed.) 286(6365), str. 592-594.
DOI: 10.1136/bmj.286.6365.592.

Leite V., Cosby H., Sobrinho L.G., Fresnoza A., Santos M.A., Frlesen H.G. 1992. Characterization of big, big
prolactin in patients with hyperprolactinaemia. Clinical Endocrinology 37(4), str. 365-372.
DOI: 10.1111/j.1365-2265.1992.tb02340.x.

Leslie H., Courtney C.H., Bell P.M., Hadden D.R., McCance D.R., Ellis P.K., Sheridan B., Atkinson A.B. 2001.
Laboratory and Clinical Experience in 55 Patients with Macroprolactinemia Identified by a Simple
Polyethylene Glycol Precipitation Method. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 86(6),
str. 2743-2746. DOI: 10.1210/jcem.86.6.7521.

Loh T.P., Kao S.L., Halsall D.J., Toh S.A.E.S., Chan E., Ho S.C., Tai E.S., Khoo C.M. 2012. Macro-Thyrotropin: A case
report and review of literature. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 97(6), str. 1823—1828.
DOI: 10.1210/jc.2011-3490.

Melmed S., Casanueva F.F., Hoffman A.R., Kleinberg D.L., Montori V.M., Schlechte J.A., Wass J.A.H. 2011.
diagnosis and treatment of hyperprolactinemia: an endocrine society clinical practice guideline. The Journal
of Clinical Endocrinology & Metabolism 96(2), str. 273—-288. DOI: 10.1210/ jc.2010-1692.

Mendoza H., Connacher A., Srivastava R. 2009. Reminder of important clinical lesson: Unexplained high thyroid
stimulating hormone: a ,BIG” problem. BMJ Case Reports, nr artykutu: bcr0120091474.
DOI: 10.1136/ bcr.01.2009.1474.

Mills F., Jeffery J., Mackenzie P., Cranfield A., Ayling R.M. 2013. An immunoglobulin G complexed form of thyroid-
stimulating hormone (macro thyroid-stimulating hormone) is a cause of elevated serum thyroid-stimulating

66


https://doi.org/10.1089/thy.2017.0624
https://doi.org/10.1016/j.cca.2011.08.004
https://doi.org/%2010.1016/j.cca.2013.08.001
https://doi.org/10.1016/0002-9343(85)90448-6
https://doi.org/10.1515/%20cclm-2020-0858
https://doi.org/10.1530/endoabs.59.EP41
https://doi.org/10.1373/clinchem.2005.065854
https://doi.org/10.1684/abc.2016.1168
https://doi.org/10.1016/j.cca.2006.08.029
https://doi.org/10.1159/000509184
https://doi.org/10.1136/bmj.286.6365.592
https://doi.org/10.1111/j.1365-2265.1992.tb02340.x
https://doi.org/10.1210/jcem.86.6.7521
https://doi.org/10.1210/jc.2011-3490
https://doi.org/10.1210/%20jc.2010-1692
https://doi.org/10.1136/%20bcr.01.2009.1474

hormone concentration. Annals of Clinical Biochemistry: International Journal of Laboratory Medicine 50(5),
str. 416—420. DOI: 10.1177/0004563213476271.

Nguyen K.N., Langevin R.H., McPhaul M.J., Hashim I.A. 2021. Circulating macroprolactin exhibits molecular
heterogeneity and is not exclusively an antibody complex. Clinica Chimica Acta 514, str. 90-95.
DOI: 10.1016/j.cca.2020.12.018.

Ogura-Ochi K., Itoshima K., Kamada Y., Otsuka F. 2020. SAT-LB1 detection of serum macro-luteinizing hormone.
Journal of the Endocrine Society 4(Suppl 1). DOI: 10.1210/jendso/ bvaa046.2069.

Olukoga A.O. 2002. Macroprolactinemia is clinically important. The Journal of Clinical Endocrinology
&Metabolism 87(10), str. 4833—-4834. DOI: 10.1210/jc.2002-020936.

Olukoga A.O., Kane J.W. 1999. Macroprolactinaemia: validation and application of the polyethylene glycol
precipitation test and clinical characterization of the condition: Macroprolactinaemia. Clinical
Endocrinology 51(1), str. 119-126. DOI: 10.1046/j.1365-2265.1999.00757..x.

Overgaard M., Pedersen S.M. 2017. Serum prolactin revisited: parametric reference intervals and cross platform
evaluation of polyethylene glycol precipitation-based methods for discrimination between
hyperprolactinemia and macroprolactinemia. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM) 55(11),
str. 1744-1753. DOI: 10.1515/ccIm-2016-0902.

Prazeres S., Santos M.A., Ferreira H.G., Sobrinho L.G. 2003. A practical method for the detection
of macroprolactinaemia  using  ultrafiltration.  Clinical ~ Endocrinology ~ 58(6), str. 686—690.
DOI: 10.1046/j.1365-2265.2003.01721.x.

Prodan P., Nandoshvili E., Webster C., Shakher J. 2016. Asymptomatic elevated PTH level due to immunoassay
interference resulting from Macro-PTH: a case report. Endocrine Abstracts 44, nr abstraktu CC4.
DOI: http://dx.doi.org/10.1530/endoabs.44.CC4.

Quinn A.M., Rubinas T.C., Garbincius C.J., Holmes E.W. 2006. Determination of ultrafilterable prolactin:
elimination of macroprolactin interference with a monomeric prolactin-selective sample pretreatment.
Archives of Pathology & Laboratory Medicine 130(12), str. 1807-1812.
DOI: 10.5858/ 2006-130-1807-DOUPEO.

Sadideen H., Swaminathan R. 2006. Macroprolactin: What is it and what is its importance? International Journal
of Clinical Practice 60(4), str. 457-461. DOI: 10.1111/j.1368-5031.2006.00732.x.

Schiettecatte J., Schepper J.D., Velkeniers B., Smitz J., Steirteghem A.V. 2001. Rapid detection of macroprolactin
in the form of prolactin-immunoglobulin G complexes by immunoprecipitation with anti-human IgG-
Agarose. Clinical Chemistry  and Laboratory =~ Medicine 39(12), str. 1244-1248.
DOI: 10.1515/ccIm.2001.200.

SheraziN., Baig M.Z., Khan A.H., Khan A. 2018. Frequency of macroprolactin in hyperprolactinemia. Journal of the
College of Physicians and Surgeons Pakistan 28(2), str. 93—97. DOI: 10.29271/ jcpsp.2018.02.93.

Sinha Y.N. 1995. Structural variants of prolactin: occurrence and physiological significance. Endocrine Reviews
16(3), str. 354-369. DOI: 10.1210/edrv-16-3-354.

Smith T.P., Suliman A.M., Fahie-Wilson M.N., McKenna T.J. 2002. Gross variability in the detection of prolactin
in sera containing big big prolactin (macroprolactin) by commercial immunoassays. The Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism 87(12), str. 5410-5415. DOI: 10.1210/jc.2001-011943.

Suh H.K,, Frantz A.G. 1974. Size Heterogeneity of Human Prolactin in Plasma and Pituitary Extracts. The Journal
of Clinical Endocrinology & Metabolism 39(5), str. 928-935. DOI: 10.1210/jcem-39-5-928.

Suliman A.M., Smith T.P., Gibney J., McKenna T.J. 2003. Frequent Misdiagnosis and Mismanagement
of Hyperprolactinemic Patients before the Introduction of Macroprolactin Screening: Application of a New
Strict Laboratory Definition of Macroprolactinemia. Clinical Chemistry 49(9), str. 1504-15009.
DOI: 10.1373/49.9.1504.

Sztefko K. 2006. Wyktady monograficzne z diagnostyki laboratoryjnej. Cz. 1. Wydawnictwo Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakdw.

Umemori Y., Murai R., Asanuma K., Takahashi Y., Kuno Y., Saito T., Takahashi S. 2021. Luteinizing hormone (LH)
formed a complex with an immunoglobulin G caused abnormally high levels of LH: A case report. Clinical
Biochemistry 93, str. 33—35. DOI: 10.1016/j.clinbiochem.2021.03.010.

Vallette-Kasic S., Morange-Ramos I., Selim A., Gunz G., Morange S., Enjalbert A., Martin P.M., Jaquet P., Brue T.
2002. Macroprolactinemia revisited: a study on 106 patients. The Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism 87(2), str. 581-588. DOI: 10.1210/jcem.87.2.8272.

67


https://doi.org/10.1177/0004563213476271
https://doi.org/10.1016/j.cca.2020.12.018
https://doi.org/10.1210/jendso/%20bvaa046.2069
https://doi.org/10.1210/jc.2002-020936
https://doi.org/10.1046/j.1365-2265.1999.00757.x
file:///C:/Users/katar/AppData/Local/Packages/microsoft.windowscommunicationsapps_8wekyb3d8bbwe/LocalState/Files/S0/2037/Attachments/10.1515/cclm-2016-0902
https://doi.org/10.1046/j.1365-2265.2003.01721.x
http://dx.doi.org/10.1530/endoabs.44.CC4
https://doi.org/10.5858/%202006-130-1807-DOUPEO
https://doi.org/10.1111/j.1368-5031.2006.00732.x
https://doi.org/10.1515/cclm.2001.200
https://doi.org/10.29271/%20jcpsp.2018.02.93
https://doi.org/10.1210/edrv-16-3-354
https://doi.org/10.1210/jc.2001-011943
https://doi.org/10.1210/jcem-39-5-928
https://doi.org/10.1373/49.9.1504
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2021.03.010
https://doi.org/10.1210/jcem.87.2.8272

Vieira J.G.H., Nishida S.K., Faria de Camargo M.T., Hauache O.M., Monteiro de Barros Maciel R., Guimarades V.
2003. ,MacroLH”: anomalous molecular form that behaves as a complex of luteinizing hormone (LH)
and IgG in a patient with unexpectedly high LH values. Clinical Chemistry 49(12), str. 2104-2105.
DOI: 10.1373/clinchem.2003.024992.

Wallace I.R., Satti N., Courtney C.H., Leslie H., Bell P.M., Hunter S.J., McCance D.R., Sheridan B., Atkinson A.B.
2010. Ten-year clinical follow-up of a cohort of 51 patients with macroprolactinemia establishes
it as a benign variant. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 95(7), str. 3268-3271.
DOI: 10.1210/jc.2010-0114.

Webster R., Fahie-Wilson M., Barker P., Chatterjee V.K., Halsall D.J. 2010. Immunoglobulin interference in serum
follicle-stimulating hormone assays: autoimmune and heterophilic antibody interference. Annals of Clinical
Biochemistry: International  Journal  of  Laboratory  Medicine 47(4), str. 386—-389.
DOI: 10.1258/acb.2010.010044.

Whitehead S., Cornes M., Ford C., Gama R. 2015. Reference ranges for serum total and monomeric prolactin for
the current generation Abbott Architect assay. Annals of Clinical Biochemistry: International Journal
of Laboratory Medicine 52(1), str. 61-66. DOI: 10.1177/0004563214547779.

Yang W., Guo Z., Zhou Y., Du J., Liu H., Jia J., Shen Y., Chen Y. 2021. Optimization of a screening method for
macroprolactinemia.  Journal = of  Chromatography B 1175, nr artykutu: 122723.
DOI: 10.1016/j.ichromb. 2021.122723.

Zungun C., Gungoren M., Laleli Y. 2019. What if all is well except insulin: a macroinsulin case report. Dostepne
online: https://bit.ly/3DOyYCU (dostep: 20.07.2021).

68


https://doi.org/10.1373/clinchem.2003.024992
https://doi.org/%2010.1210/jc.2010-0114
https://doi.org/10.1258/acb.2010.010044
https://doi.org/10.1177/0004563214547779
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.%202021.122723
https://bit.ly/3DOyYCU

um UMEDICAL
REPORTS

WPLYW HISTAMINY NA PROCESY

GOJENIA | WEOKNIENIA
THE EFFECT OF HISTAMINE
ON HEALING AND FIBROSIS

Monika Wolak! ®, Ewa Bojanowska! (®,
Anna Krzyminska? @, Jacek Drobnik?* ®

1 Zaktad Patofizjologii Behawioralnej, Katedra Patologii Ogdélnej i Do$wiadczalnej,
Uniwersytet Medyczny w todzi, ul Zeligowskiego 7/9, £6dz; monika.wolak@umed.lodz.pl
2 Zaktad Patofizjologii, Katedra Patologii Ogdlnej i Do$wiadczalnej,

Uniwersytet Medyczny w todzi, ul. Zeligowskiego 7/9, tédz

* drob@op.pl

stabilizacja struktury
pobudzenie regeneraciji macierzy pozakomorkowej

komorek naskorka i
zalezne od H,R, H,R < T J’ﬂ

rozszerzenie naczyn
- wzrost przeptywu
krwi w ranie

$zawartosci kolagenu (H, R, H,R, HR)

pobudzenie
angiogenezy Tekspresji periostyny

Tmigracji fibroblastow

T aktywnosci metabolicznej
mitochondriéw fibroblastéw (H,,R)



Streszczenie: Odczyn zapalny w ranie wptywa na szybkos¢ gojenia oraz okresla jakos$¢ blizny. Histamina
jest mediatorem zapalenia, ktéry w istotny sposdb wywiera regulacyjny wptyw na procesy gojenia
i bliznowacenia. Liczne doniesienia pokazujg znaczace nagromadzenie komodrek tucznych w ranie
w réznych fazach procesu gojenia. Stwierdzono réwniez wzrost poziomu histaminy w ranie.
W badaniach przeprowadzonych na zwierzetach eksperymentalnych udowodniono, ze histamina
przy$piesza  gojenie ran  skérnych, zwieksza  kolagenogeneze ipodwyisza  poziom
glikozoaminoglikanéw. Dziatanie histaminy w procesach gojenia wigze sie z regulacjg przeptywu krwi
przez rane lub bezposrednim dziataniem histaminy na komorki rany poprzez pobudzenie receptoréw
btonowych gtéwnie H1 i H2. W badaniach przeprowadzonych na miofibroblastach pobranych z ran
powierzchniowych udowodniono, ze histamina zwieksza aktywnos¢ metaboliczng komorek,
podwyzsza poziom kolagenu oraz zwieksza poziom transformujgcego czynnika wzrostu B1 (TGFB1).
Udowodniono zalezny od histaminy wzrost stezenia zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF)
w brzegach rany. W hodowlach miofibroblastéw pobranych z blizny pozawatowej zwiekszenie poziomu
kolagenu przez histamine jest zalezne od receptoréw H3. Histamina stabilizuje strukture kolagenu oraz
komplekséw kolagen — glikozoaminoglikany, wptywa na angiogeneze oraz migracje i proliferacje
komodrek w ranie.

Histamina wywiera regulacyjny wptyw na gojenie ran, modyfikujac, zaleznie od dawki synteze
macierzy pozakomdrkowej w ziarninie, angiogeneze, migracje i proliferacje komdrek w ranie. Efekt
histaminy jest zalezny od pobudzenia receptoréw btonowych. Najlepiej udokumentowany jest udziat
receptorow H1, H2 i H3 w regulacji proceséw gojenia. Pod wptywem histaminy wydzielane sg czynniki
wzrostu (TGFB1, bFGF) i periostyna, ktore mogg modyfikowad procesy gojenia.

Stowa kluczowe: fibroblasty, glikozoaminoglikany, kolagen, komérki tuczne, witdknienie
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Abstract: Tissue repair and the quality of the scar depend on the inflammatory process. Both healing
and scar formation are mediated by histamine. The repair process is characterized by mast cell
accumulation and histamine augmentation within the wound. Histamine accelerated healing,
increased collagenogenesis and augmented glycosaminoglycan accumulation. Histamine itself
influences vasodilatation and increases blood flow to the wound or has direct effects on the fibroblasts
within the wound. These effects are dependent on the activation of both H1 and H2 histamine
receptors. In myofibroblasts isolated from wound granulation tissue, histamine increased cell
metabolic activity, augmented collagen level within the culture and stimulated secretion
of transforming growth factor B1 (TGFB1); it also accelerated basic fibroblast growth factor (bFGF)
release. In a culture of myofibroblasts derived from myocardial infarction scar, histamine increased
collagen level by stimulation of H3 receptors. Histamine was also observed to stabilize both the
collagen molecule and collagen-glycosaminoglycan complexes, and to accelerate angiogenesis,
migration and cell proliferation within the wound.

Conclusion: Histamine exerts a regulatory action on the extracellular matrix synthesis,
angiogenesis, cell migration and proliferation within the wound. The effects are mainly dependent
on the activation of H1 and H2 receptors. Histamine-dependent effects may be mediated by growth
factors (bFGF and TGFB1) and periostin.

Keywords: collagen, fibroblasts, fibrosis, glycosaminoglycans, mast cells
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Wprowadzenie

Gojenie sie ran jest procesem majgcym na celu przywrdécenie ciggtosci uszkodzonego narzadu poprzez
wytworzenie blizny. Proces ten skfada sie z kilku naktadajgcych sie na siebie faz: hemostazy, zapalenia,
migracji i proliferacji komoérek, syntezy biatek oraz przebudowy i obkurczenia rany.

Hemostaza jest odpowiedzialna za wytworzenie skrzepu i zahamowanie krwawienia. Skrzep
stanowi jednoczes$nie naturalny opatrunek chronigcy rane przed wptywem srodowiska zewnetrznego,
zapewniajgcy zranionej powierzchni odpowiednig wilgotnos¢ i temperature. Obkurczanie naczyn
krwionosnych, tworzenie sieci fibrynowej oraz adhezja, agregacja i sekrecja ptytek sg podstawowymi
mechanizmami hamowania krwawienia. Ptytki krwi wydzielaja czynniki wzrostu, takie jak
ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived growth factor, PDGF), transformujacy czynnik
wzrostu a i B1 (TGFa i TGFB1, ang. transforming growth factor a i transforming growth factor 81),
czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. fibroblast growth factor, FGF) czynnik wzrostu naskdrka
(ang. epidermal growth factor, EGF) i inne. Zatem ptytki krwi wywierajg korzystny wptyw i przyspieszajg
gojenie. Spolimeryzowana siec fibrynowa potgczona z fibronektyng stabilizuje czop ptytkowy (Grinnell
i in., 1981). Sie¢ fibrynowo-fibronektynowa tworzy prowizoryczng macierz komérkowa bedaca
rusztowaniem dla migrujgcych w ranie komérek. Wedrujgce komdrki przylegajg do witdkien
fibronektyny (Grinnell i in., 1984). Uposledzenie polimeryzacji fibryny jest obserwowane w zespole
braku czynnika XllIl i wigze sie z zaburzeniem adhezji komérek i chemotaksji, co zatem prowadzi do
zahamowania gojenia (Fukai i in., 1991). Proces formowania skrzepu moze by¢ modyfikowany przez
tryptaze wydzielang przez komoérki tuczne. Enzym ten hamuje krzepniecie krwi. Z drugiej strony
stwierdzono wptyw komoédrek tucznych na zwiekszenie ekspresji czynnika krzepniecia Xllla
w dendrocytach skéry (Artuciin., 1991).

Proces zapalny jest miejscowq reakcjg obronng obejmujgcg zmiany w mikrokrazeniu i rekrutacje
komérek mezenchymy. Gtéwnym celem zapalenia jest dostarczenie komdrek zapalnych do miejsca
uszkodzenia. Czynniki inicjujgce proces zapalny sg uwalniane z martwych komdrek. Pochodzg one
z jadra komdrkowego, mitochondriéw, cytozolu i macierzy pozakomdrkowej. Nalezg do nich jadrowy
lub mitochondrialny DNA, RNA, histony, biatko szoku cieplnego, biatko S100, kwas hialuronowy,
versican, biglikan, siarczan heparanu (Mack, 2018). Czynniki te, okreslane jako DAMP (ang. danger
associated molecular patterns), faczg sie z grupa receptoréw PRR (ang. pattern recognition receptors).
Do receptoréow PRR zaliczamy: TLR (ang. tool-like receptors), NLR (ang. NOD-like receptors), RLR
(ang. retinoid acid inducible gene-like receptors) i CLR (ang. cell-type lectin receptors). DAMP aktywuja
komorki uktadu immunologicznego (Lundberg ii Gerdin, 1984). Czynniki uwalniane z uszkodzonych
komoérek, okreslane jako allarminy (defenzyny, katelicydyny, cytokiny IL-1a, IL-33), indukujg migracje
monocytow i granulocytéw do obszaru rany. Migracja komodrek do rany jest poprzedzona ekspresjg
czasteczek adhezyjnych na powierzchni zapalnie zmienionego srddbtonka. Po tym etapie obserwujemy
zalezne od selektyn toczenie sie leukocytéw po powierzchni srédbtonka. Po zatrzymaniu sie komérki
nastepuje wydzielanie chemokin, ktére sg odpowiedzialne za aktywacje integryn posredniczacych
w Scistej adhezji. W ostatnim etapie komodrka przedostaje sie przez bariere srodbtokowa
(transmigracja), a nastepnie przesuwa sie w kierunku wzrastajgcego stezenia chemoatraktantéw. Jako
pierwsze w ranie pojawiajg sie po 24 godzinach neutrofile i mogg pozostawac w niej 2—5 dni. Monocyty
naptywajg do rany 3 dni po zranieniu i ulegajg tam transformacji do makrofagéw. Makrofagi i neutrofile
rozpoczynajg fagocytoze bakterii i uszkodzonych czesci komérek (Ellis i in., 2018). Mogg one wydziela¢
rowniez do Srodowiska rany metaloproteinazy (kolagenazy i elastazy) (Hartney i in., 2011; Nwomeh
iin., 1999). Makrofagi sg komaérkami plastycznymi i pod wptywem sygnatu ptyngcego ze Srodowiska
rany mogg ulega¢ przemianom fenotypowym. Transformacja makrofagéw z typu M1l do M2
charakterystyczna jest dla zakonczenia fazy zapalnej i przejscie do procesu odbudowy (Rosenkilde i
Schwartz, 2004). W przypadku przewlektego odczynu zapalnego obserwujemy niszczenie czynnikow
wzrostu przez enzymy proteolityczne. Skutkuje to zahamowaniem procesu gojenia (Xu i in., 2019).
Limfocyty T CD4 i CD8 przedostajg sie do rany i osiggajg najwiekszg gestosé¢ w 5-7 dniu po zranieniu
(Ellis i in., 2018). Komorki te sg zrédtem licznych cytokin (IL-1, 1I-2, TNF-a, fibroblast activating factor,
EGF, TGF-B1), (Lucasiin., 2010; Minchenko i in., 1994; Mottl-Link i in., 1998; Patel i in., 1994). Limfocyty
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T oraz makrofagi wydzielajg cytokiny petnigce istotng role w regulacji procesdw gojenia (Petersoniiin.,
1984; Kohyama i in.,, 2010). Badania eksperymentalne pokazaty, ze niedobdér makrofagow lub
limfocytow T w $rodowisku rany powodowat zahamowanie gojenia, natomiast brak neutrofili nie
zmieniat tempa proceséw gojenia. Komorki zapalne eliminowane s z rany poprzez apoptoze.

W fazie migracji i proliferacji komorek zachodza trzy istotne procesy: tworzenie ziarniny w ranie
(fibroblasty/miofibroblasty), angiogeneza (komodrki $rodbtonka) oraz reepitelializacja (komaorki
Srédbtonka).

Na skutek narastajgcej hipoksji, kwasicy oraz wysokiego poziomu kwasu mlekowego rozpoczyna
sie naptyw komoérek $rédbtonka do rany i proces angiogenezy. Proces ten rozpoczyna sie w 2 dniu po
zranieniu i wigze sie ze spadkiem stezenia w Srodowisku rany czynnika angiostatycznego IP10
(Rosenkilde i Schwartz, 2004).

W 4 dniu gojenia do rany naptywajg réwniez fibroblasty. Prowizoryczna macierz jest
rusztowaniem utatwiajgcym proces migracji komorek. Fibroblasty, pod wptywem wydzielanego przez
makrofagi TGF-B1 (ang. transforming growth factor-Bl), ulegajg transformacji fenotypowej do
miofibroblastéw (Roberts i in., 1986). Sg to komérki zawierajgce a-SMA (ang. a-smooth muscle actin)
wbudowang do aktynowo-miozynowych widkien utozonych réwnolegle do btony komérkowej.
Komorki te syntetyzujg kolagen oraz sg odpowiedzialne za obkurczanie ran (Ehanire iin., 2015).
Orientacja komodrek w bliznie jest istotnym czynnikiem okreslajgcym jej opornos¢ mechaniczng
(Blankesteijniin., 1997). W ranach skérnych miofibroblasty ulegajg apoptozie juz w 4 tygodniu gojenia.
Natomiast w bliznach po zawale serca komorki te spotykane byty nawet po 17 latach.

W miare zwiekszania sie liczby komdrek w ranie zwieksza sie synteza kolagenu, proteoglikandw,
fibronektyny, lamininy lub innych biatek macierzy komdérkowej. Gtéwnym Zrédtem kolagenu w ranie sg
fibroblasty lub miofibroblasty. W bliznie dominujg dwa typy kolagenu tworzgcego wtékna: |i lll oraz
nie tworzacy widkien kolagen typu IV.

Proces syntezy kolagenu jest regulowany przez czynniki zapalne. Komdrki Th-2 wydzielajg trzy
cytokiny odpowiedzialne za proces wtdknienia: 1l-4, IL-5 i IL-13. Natomiast cytokiny wydzielane przez
komérki Thl — interferon-y i IL-12 — hamujg wtdknienie. Wydzielana przez te komérki TNF-a ma
dziatanie profibrotyczne (Marone i in., 2016; Oldroyd i in., 1997). Twardos$¢ podtoza fibroblastow jest
rowniez istotnym czynnikiem wptywajacym na sekrecje IL-6, interleukiny odpowiedzialnej za regulacje
procesu widknienia. Zjawisko to jest zalezne od integryny a2B1 oraz kinazy Src (Gatdyszynska i in.,
2020).

Regulacja procesu transkrypcji kolagenu warunkowana jest przez TGF-B1, ktéry dziata przez
receptory na powierzchni komadrek. Do jagdra komoérkowego sygnat przekazywany jest przez biatka R-
Smad, Smad2 i Smad3. Biatka R-Smad s3 fosforylowane, a po wytworzeniu heterodimerdw przedostajg
sie do jadra komodrkowego i wigzg sie z DNA. Sekwencja wigzgca Smad - CAGA znajduje sie
w promotorach gendéw réznych typéw kolagenu (COL1A1, COL3A1, COL5A1, COL6A1, COL6A3) (Mack,
2018; Ellis i in., 2003). Alternatywnym szlakiem sygnatowym dla TGF-B jest szlak sygnatowy zalezny od
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) (Muiin., 2012). Nadmierna metylacja promotora genow
COL1A1 i COL1A2 zmniejsza ich ekspresje (Rhodes i in., 1994). Istotne znaczenie majg réwniez
modyfikacja biatek histonowych oraz niekodujgce RNA (Mack, 2018). Wczesniejsze badania ujawnity
istnienie 18 miRNA hamujgcych witdknienie oraz 16 miRNA przyspieszajgcych ten proces w sercu,
ptucach, watrobie i nerkach (Vettori i in., 2012). Wieksza stabilnos¢ kolagenowego mRNA jest roéwniez
zwigzana z jego wieksza ekspresjg (Mack, 2018). Po syntezie na rybosomach biatko kolagenowe ulega
postranslacyjnym modyfikacjom, takim jak hydroksylacja lizyny i proliny oraz glikozylacja. Procesy
hydroksylacji sg zalezne od witaminy C, a-ketoglutaranu, Fe2+ i tlenu. Procesy hydroksylacji zwiekszajg
stabilnos¢ kolagenu, ktdra wyraza sie wzrostem temperatury topnienia tego biatka. Trzy tancuchy
polipeptydowe skrecajg sie spontanicznie w a-helise tworzgcg tropokolagen. Po wydzieleniu czgsteczki
tropokolagenu na zewnatrz komdrki nastepuje odciecie telopeptydéw za posrednictwem
endopeptydazy. Lizyna i hydroksylizyna ulega oksydacyjnej dezaminacji przy pomocy oksydazy
lizylowej, co prowadzi do powstania aldehydu lizyny i hydroksylizyny, ktére spontanicznie kondensujg
z innymi grupami aldehydowymi lub aminowymi. To z kolei powoduje powstanie wigzan
kowalencyjnych pomiedzy czasteczkami kolagenu. Wigzania te stabilizujg wtékna kolagenowe,
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zmniejszajg rozpuszczalnosé tego biatka oraz jego podatnos¢ na dziatanie enzymow proteolitycznych
(Mack, 2018).

Obok kolagenu w ranie syntetyzowane sg rowniez proteoglikany i glikozoaminoglikany. W ranach
skérnych maksymalne stezenie glikozoaminoglikandéw osiggniete jest w 8 tygodniu po zranieniu, po
czym poziom tych zwigzkéw spada (Drobnik i in., 2017). Podobne zjawisko widoczne jest w bliznie po
zawale serca (Drobnik i in., 2004). Glikozoaminoglikany warunkujg gospodarke wodno-elektrolitowa,
determinujg dziatanie czynnikdw wzrostu oraz wptywajg na ekspresje gendw.

Przebudowa rany wigze sie ze zmniejszeniem liczby komdrek w bliznie, lepszym
uporzadkowaniem witdkien kolagenowych, wytworzeniem wiekszej liczby wigzan poprzecznych we
widknach biatka kolagenowego i w ten sposdb zwiekszeniem opornosci blizny na zerwanie (Takemura
i in., 1998). Zmniejsza sie réwniez poziom glikozoaminoglikandw w ranie i jej uwodnienie. W efekcie
przebudowy dominuje | typ kolagenu (Gantus i in., 2004). W trakcie przebudowy obserwujemy
katabolizm przypadkowo utozonych witékien kolagenowych i synteze nowych, lepiej usieciowanych
i uporzagdkowanych. W rozpadzie kolagenu uczestniczg metaloproteinazy macierzy (ang. matrix
metalloproteinases, MMP), ktdrych aktywnos¢ jest kontrolowana przez tkankowe inhibitory
metaloproteinaz macierzy miedzykomdrkowej (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP)
(Arpino i in., 2004). Ponadto w rozpadzie kolagenu uczestniczg adamalizyny (dezintegryny
i metaloproteinazy), katepsyny, meprina oraz plazmina. Fragmenty kolagenu powstate na skutek jego
proteolizy mogg miec dziatanie biologiczne (matrykiny) (Mack, 2018). Przyktadami sg endostatyna
pochodzaca z kolagenu XVIII i endotrofina pochodzgca z taricucha a 3 kolagenu VI (Lundberg i Gerdin,
2004).

Obkurczanie ran wigze sie ze zblizaniem brzegdéw rany do siebie. Odbywa sie to z predkoscia 0,6—
0,7 mm/dziennie. Proces ten jest zalezny gtéwnie od miofibroblastéw ziarniny ran (Ellis i in., 2018).

Komarki tuczne w ranach

Mastocyty (komérki tuczne) syntetyzujg de novo liczne mediatory, ktére gromadzg, a nastepnie pod
wptywem bodzca wydzielajg do przestrzeni zewnatrzkomadrkowej. Komorki te odgrywajg istotng role
w nadwrazliwosci typu | (Shiota i in., 2010), zapaleniu (MclLachlan i in., 2001) oraz petnig funkcje
obronng skierowang przeciwko patogenowi (Maurer i in., 2003). Uczestniczg réwniez w regulacji wielu
proceséw w warunkach fizjologicznych (Maurer i in., 2003; Wichmann, 1955). Ponadto mastocyty
kontrolujg proces gojenia ran oraz wtdknienia narzgdow (Oskeritzian, 2012). Komérki te moga ulegad
degranulacji pod wptywem bodZcéw zaleznych od IgE i niezaleznych od IgE aktywatordw oraz cytokin
(Brzezinska-Btaszczyk i in., 1987). ZiarnistoSci mastocytow uwalniajg gtéwnie histamine, proteoglikany,
tryptaze, chymaze, NGF (ang. nerve growth factor), TNF-a (ang. tumor necrosis factor-a) oraz
mediatory lipidowe syntetyzowane de novo, takie jak prostaglandyny, leukotrieny i czynnik aktywujgcy
ptytki (Brzezinska-Btaszczyk i in., 1987; Claman, 1990).

Podczas procesu wtdknienia oraz gojenia zaobserwowano znaczgcy wzrost komadrek tucznych
w tkance. Zjawisko to wigze sie ze wzrostem poziomu histaminy (Claman, 1990; Atkins i Clark 1987;
Wichmann, 1955; Gruberiin., 1997; Hebda i in., 1993; Levi-Schaffer i Rubinchik, 1995; Papp i in., 2005;
Seibold i in., 1990). El Sayed i Dyson (1993) stwierdzili spadek liczby komaérek tucznych w zranionej
skdrze w czasie 2 godzin po zranieniu. Liczba tych komédrek rosta, poczawszy od szesnastej az do
siedemdziesigtej drugiej godziny gojenia. Autorzy postawili hipoteze, ze spadek gestosci mastocytow
na bardzo wczesnym etapie gojenia jest wzgledny i moze wynikac z obrzeku tkanki. Komdrki tuczne
ulegajg znaczacej degranulacji juz na poczatku procesu gojenia (Tellechea iin., 2016). Degranulacja
mastocytéw rozpoczynata sie w pét godziny po zranieniu i osiggata wysokie wartosci w 2 i 8 godzinie,
a nastepnie zmniejszata sie w 72 godzinie (el Sayed i Dyson, 1993). W 7 dniu gojenia ran ostrych
stwierdzono spadek liczby komdrek tucznych zawierajacych chymaze o 63%. Natomiast
w owrzodzeniach zylnych obserwowano znacznie wiekszg liczbe komdrek tucznych w okolicy brzegéw
niz w dnie rany. Ponadto w ranach ostrych stwierdzono niskg zawartosé IL-4 i TNF-a w komdrkach
tucznych. W ranach przewlektych (owrzodzenie zylne goleni) nie wykryto IL-4 w mastocytach. Nieliczne
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komorki tuczne zawierajgce TNF-a wystepowaty zas w skérze w brzegach ran przewlektych (Huttunen
i in., 2000). W uszkodzonym $ciegnie Achillesa stwierdzono réwniez zwiekszong liczbe
zdegranulowanych komérek tucznych w poréwnaniu ze sciegnem nieuszkodzonym (Alim i in., 2017).

W bliznach zaobserwowano spadek liczby komérek tucznych zawierajagcych chymaze i tryptaze.
Stare blizny w czasie 36—369 dni po zabiegu chirurgicznym zawieraty zwiekszong liczbe mastocytéw
z tryptaza w poréwnaniu ze S$wiezymi bliznami powstatymi do 36 dnia po zranieniu (Hermesiin., 1997).
Mediatory komodrek tucznych pobudzajg proliferacje, migracje komoérek oraz zwiekszajg synteze
macierzy zewnatrzkomaérkowej w fibroblastach (Artuc i in., 1999; Hatamochi i in., 1991).

Nadmierne gromadzenie i degranulacje mastocytéw wykazano rowniez w pdzniejszych etapach
gojenia podczas fazy migracji i proliferacji komérek oraz przebudowy (Schneider i Seifert, 2017).
U myszy zaobserwowano znaczgcg akumulacje komdrek tucznych w brzegach rany pomiedzy 14 a 21
dniem gojenia. Poziom chymazy w ranie byt niski tuz po zranieniu i wzrastat dopiero miedzy 14 a 21
dniem reparacji.

U myszy cukrzycowych z deficytem komérek tucznych KitW/KitW-v gojenie ran od 5 do 10 dnia po
zranieniu byto opdznione. Natomiast substancja P (SP) nie powodowata przyspieszenia procesu gojenia
u tych zwierzat w przeciwienstwie do efektu tej substancji podanej myszom typu dzikiego. Fakt ten
Swiadczy o tym, ze dziatanie SP na rany jest zalezne od komérek tucznych oraz dowodzi regulacyjnego
wptywu tych komdrek w procesie gojenia. U myszy z niedoborem komarek tucznych (KitW/KitW-v)
zaobserwowano zahamowanie angiogenezy oraz spowolnienie proliferacji komdrek na brzegach rany.
Mediatory komadrek tucznych moga réwniez stymulowac angiogeneze lub lymphangiogeneze (Marone
i in., 2016). Podobnie u myszy bez komdrek tucznych KitW-sh/KitW-sh stwierdzono uposledzenie
gojenia od 1 do 10 dnia po zranieniu. Myszy te (KitW-sh/KitW-sh) wytworzyty mniej tkanki ziarnistej
w ranie. W przeciwienstwie do poprzednich zwierzat (KitW/KitW-v) myszy te (KitW-sh/KitW-sh) byty
pozbawione komdrek tucznych, ale posiadaty prawidtowy poziom komdrek hematopoetycznych
i limfoidalnych (Tellecheaiin., 2016).

Liczba miofibroblastéw w tkance jest proporcjonalna do zawarto$ci mastocytéw. Zjawisko to
zaobserwowano w ranach (Gailit i in., 2001). Obserwacja ta sugeruje, ze mediatory komorek tucznych
mogg uczestniczyé w transformac;ji fibroblastéw w miofibroblasty. Stwierdzono, ze lizat mastocytow,
histamina oraz tryptaza zwiekszaty ekspresje a-aktyny miesnidwki gtadkiej w fibroblastach. Gtéwnym
czynnikiem odpowiedzialnym za transformacje jest tryptaza (Gailit i in., 2001). Zwiekszenie liczby
komdrek tucznych w ranie na skutek stosowania CLDD (ang. cross-linked diethylaminoethyl dextran)
powodowato wzrost opornosci mechanicznej powstatej blizny (Sasaki iin., 2003). Komodrki tuczne
rowniez pobudzajg proliferacje i migracje komaérek macierzystych, proces ten jest zalezny od aktywacji
PDGF (ang. platelet derived growth factor) i hamowania mi-R145/143 (Nazari i in., 2016). Komorki
tuczne hodowane w kokulturze z fibroblastami przyspieszajg ich migracje (Levi-Schaffer i Rubinchik,
1995). Lizat komdrek tucznych dodany do hodowli fibroblastéw skdérnych pobudza ich proliferacje,
zwieksza synteze kolagenu oraz przyspiesza obkurczanie zelu kolagenowego przez hodowane w nim
fibroblasty (Garbuzenko i in., 2002).

U szczurdéw aplikacja stabilizatora komadrek tucznych, kromoglikanu dwusodowego powodowata
zahamowanie gojenia ran okragtych od 3 do 14 dnia po zranieniu oraz zmniejszenie poziomu biatka
kolagenowego w 10 i 14 dniu gojenia. Zatem stabilizacja komoérek tucznych hamuje wczesne i pdzne
etapy gojenia ran (Dabrowski i Drobnik, 1990). W eksperymentach przeprowadzonych in vitro dodanie
lizatu komodrek tucznych do hodowli miofibroblastéw pobranych z blizny pozawatowej serca w sposéb
istotny statystycznie podwyzszato poziom biatka kolagenowego w hodowli. Wzrost zawartosci
kolagenu w hodowli pod wptywem homogenatu mastocytdw byt znaczaco wiekszy w poréwnaniu
z efektem samej histaminy (Piera i in., 2019).

W bliznie pozawatowej Frangogianis i in. (2008) zaobserwowali, ze komorki tuczne gromadzg sie
gtéwnie w miejscach zwiekszonej akumulacji kolagenu. Gestos$é mastocytdw znaczaco rosnie po zawale
serca. W 21 dniu po zawale liczba komdrek tucznych zwieksza sie nawet do 21/mm2 w okolicy
przylegajgcej do nasierdzia. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze mastocyty mogg brac udziat w regulacji
procesow gojenia zawatu serca nawet w pdznych etapach jego gojenia (Engels i in., 1995). Natomiast
Kwon i in. (2011) opisali doktadne zmiany liczby mastocytow w bliznie pozawatowej. W 1 dniu po
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zawale wywotanym przez niedokrwienie i reperfuzje wystapit znaczacy wzrost liczby mastocytow
(pierwsze maksimum), a nastepnie liczba tych komoérek zmniejszata sie w polu zawatu i osiggata
minimum w 7 dniu gojenia. Ponowny wzrost liczby komdrek tucznych stwierdzono w 21-28 dniu po
zawale (drugie maksimum). Podanie ziarnistosci izolowanych z komérek tucznych myszom po zawale
serca pobudzato migracje kardiomiocytow oraz komodrek srédbtonka. U zwierzat traktowanych
ziarnisto$ciami komodrek tucznych obserwowano wiekszg gestos¢ kapilar naczyniowych w obszarze
zawatu. Ponadto stwierdzono, ze ziarnistosci komdrek tucznych zwiekszaty zawarto$sé makrofagéw
w obszarze gojenia zawatu. W grupie zwierzat, ktérym wstrzykiwano ziarnistosci komaérek tucznych,
stwierdzono réwniez mniejszg apoptoze kardiomiocytéw w warunkach hipoksji (Kwon i in., 2011).
U myszy z deficytem komaérek tucznych (KitW/KitW-v) zauwazono wiekszg ekspansje blizny po zawale,
zmniejszenie proliferacji komdrek zawierajacych a-aktyne komoérek miesniowych gtadkich oraz
redukcjg liczby CD31-pozytywnych naczyn krwionosnych. U zwierzat tych stwierdzono réwniez
mniejszg liczbe fibroblastéw i miofibroblastéw w obszarze zawatu (Cimini i in., 2007; Shao i in., 2015;
Wolak i in., 2017). Zmniejszong proliferacje fibroblastéw zaobserwowano tez u myszy z deficytem
komérek tucznych (Seibold i in., 1990). Fibroblasty pobrane z tych zwierzat stabiej obkurczaty zel
kolagenowy (Shao i in., 2015). U myszy pozawatowych pozbawionych komdrek tucznych stwierdzono
Scienczenie scian zywego miokardium. Zjawisku temu towarzyszyto znaczne powiekszenie komory oraz
wyzszy poziom kolagenu w zywej Scianie serca (Ayach iin., 2007).

U zarodkéw myszy w 16 dniu po zaptodnieniu uwidoczniono w skérze niewielky liczbe komadrek
tucznych, stabiej dojrzatych i nie ulegajgcych degranulacji pod wptywem zranienia. Rany takie goity sie
bez wytworzenia blizny. W 15 dniu rozwoju zarodka dodanie do rany zawiesiny ziarnistosci komaérek
tucznych powodowato gojenie prowadzace do powstania blizny. W pdzniejszym okresie rozwoju
zarodkowego gojenie zwykle przebiegato z wytworzeniem blizn. Blizny te byty jednak mniejsze u myszy
z deficytem komérek tucznych (KitW/Kitw-v).

Stymulowanie mastocytow przez dodanie IgE powodowato wzrost proliferacji fibroblastéw
hodowanych w kokulturze. Natomiast w warunkach tych nie stwierdzano zmian poziomu biatka
kolagenowego (Marone i in., 2016).

Rola histaminy w procesach gojenia

Histamina jest heterocykliczng aming pochodng imidazolu, syntetyzowang w procesie dekarboksylacji
histydyny. Amina ta wystepuje w postaci tautomeroéw i jest magazynowana gtéwnie w ziarnistosciach
komorek tucznych w kompleksie z cynkiem oraz heparyna. Gtéwnym Zrédtem histaminy u cztowieka
sg komorki tuczne i bazofile (Abe iin., 2002), ale amina ta moze by¢ rdwniez wytwarzana w niewielkich
ilosciach przez granulocyty, makrofagi, limfocyty, ptytki krwi, neurony, btone Sluzowa zotadka, nerki
oraz szybko rosngce tkanki (Borriello i in., 2002; Endo i in., 1997; Hunyady i in., 1998; Kahlson
i Zedererfeldt, 1960; Scammell i in., 2019). Dziatanie histaminy zalezne jest od 4 receptoréw: H1, H2,
H3 i H4 (Shaoi in., 2015).

W szybko rosngcych tkankach wykryto wysoki poziom histaminy przekraczajgcy nawet
kilkadziesigt razy poziomy podstawowe tej aminy. Spostrzezenie to dotyczy réwniez ziarniny ran,
w ktérej poziom histaminy jest kilkadziesigt razy wyzszy niz w tkankach nieuszkodzonych (Kahlsoni in.,
1960). W oparciu o te obserwacje Kahlson wprowadzit pojecie histamine forming capacity (HFC), ktére
dotyczy zdolnosci tworzenia duzych ilosci histaminy przez szybko rosngce tkanki. Koncepcja ta zaktada
znaczacg role histaminy w procesach wzrostu i proliferacji komdrek istotnych podczas gojenia ran.
W ranach oparzeniowych stwierdzono wzrost poziomu histaminy w2 godzinie po zranieniu, pdZniej
poziom ten spadat do 12 godziny, a nastepnie obserwowano wzrost stezenia badanej aminy w 24
godzinie gojenia. Ptyn pozakomadrkowy uzyskano metodg mikrodializy rany (Papp i in., 2005). W krwi
pobranej z rany pacjentow po artroplastyce stawu biodrowego stwierdzono wysoki poziom histaminy
(Kwon i in., 2011). W ranach watroby obserwowano wzrost poziomu histaminy po 12 godzinach od
zranienia (Kampmanniiin., 1980). Podobny efekt uwidoczniono w ranach skérnych krélikéw (Bairyiin.,
1991). U pacjentéw po tyreoidektomii wysoki poziom histaminy w ranie pooperacyjnej korelowat
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z szybszym gojeniem ran, natomiast gdy zawarto$¢ aminy w ranie byta niska, proces gojenia byt
wolniejszy (Arai i in., 2012). Wzrost stezenia histaminy we krwi wykazano juz po 15 minucie po
zranieniu bodzcem termicznym (Devereux i in., 1978).

Stwierdzenie wzrostu poziomu histaminy w ranach pozwolito postawic¢ hipoteze, ze amina ta moze
wywieraé¢ regulacyjny wptyw na procesy reparacyjne. Celem sprawdzenia hipotezy podawano
egzogenng histamine do rany lub wstrzykiwano liberatory histaminy, tj. zwiazki zwiekszajgce
uwalnianie tej aminy. Dziatanie egzogennej histaminy jest uzaleznione od jej dawki. Mate dawki
histaminy powodowaty wczes$niejszy wzrost syntezy kolagenu i dwukrotnie wyzszy poziom tego biatka
w ranie w poréwnaniu z kontrolg. W 14 dniu gojenia histamina nie wptywata na zawartos¢ kolagenu
w ranie jednak poziom kolagenu rozpuszczalnego byt wysoki. Fakt ten moze swiadczy¢ o modyfikac;ji
polimeryzacji lub rozpadu biatka przez histamine. Podobny efekt byt widoczny po podaniu liberatora
histaminy — substancji 48/80 (Dgbrowski i Maslinski, 1970). W zwigzku z tym, ze mimo modyfikacji
poziomu kolagenu nie zmieniata sie powierzchnia rany, zauwazono brak korelacji miedzy szybkoscig
syntezy kolagenu a zmniejszaniem powierzchni rany (Dgbrowski, 1981). Histamina zwiekszata réwniez
poziom kolagenu w hodowli fibroblastéw pochodzacych z keloidu (Kikuchi, i in., 1995). Natomiast
stosowanie wysokich dawek histaminy (5 mg/kg) zmniejszato poziom kolagenu catkowitego w ranie,
hamowato jego polimeryzacje oraz obnizato poziom glikozoaminoglikanéw w ziarninie ran.
Stwierdzono tez obnizenie siarczandw chondroityny, siarczanu dermatanu oraz kwasu hialuronowego
(Dgbrowskiiin., 1977).

Stosowanie liberatora histaminy substancji 48/80 zwiekszato poziom kolagenu w ranach oraz
opornos¢ ran na rozerwanie (Dgbrowski i in., 1975). W doswiadczeniach z liberatorami histaminy
uzyskano pozytywna korelacje pomiedzy wzrostem poziomu biatka kolagenowego a zmniejszaniem sie
pola powierzchni rany okragtej (Dabrowski i in., 1975; Dgbrowski, 1981).

W ranach cietych u szczuréw traktowanych liberatorem histaminy (48/80) stwierdzono wiekszg
zawartos¢ kolagenu w ranie oraz wiekszg opornos¢ rany na rozerwanie. Natomiast podanie inhibitora
dekarboksylazy histydyny (4-imidazolyl-3-amino-2-butanone) obnizato poziom biatka kolagenowego
oraz zmniejszato opornos¢ rany na rozerwanie (Fitzpatrick i Fisher, 1982). Podobne wyniki uzyskali
réowniez inni autorzy (Bairy i in., 1991). U zranionych myszy opornos$¢ rany na rozerwanie zwiekszata
sie pod wptywem histaminy podanej razem z substancjg 48/80. Wstrzykiwanie oddzielnie obydwu
substancji byto nieefektywne (Yangiin., 2014). Regeneracja uszkodzenia naskdrka u myszy bezwtosych
hamowana byta przez histamine i jej liberator (48/80) (Ashida i in., 2001). Dodanie histaminy do
hodowli fibroblastow zwiekszato migracje komodrek (Bairy i in.,, 1991). Potwierdzono réwniez
stymulujacy wptyw histaminy na fibroblasty uzyskane z btony sluzowej nosa (Hong i in., 2015).

Mechanizm dziatania histaminy nie jest jasny. Dgbrowski (1981) postuluje mozliwos$¢ dziatania
histaminy bezposrednio na komadrki syntetyzujgce kolagen oraz odpowiedzialne za obkurczanie ran
(miofibroblasty) lub modyfikowanie przez badang amine przeptywu krwi przez rane. Indukowana przez
histamine zmiana przeptywu krwi przez ziarnine moze wtérnie wptywac na gojenie. Wyniki prac
eksperymentalnych potwierdzajg wptyw histaminy na regulacje przeptywu krwi w ranie. Stosowanie
histaminy na skdrne rany okragte pokazato wzrost przeptywu krwi przez ziarnine rany o 36% (Lucas
i in., 2010). Efekt ten nie byt modyfikowany przez inhibitory receptoréw histaminowych H1 i H2 (Ashida
i in., 2001). Podanie agonisty receptora histaminowego H3 — imetitu — powodowato wieksze ukrwienia
ran oparzeniowych, zatem receptor ten moze uczestniczy¢ w regulacji przeptywu krwi przez rany
(Rantfors i Cassuto, 2003). Istniejg jednak wyniki prac eksperymentalnych przeprowadzonych in vitro,
ktére dokumentujg wptyw histaminy bezposrednio na fibroblasty lub miofibroblasty. Histamina
pobudzata proliferacje fibroblastéw pobranych ze zdrowej spojéwki lub z jej zmian rozrostowych.
Uwidoczniono jednak, ze dla wywotania zmian w zdrowych komadrkach (10-4M) nalezato zastosowac
stezenie histaminy 10 razy wieksze w stosunku do efektywnego stezenia dziatajgcego na fibroblasty
pobrane z pterygium (10- M). Histamina nie zmieniata migracji tych komaérek (Qin i in., 2016). Podanie
histaminy do hodowli fibroblastéw uzyskanych od pacjentéw z zapaleniem spojéwek powodowato
wzrost proliferacji komdrek mierzony testem MTT oraz zwiekszato ich migracje w poréwnaniu
z kontrolg. Histamina rdwniez pobudzata synteze prokolagenu typu |, jednak efekt ten nie byt
modyfikowany przez stosowane inhibitory receptoréw histaminowych (Leonardiiin., 1999). Histamina
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potencjalizuje wtasciwosci chemotaktyczne fibronektyny dla ludzkich fibroblastéw pobranych z ptuc
ludzkich ptodéw (Kohyama i in., 2010). W naszych badaniach prowadzonych na fibroblastach
pobranych z ziarniny ran stwierdzilismy, ze histamina zwiekszata aktywnos¢ metaboliczng komérek
oraz podwyzszata poziom kolagenu w hodowli. Natomiast amina ta nie zmieniata proliferacji
pobranych komérek, badanej testem BrDU. Nie stwierdzono réwniez zmiany liczby komdrek w hodowli
(Wichmann, 1955). Badania te $wiadczg, ze opisywana amina nie wptywa na proliferacje komarek, ale
zwieksza ich aktywnos¢ metaboliczng. Histamina zwiekszata zawartos¢ biatka kolagenowego
w hodowlach miofibroblastéw pobranych z ziarniny ran skérnych u szczuréw. Potwierdzilismy réwniez,
ze efekt ten byt zalezny od pobudzenia receptora H1 (Wolak i in., 2021). Ponadto histamina stosowana
w réznych stezeniach zwiekszata poziom biatka kolagenowego w hodowli miofibroblastéw pobranych
z blizny pozawatowej w miesniu sercowym (Pieraiin., 2019). Powyzsze badania dowodzg, ze histamina
dziata bezposrednio na komérki i moze modyfikowac ich czynnos¢ istotng dla proceséw gojenia
(McCaffrey iin., 2020).

Mechanizm dziatania histaminy w procesach gojenia i wtéknienia

Swoisto$¢ dziatania histaminy w procesach reparacyjnych byta postulowana przez Dagbrowskiego
(1981). Autor ten sugerowat dominujgcy wptyw receptora H2 w przebiegu regulacji poziomu kolagenu
przez histamine. Cymetydyna podawana do ran hamowata wzrost poziomu kolagenu indukowany
przez mate dawki histaminy oraz spadek poziomu tego biatka spowodowany wysokimi dawkami
histaminy. Natomiast 4-metylo-histamina, agonista receptora H2, w matych dawkach podwyzszata
zawartos$¢ kolagenu w ranach, a duze dawki tej substancji zmniejszaty zawartos¢ kolagenu w ziarninie
ran. Inhibitor i agonista receptora H1 nie byty efektywne (Dabrowski i Maslinski, 1981). Réwniez
Takeda i in. (1997) potwierdzili in vitro hamujacy wptyw cymetydyny na indukowany przez histamine
wzrost syntezy kolagenu typu | przez ludzkie fibroblasty. Stosowanie famotydyny obnizato poziom
hydroksyproliny w ranach jelita grubego u szczuréw. Fakt ten moze swiadczy¢ o obnizeniu zawartosci
kolagenu (Inan i in., 2009). Natomiast poziom hydroksyproliny w eksperymentalnie indukowanych
owrzodzeniach btony $luzowej zotadka nie ulegat modyfikacji pod wptywem cymetydyny (Park i in.,
1990). W cietych ranach skdrnych u szczuréow stosowanie mepyraminy i prometazyny — inhibitoréw
receptorow H1 — obnizato poziom kolagenu w ziarninie oraz zmniejszato opornos¢ mechaniczna rany.
Inhibitory H2 pozostawaty bez efektu (Bairy i in., 1991). Ponadto difumaran emedastyny — inhibitor
receptora H1 — obnizat poziom biatka kolagenowego w ranach. W naszych pracach potwierdzilismy, ze
inhibitor receptoréw H1 obniza podwyzszong przez histamine aktywno$é metaboliczng komorek oraz
obniza indukowany przez histamine wzrost poziomu kolagenu w hodowli fibroblastéw. Natomiast
agonista receptorow H1, podobnie jak histamina, podwyzsza poziom kolagenu w hodowli komérkowej
oraz zwieksza aktywnos¢ metaboliczng komdrek (Wolak i in., 2017). Hatamouchi i in. (1985)
potwierdzili, ze zaréwno chlorpheniramina, jak i cymetydyna (antagonisci receptorow H1 i H2)
hamowaty indukowany przez histamine wzrost poziomu kolagenu w hodowlach komadrek podobnych
do fibroblastéw. Histamina rowniez pobudzata synteze prokolagenu typu | w fibroblastach pobranych
z zapalnie zmienionej spojowki. Jednak efekt ten nie byt modyfikowany przez stosowane inhibitory
receptorow histaminowych (Leonardiiin., 1999). W miofibroblastach pobranych z blizny pozawatowej
serca ciproksifan (antagonista receptoréw H3) obnizat indukowany przez histamine wzrost poziomu
kolagenu, natomiast imetit (agonista H3) zwiekszat poziom kolagenu catkowitego w hodowlach
komérkowych. Ponadto, potwierdzono ekspresje receptorow H3 w miofibroblastach z blizny
pozawatowej (Pieraiin., 2017).

Histamina zwieksza réwniez stezenie TGF-B1 (ang. transforming growth factor-61) w hodowlach
fibroblastédw z ziarniny ran szczuréw. Proces ten jest zalezny od aktywacji receptora H1 (Wolak i in.,
2017). TGF-B1 jest czynnikiem zwiekszajgcym synteze kolagenu w tkankach (Kimi in., 2017). W hodowli
fibroblastéw pobranych z zapalnie zmienionych spojoéwek stwierdzono wiekszg zawartos¢ smad3 oraz
prokolagenu typu I. Histamina oraz cytokiny mogg zwieksza¢ aktywnos$¢ smad3 oraz synteze
prokolagenu typu | w hodowli fibroblastéw (Leonardi i in., 2011). U myszy z nadekspresjg genu
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dekarboksylazy histydynowej (i w zwigzku z tym — z nadprodukcjg histaminy) stwierdzono
przyspieszony proces gojenia ran skdrnych. Natomiast zahamowanie angiogenezy i zmniejszenie liczby
migrujacych makrofagdw obserwowano u zwierzat ze zmniejszong ekspresjg dekarboksylazy
histydynowej i niskim poziomem histaminy. Efekt ten byt kompensowany poprzez podanie histaminy.
Poziom bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) byt wyzszy u myszy z nadekspresjg dekarboksylazy
histydynowej w poréwnaniu ze zwierzetami pozbawionymi tego enzymu. Natomiast stosowanie
antagonisty receptora bFGF (Su5402) uzwierzat z nadekspresja dekarboksylazy histydynowej
hamowato gojenie ran i zmniejszato angiogeneze oraz migracje makrofagéw do rany (Numata i in.,
2006). BFGF obok wtasciwosci proangiogennych moze zwiekszaé¢ poziom mRNA dla prokolagenu typu
il (Jiaiin., 2011).

Histamina zwieksza ekspresje kolagenu i periostyny w hodowli mysich fibroblastéw. Dziatanie
aminy jest zalezne od receptoréw H1 oraz kinazy ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinases).
Opisywany efekt jest jednak nieobecny w komdrkach z zahamowang ekspresjg periostyny (Vettoriiin.,
2012).

Histamina stabilizuje strukture kolagenu w srodowisku kwasnym. Proces ten wyraza sie poprzez
podniesienie temperatury topnienia kolagenu. W srodowisku obojetnym amina ta zmniejsza stabilnos¢
biatka kolagenowego i obniza jego temperature topnienia. Nalezy podkresli¢, ze w Srodowisku
kwasnym histamina jest akceptorem jonéw wodorowych, a w srodowisku obojetnym — dawca tych
jondw (Dabrowski, 1981). Histamina w sSrodowisku kwasnym zwieksza stabilnos¢ kompleksow
kolagen—chondroityno-6-siarczan. Kompleksowanie kolagenu z glikozoaminoglikanami zmniejsza jego
rozpad (Dabrowski, 1987).

Proliferacja i migracja komdrek w ranie mogg by¢ regulowane przez receptory histaminowe.
Regeneracja uszkodzonego naskdérka u myszy bezwtosych hamowana byta przez agoniste receptoréw
H2 — dimaprit. Natomiast regeneracja naskdrka pobudzana byta przez antagonistow receptora H1
(difenhydramina i tripelennamina) oraz H2 (cymetydyna i famotydyna) (Ashida i in., 2001). Zatem
receptory histaminowe H1 i H2 na komdrkach naskdrka uczestniczg w procesie regulacji odnowy
bariery naskérkowej (Ashida i in., 2001). Cymetydyna hamowata réwniez migracje fibroblastéw
w hodowli (Bairy i in., 1991). Kontrolowana przez histamine migracja fibroblastéw z btony sluzowej
nosa byta zalezna od pobudzenia receptoréw H1 i H4 (Rantfors i Cassuto, 2003). Spowodowany przez
histamine wzrost proliferacji (mierzonej testem MTT) fibroblastéw uzyskanych od pacjentéw
z zapaleniem spojéwek byt hamowany przez antagonistow receptorow histaminowych H1
(difenhydramina) i H2 (cymetydyna). Natomiast zalezng od histaminy migracje tych komodrek
blokowato podanie H2 inhibitora. Histamina potencjalizuje wtasciwosci chemotaktyczne fibronektyny
dla ludzkich fibroblastow pobranych z ptuc ludzkich ptodéw. Dziatanie to jest hamowane przez inhibitor
receptorow H4 (JNJ7777120) i toksyne krztusca (Hongi in., 2015).

Podsumowanie

Przeprowadzone badania witasne oraz przeglad literatury dokumentujg istotny regulacyjny wptyw
histaminy na procesy gojenia ran i wtdknienia narzadow.

We wczesnych i péznych etapach reparacji stwierdzono wzrost liczby i zwiekszong degranulacje
komérek tucznych. Towarzyszyt temu wzrost poziomu histaminy oraz innych mediatoréw
pochodzacych z komaérek tucznych, takich jak tryptaza. Mediatory komaérek tucznych wywieraty wptyw
na szybkos¢ gojenia, proliferacje, migracje komodrek, angiogeneze oraz synteze macierzy
zewnatrzkomorkowe;j.

Udokumentowano wptyw histaminy na wzrost syntezy kolagenu, glikozoaminoglikandw,
angiogeneze oraz proliferacje i migracje fibroblastéw lub komdérek nabtonka w ranie.

Mechanizm dziatania histaminy nie zostat jeszcze catkowicie wyjasniony. Wiadomo jednak, ze
amina ta wywiera regulacyjny wptyw na procesy gojenia przez receptory btonowe: H1, H2, H3 i H4.
Najlepiej udokumentowany jest wptyw pobudzenia receptoréw H1 i H2 na procesy syntezy kolagenu
oraz proliferacje i migracje komodrek. Jednak rodzaj receptora zaangazowanego w regulacje gojenia
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i wtdknienia zalezny jest od wybranego modelu doswiadczalnego (gatunek zwierzat doswiadczalnych,
uszkodzony narzad, rodzaj uszkodzenia, badany typ komérek). Wiadomo réwniez, ze histamina moze
zwieksza¢ wydzielanie czynnikdw wzrostu takich jak TGF-B1 i bFGF. Mogg one po wydzieleniu dziata¢
parakrynnie i autokrynnie na komérki rany oraz pobudzaé¢ angiogeneze, transmigracje komarek
zapalnych lub synteze kolagenu. Wydzielanie TGF-B1 jest réwniez zalezne od pobudzenia receptora
H1. Potwierdzono réwniez udziat periostyny i kinazy ERK1/2 w posredniczeniu efektu histaminy
w procesach gojenia i widknienia. Nalezy réwniez pamietac o stabilizowaniu przez histamine struktury
kolagenu lub komplekséw kolagen—glikozoaminoglikany w srodowisku kwasnym.

Identyfikacja receptoréw histaminowych lub szlakéw wewnatrzkomérkowego przekazywania
sygnatu w procesach gojenia i wtdknienia typowych dla réznych narzadéw pozwoli na celowang
interwencje farmakologiczna.
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Streszczenie: Stres to zjawisko powszechnie wystepujace w spoteczenstwie, ktérego doswiadcza 98%
Polakéw — w tym dzieci i mtodziez. Reakcja stresowa pocigga za sobg szereg konsekwencji natury
psychologicznej, behawioralnej i fizjologicznej: prowadzi do pojawienia sie trudnych emocji,
zmeczenia, probleméw z pamiecig i uwagg, wystepowania i nasilania sie chordb natury
psychosomatycznej. Prowadzi tez do zmian w zakresie poziomdéw hormondw, cisnienia krwi, tetna czy
tempa oddychania. Aby zmniejszyé odczuwany stres, mozliwe jest podejmowanie rdéznorodnych
zachowan zaradczych — korzystanie ze strategii radzenia sobie ze stresem, wsrdd ktédrych mozna
wyréznic¢ style skoncentrowane na problemie, emocjach lub unikaniu. Celem pracy byta ocena wptywu
interwencji antystresowych na poziom wybranych parametréw psychologicznych i stezenia hormondw
stresu (kortyzol, DHEA-S) u ucznidw 1 i 2 klasy Liceum Ogdlnoksztatcgcego. Badanie zostato
przeprowadzone na 38 uczniach klasy | oraz Il liceum (17 dziewczat, 21 chtopcéw) na terenie | Liceum
Ogdlnoksztatcgcego im. Mikotaja Kopernika w todzi. Cata procedura trwata dwa tygodnie: tydzien
kontrolny i tydzien badany. W badaniu zebrano dane z wykorzystaniem pomiaru zmiennych
biologicznych (poziom hormondéw w $linie), pieciu kwestionariuszy psychologicznych (PSS10, HADS,
STAI, COPE, LOT-R) oraz ankiet wtasnych. Wyniki uzyskane w badaniu wskazujg na istotng role
oddziatywan antystresowych przeprowadzonych w szkole na redukcje poziomu stresu mierzonego
zarowno z wykorzystaniem wskaznikow biologicznych (hormonu DHEA-S), jak i za pomoca
kwestionariuszy psychologicznych i ankiet wtasnych. Uzyskane pomiary pozwalajg stwierdzi¢, ze
wspomniane oddziatywania antystresowe wptywajg na obnizenie poziomu leku i redukcje jego
objawdéw. Na ich podstawie mozna takze wnioskowac o preferencjach dotyczgcych sposobdw radzenia
sobie ze stresem w zaleznosci od ptci lub klasy, a takze wskazaé¢ na sposoby (skoncentrowane na
zadaniu), ktérych czestsze wykorzystywanie prowadzi do bardziej efektywnego radzenia sobie
w sytuacjach stresowych. Badania wlasne wskazujg takze, ze antycypacja zdarzen pozytywnych juz
sama w sobie powoduje obnizenie poziomu stresu, a cykliczne stosowanie tygodnia antystresowego
w trakcie roku szkolnego moze stymulowac ucznidw do wypracowania nawyku dbania o higiene
psychiczna.

Stowa kluczowe: stres, liceum, kortyzol, DHEA-S, lek, coping
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Abstract: Stress is a common phenomenon in the society, experienced by 98% of Poles — including
children and adolescents. The stress reaction has a number of psychological, behavioral
and physiological consequences: it leads to the emergence of difficult emotions, fatigue, problems
with memory and attention, the occurrence and worsening of psychosomatic diseases. It also leads
to changes in hormone levels, blood pressure, heart rate and breathing rate. In order to reduce
the perceived stress, it is possible to undertake a variety of coping behaviors among which there can
be distinguished styles focused on the problem, emotions or avoidance. The aim of the study was
to assess the impact of anti-stress interventions on the level of selected psychological parameters and
the concentration of stress hormones (cortisol, DHEA-S) in students of the 1st and 2nd grade of General
Secondary School. The study was carried out on 38 students of the 1st and 2nd grade of high school
(17 girls, 21 boys) at the 1 Liceum Ogodlnoksztatcgce im. Mikotaja Kopernika in tédz. The entire
procedure lasted two weeks: a control week and a test week. The study collected data using the
measurement of biological variables (hormone levels in saliva), five psychological questionnaires
(PSS10, HADS, STAI, COPE, LOT-R) and own questionnaires. The results obtained in the study indicate
a significant role of anti-stress interventions conducted at school in reducing the level of stress
measured both with the use of biological indicators (DHEA-S hormone) and with the use
of psychological questionnaires and own questionnaires. The obtained measurements allow
to conclude that the mentioned anti-stress effects reduce the level of anxiety and reduce its
symptoms. On their basis, one can also conclude about preferences regarding ways of coping with
stress depending on gender or class, as well as indicate methods (focused on the task), the more
frequent use of which leads to more effective coping in stressful situations. Own research also shows
that anticipating positive events in itself reduces the level of stress, and the cyclical use of an anti-
stress week during the school year may stimulate students to develop a habit of taking care of mental
hygiene.

Keywords: stress, secondary school, cortisol, DHEA-S, anxiety, coping
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Wprowadzenie

Stres to zjawisko wystepujgce naturalnie i powszechnie, jest elementem funkcjonowania cztowieka.
Termin ten zostat wprowadzony przez Hansa Selyego w potowie ubiegtego wieku. Obecnie zwraca sie
uwage na rosngce zagrozenia ptyngce z odczuwania przewlektego stresu. Wedtug raportu GFK ,,Polacy
a stres” az 98% Polakdw odczuwa stres, a niemal 20% badanych doswiadcza go codziennie. Problem
ten dotyczy jednak nie tylko oséb dorostych. Mtodziez w okresie dorastania doswiadcza wielu trudnych
sytuacji szkolnych, réwiesniczych, rodzinnych i osobistych, wsrdd ktérych szkota wymieniana jest jako
gtéwne zrédto stresu (Jelonkiewicz i Kosinska-Dec, 2007). Chociaz z perspektywy osoby dorostej
problemy te mogg wydawac sie nieznaczace, nalezy podkresli¢, ze to subiektywna ocena sytuacji (jako
znaczacej, trudnej, zagrazajacej) i wtasnych zasobdw (jako niewystarczajgcych) ostatecznie prowadzi
do powstania stresu (Lazarus i Folkman, 1984).

1. Skutki stresu

Reakcja stresowa pocigga za sobg szereg konsekwencji natury psychologicznej i behawioralnej. Osoby
odczuwajgce stres skarzg sie na lek, niepokdj, drazliwosé, zniecierpliwienie, nadmierne pobudzenie czy
zto$é. Odczuwanie stresu prowadzi do pojawienia sie problemdéw z pamiecia, koncentracjg uwagi,
podejmowaniem decyzji i adekwatng oceng sytuacji. Osoba pod wptywem stresu moze odznaczaé sie
brakiem elastycznosci w dziataniu, kieruje sie sztywnymi wzorcami, nie wdraza nowych rozwigzan
(Litzcke, Schuh i Pletke, 2013).

Stres wywotuje réwniez okreslone reakcje w obszarze fizjologicznym. Jego dziatanie najmocniej
uwidacznia sie w dziataniu dwdéch uktadéw: nerwowego i hormonalnego. W pierwszym przypadku
gtéwng role petni uktad wspdtczulny. Jego zadaniem w sytuacji stresowej jest przygotowanie
organizmu do reakcji ,uciekaj albo walcz”. Wptyw wspdtczulnego uktadu nerwowego wigze sie m.in.
z pobudzeniem pracy serca, zwiekszonym wydzielaniem adrenaliny inoradrenaliny, lepszym
ukrwieniem miesni oraz zahamowaniem procesdw trawiennych. Jednoczesnie dochodzi do
intensyfikacji proceséw katabolicznych, czego skutkiem jest uwalnianie duzych ilosci energii (Heszen
i Sek, 2007).

Reakcja uktadu endokrynnego na stres jest zalezna od dtugosci trwania czynnika stresowego.
W przypadku stresu krotkotrwatego, uktad wspétczulny stymuluje rdzen nadnerczy do wydzielania
adrenaliny i noradrenaliny. S to hormony, ktére zwiekszaja stezenie glukozy we krwi, cisnienie
tetnicze i metabolizm energetyczny oraz obnizajg aktywnos¢ uktadéw pokarmowego, wydalniczego
i rozrodczego. Dtugotrwaty stres przyczynia sie do aktywnosci uktadu podwzgérzowo-przysadkowo-
korowonadnerczowego. W wyniku utrzymujgcych sie stresordw, sygnat z centralnego uktadu
nerwowego pobudza podwzgérze do wydzielania adrenokortykoliberyn, stymulujagc wydzielanie
adrenokortykotropiny (ACTH) przez przysadke. ACTH jest hormonem tropowym, majacym dziatanie
pobudzajgce na komodrki wydzielajgce kortykoidy oraz hamujgce komodrki wydzielajagce hormony
ptciowe w korze nadnerczy (Zatuska i Janota, 2009).

W badaniach wskazywana jest takze istotna rola tzw. ,hormondéw stresu”, do ktérych zaliczane
sg: kortyzol, DHEA (dehydroepiandrosteron) i jego siarczan (DHEA-S). Kortyzol wykazuje dziatanie
supresorowe na uktad odpornosciowy, zmniejszajgc odpornos¢ w sytuacji diugotrwatego stresu
(Stojanovich i Marisavljevich, 2008). Badania wskazujg, ze moze on réowniez wptywac negatywnie na
pamiec (nie tylko krotko-, lecz takze dtugotrwatg). U badanych narazonych na dtugotrwaty stres
objetos¢ moézgu zmniejszata sie oraz znacznie gorzej radzili sobie z ponownymi testami (Echouffo-
Tcheuguiiin., 2018). Natomiast DHEA ma dziatanie prokognitywne, przeciwdepresyjne, przeciwlekowe
oraz zmniejszajgce poziom agresji (Morgan i in., 2004). W badaniach na ludziach narazonych na ostry
stres wykazano, ze u oséb, u ktérych pojawit sie nasilony lek, stwierdzano réwniez wysoki poziom
kortyzolu przy niskim stezeniu DHEA. Natomiast u 0séb nie narazonych na stres to poziom DHEA jest
wysoki, a kortyzolu niski (Boudarene, Legros i Timsit-Berthier, 2002). Wynika z tego, ze sam sposéb
reagowania na stres jest bezposrednio zwigzany z oceng poznawczg oraz poziomem hormondw stresu.
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Fizjologiczny pomiar poziomu stresu skupia sie gtdwnie na monitorowaniu takich parametrow jak
tetno, cisnienie krwi, tempo oddychania czy zmian oporu elektrycznego skory (Heszen i Sek, 2007).

Pomiar biochemiczny polega gtéwnie na pomiarze poziomu hormondéw kory nadnerczy we krwi,
moczu badz slinie. Wzrost stezenia katecholamin sSwiadczy o dziataniu stresu krotkotrwatego. Wzrost
stezenia kortykoidéw (np. kortyzol) i niski poziom DHEA-s towarzyszy stresowi przewlektemu (Heszen
i Sek, 2007).

1.1. Metody radzenia sobie ze stresem

W obliczu trudnych sytuacji mozliwe jest podejmowanie réznych zachowan zaradczych — korzystanie
ze strategii radzenia sobie ze stresem. Indywidualng cecha kazdej jednostki jest preferowany styl
radzenia sobie, wsréd ktérych mozna wyrdznic¢ style skoncentrowane na problemie (np. planowanie,
aktywne radzenie sobie), na emocjach (np. akceptacja lub koncentracja na emocjach) lub na unikaniu
(np. zaprzeczanie) (Carver, Scheier i Weintraub, 1989).

W celu redukcji stresu mozna takze podejmowaé pewne interwencje zmierzajgce do obnizenia
napiecia i redukcji odczuwanego stresu. Skutecznymi strategiami radzenia sobie ze stresem sg
medytacja, trening mindfulness, joga i techniki im podobne. Podstawowym celem tego dziatania jest
uzyskanie swiadomej kontroli nad procesami myslowymi. Utatwia to koncentracja na czynnosciach
fizjologicznych, tj. oddychanie lub czucie smaku. Strategia ta obniza skutki stresu, pozwalajgc sie
wyciszy¢ poprzez zwolnienie akcji serca, zmniejszenie tempa oddychania czy tez uspokojenie emocji
(Bfaszczak, 2018).

Innym powszechnie wykorzystywanym sposobem jest aktywnos¢ fizyczna. Moze ona miec rézne
postacie np. sztuki walki, joga czy bieganie. Wykazano, ze aktywnos¢ fizyczna wptywa na stres poprzez
m.in. zmniejszanie leku w wyniku zredukowania napiecia mie$niowego poprzez zwiekszenie ukrwienia
nadnerczy i wzrost wydzielania norepinefryny, czy zwiekszonego wydzielania beta-endorfin (Wojtasik
i in., 2015). Waznym jest jednak, zeby dobra¢ witasciwy rodzaj i intensywnos$¢ éwiczen, poniewaz
niewtasciwa aktywnos¢ fizyczna moze wigzaé sie z pogorszeniem stanu zdrowia, a tym samym
zwiekszyc stres i jego skutki (lek) (Heszen i Sek, 2007).

Ostatnig z interwencji, o ktérych warto wspomnie¢ w kontekscie przeprowadzonych badan, jest
wykorzystanie arteterapii. Pozwala ona na uzyskiwanie stanu relaksacji i rbwnowagi emocjonalnej.
Aktywnos¢ plastyczna w najrézniejszych formach pozwala na doswiadczanie polisensorycznych doznan
zwigzanych z dotykiem, ruchem, dziwiekiem i wrazeniami wizualnymi. Poprzez dziatania
arteterapeutyczne (rysunek, sztuki plastyczne, zajecia manualne) mozliwa jest redukcja stresu na
drodze ekspresji emocji i fizycznego odreagowania napiecia (Stariko, 2009).

1.2. Cel badarn

Celem pracy byta ocena wptywu interwencji antystresowych na poziom wybranych parametrow
psychologicznych i stezenia hormonodw stresu (kortyzol, DHEA-S) u uczniéw 1 i 2 klasy Liceum
Ogdlnoksztatcgcego.

2. Materiaty i metody

Badanie zostato przeprowadzone na 38 uczniach klasy 1 i 2 liceum (17 dziewczat, 21 chtopcéw) na
terenie | Liceum Ogdlnoksztatcgcego im. Mikotaja Kopernika w todzi. Cata procedura trwata dwa
tygodnie: tydzien kontrolny (13—17.02.2017 r.) i tydzien badany (Antystresowy — 20-24.02.2017 r.).
Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetyki przy Uniwersytecie Medycznym w todzi, nr zgody
RNN/61/17/KE.

W tygodniu kontrolnym uczniowie biorgcy udziat w badaniu uczestniczyli w normalnym Zzyciu
szkolnym. W trakcie Tygodnia Antystresowego wdrozono interwencje polegajgcg na usunieciu
obcigzajgcych ucznidw sytuacji takich jak kartkéwki, sprawdziany czy odpowiedzi przed nauczycielem.
Przeprowadzono réwniez serie warsztatdw majgcych na celu redukcje stresu i rozwijanie umiejetnosci
i wiedzy dotyczacej radzenia sobie ze stresem:
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o filcowanie na odstresowanie” — polegajgce na przygotowaniu réznych form z filcu,
pobudzajgce kreatywnos¢ i redukujgce napiecie;

e szalej, krzycz, odpocznij” — ¢wiczenia sportowe aktywne i relaksacyjne nakierowane na
ekspresje emocji i ich regulacje;

e ,od swiadomego jedzenia do uwaznego zycia bez stresu” — ¢wiczenie oparte na technice
mindfulness polegajacej na swiadomym i petnym doswiadczaniu swoich odczué i emocji

e ,w zdrowym ciele spokojny duch” — trening jogi majgcy na celu osiggniecie stanu relaksacji
poprzez odpowiedni oddech i ¢wiczenia fizyczne.

W badaniu zebrano dane z wykorzystaniem pomiaru zmiennych biologicznych (poziom hormonéw
w $linie), pieciu kwestionariuszy psychologicznych opisanych ponizej oraz ankiet wtasnych.

Do badan poziomu hormondw pobierano sline w godzinach porannych, za kazdym razem o tej
samej porze od wszystkich badanych oséb. Niestymulowane prdébki sliny pobierano przy uzyciu
gotowych probéwek do pobierania sliny tzw. Salivettek firmy Sarstedt, a nastepnie wirowano (3000xG
przez 10 minut w temperaturze 4°C), porcjowano i zamrazano (-200°C). Przed wykonaniem oznaczen
odpowiednie porcje sliny rozmrazano. W celu pomiaru hormonéw stresu w $linie wykorzystano test
immunoenzymatyczny ELISA (metoda , kanapkowa”). Do oznaczenia w $linie kortyzolu uzyto gotowego
zestawu: Cortisol Salivary HS firmy DRG, a do oznaczania DHEA-S gotowego zestawu DHEA-S Elisa
(Saliva) firmy DRG. Absorbancje mierzone byly przy pomocy czytnika ptytek Mindray, dtugosc fali 450
nm. Wynik podano w ng / ml.

Skala Odczuwanego Stresu (PSS10) zawiera dziesie¢ pytan, ktore majg na celu pomiar poziomu
odczuwanego stresu zwigzanego z wiasng sytuacja zyciowg na przestrzeni ostatniego miesigca
(Juczynski i Oginska-Bulik, 2009).

Szpitalna Skala Depresji i Leku (HADS) oraz Inwentarz Stanu i Cechy Leku (STAI) to narzedzia
przesiewowe, ktore wykorzystuje sie do wykrywania zaburzen spowodowanych dtugotrwatym
stresem, takich jak depresja i lek (Mihalca i Pilecka, 2015). HADS to kwestionariusz sktadajgcy sie z 16
pytan podzielonych na dwie podskale stuzgce do pomiaru nasilenia objawdw leku (A) i depresji (D).
STAI réwniez sktada sie z dwdch podskal zawierajgcych 20 pozycji, z ktérych jedna (X1) stuzy do
pomiaru leku jako stanu, a druga (X2) leku jako cechy.

Wielowymiarowy Inwentarz do Pomiaru Radzenia Sobie ze Stresem (COPE) jest to narzedzie
stuzgce do oceny 15 strategii reagowania w sytuacjach stresowych. Narzedzie sktada sie z 60
stwierdzen — po 4 dla kazdej badanej strategii (Juczynski i Ogiriska-Bulik, 2009).

Test Orientacji Zyciowej (LOT-R) jest kwestionariuszem skfadajgcym sie z 10 pytan stuzacym do
pomiaru poziomu dyspozycyjnego optymizmu (Glaesmer i in., 2012).

Wszystkie z wymienionych narzedzi psychologicznych posiadajg satysfakcjonujgce wtasnosci
psychometryczne —wysoka trafnosé i rzetelnosc. Ich wyniki zostaty poddane interpretacji i przeliczeniu
przez psychologdéw z zespotu prowadzacego badanie zgodnie z normami.

Za pomocg krétkich ankiet wtasnych skonstruowanych na potrzeby badania dokonano réwniez
pomiaru subiektywnych zmian w poziomie odczuwanego stresu (STRES) oraz wiedzy i umiejetnosci
dotyczacych radzenia sobie ze stresem (COPING).

Materiat biologiczny oraz wyniki kwestionariuszy STAI i HADS zbierano czterokrotnie -
w poniedziatki i pigtki w obu tygodniach. Punkty te oznaczono kolejno literami A, B, C i D. Pomiaru
ankietami witasnymi dokonano dwukrotnie w punkach B i D. Kwestionariusze badajgce zmienne
niezalezne (PSS10, COPE i LOT-R) zostaty wypetnione raz — w punkcie A na poczatku badania (por. Tab.
1).
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Tabela 1. Punkty pomiarowe w kolejnych tygodniach i lista zbieranych pomiaréw.

Poniedziatek Pigtek
Punkt A, zebrane pomiary: Punkt B, zebrane pomiary:
Tydzien 1 - e Slina do pomiaru hormonoéw kortyzolu e $lina do pomiaru hormondw kortyzolu
kontrol i DHEA-S; i DHEA-S;
ontroiny e kwestionariusze PSS10, COPE, LOT-R, STAI, e kwestionariusze STAI, HADS;
HADS. e ankiety wtasne.
Punkt D iary:
Punkt C, zebrane pomiary: o unit - zebrane po,mlary
. - . . $lina do pomiaru hormondéw kortyzolu
Tydzien 2— e $lina do pomiaru hormonéw kortyzolu | DHEAS:
antystresowy ! DHEA_S; . o kwestionariusze STAI, HADS;
e kwestionariusze STAI, HADS. .
e ankiety wtasne.
3. Wyniki

Uzyskane wyniki badanych parametréw biologicznych i psychologicznych przedstawiono szczegétowo
w Tabeli 2. Poszczegdlne hipotezy i ich omdwienie zostaty przedstawione ponizej. W badaniu przyjeto
poziom istotnosci a=0.05. Analizy dokonano z wykorzystaniem programu Statistica w wers;ji 13.

Tabela 2. Wyniki pomiaréw parametréw biologicznych i psychologicznych uzyskane w badaniu.

N Min Max Srednia Odchylenie standardowe

DHEA-S pomiar A 38 0,720 4,270 2,409 1,087
DHEA-S pomiar B 38 0,80 5,080 2,684 1,154
DHEA-S pomiar C 38 0,790 5,070 2,684 1,144
DHEA-S pomiar D 38 0,850 4,390 2,642 1,097
Kortyzol pomiar A 38 17,90 52,20 34,905 10,012
Kortyzol pomiar B 38 16,30 53,30 35,205 9,363
Kortyzol pomiar C 38 17,70 5490 34,555 9,749
Kortyzol pomiar D 38 18,10 56,00 35,20 9,465
STAI X1 pomiar A 38 22 74 43,66 12,33
STAI X1 pomiar B 38 21 63 41,63 11,04
STAI X1 pomiar C 38 20 75 38,24 10,32
STAI X1 pomiar D 38 20 67 34,03 9,27
HADS A pomiar A 38 0 19 12,61 4,64
HADS A pomiar B 38 2 20 13,97 3,77
HADS A pomiar C 38 0 21 14,05 4,50
HADS A pomiar D 37 4 21 15,92 3,86
HADS D pomiar A 38 4 21 15,63 3,97
HADS D pomiar B 38 10 21 16,61 3,00
HADS D pomiar C 38 3 21 17,29 3,59
HADS D pomiar D 37 10 21 19,14 2,16
Ankieta wtasna COPING pomiar B 38 0 9 6,16 2,40
Ankieta wtasna COPING pomiarD 38 0 10 7,24 2,36
Ankieta wtasna STRES pomiar B 38 1 10 5,42 2,51
Ankieta wtasna STRES pomiar D 38 0 10 2,88 2,57
PSS10 38 6 39 19,18 7,20
LOT-R 38 18 29 23,42 2,77
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3.1. Zastosowanie interwencji antystresowych u ucznidw liceum ogdlnoksztatcgcego wptywa
na obnizenie steZenia kortyzolu oraz wzrost stezenia kortyzolu oraz wzrost steZzenia DHEA-S w $linie

Ze wzgledu na odstepstwa od normalnosci rozktadu w niektérych pomiarach poziomu hormonéw
w $linie podjeto decyzje o wykorzystaniu nieparametrycznego testu ANOVA Friedmana. Poréwnujac
wartos$é p=0,004 z przyjetym poziomem istotnosci, mozna stwierdzi¢, ze poziom hormonéw DHEA-S
réznit sie w kolejnych pomiarach (Tab. 3).

Tabela 3. Analiza wariancji poziomu hormonu DHEA-S w $linie z wykorzystaniem testu ANOVA

Friedmana.
N Suma rang df Sredniarang F P
DHEA-S 38 1,980 3 0,660 4,969 0,004

Analiza z wykorzystaniem testow post-hoc (Holm, Bonferroni) wykazata, ze istotne statystycznie
roznice poziomu DHEA-S wystepujg pomiedzy pomiarami w punktach A-B oraz A-C. W punktach B i C
zauwazy¢ mozna wzrost stezen DHEA-S w Slinie wzgledem punktu A (Tab. 4).

Tabela 4. Poréwnanie poziomu hormonu DHEA-S w $linie pomiedzy kolejnymi punktami pomiaru.

Srednia N Srednia MD SE t Phoim  Phonf
DHEA-SA 2,409 DHEA-SB 38 2,684 -0,274 0,057 -4,783 <,001 <,001
DHEA-SC 38 2,684 -0,275 0,085 -3,252 0,012 0,015
DHEA-SD 38 2,642 -0,232 0,094 -2,78 0,072 0,107
DHEA-SB 2,684 DHEA-SC 38 2,684 -5,263e-4 0,083 -0,006 1,000 1,000
DHEA-SD 38 2,642 0,042 0,102 0,417 1,000 1,000
DHEA-SC 2,684 DHEA-SD 38 2,642 0,043 0,075 0,574 1,000 1,000

Poziom drugiego z badanych hormondw, kortyzolu, nie rdznit sie w sposdb istotny statystycznie
w olejnych pomiarach (p = 0.270).

3.2. Czynniki takie jak ptec, klasa, profil klasy, odczuwany stres i lek wigzq sie z czestszym
wykorzystywaniem konkretnych sposobdw radzenia sobie ze stresem

W celu poréwnania, w jaki sposob grupy réznigce sie ptcia, profilem klasy, rocznikiem, poziomem
odczuwanego stresu i leku rdznig sie od siebie pod wzgledem preferowanych strategii radzenia sobie
ze stresem, wykorzystano statystyke x2 Pearsona.

W badanej grupie mfodziezy szkolnej chtopcy istotnie czesciej niz dziewczeta siegali po strategie
nakierowane na poszukiwanie wsparcia i koncentracje na emocjach: , powstrzymywanie sie od
dziatania” i ,akceptacja”. Uczniowie klas drugich mieli silniejszg tendencje do wykorzystywania
skoncentrowanej na problemie strategii ,,planowanie”.

Wykazano réwniez zwigzek pomiedzy poziomem odczuwanego stresu (ktérego wskaznikiem sg
wyniki kwestionariusza PSS10) i leku (mierzonego z wykorzystaniem skali STAI) a wykorzystywanymi
strategiami (mierzonymi za pomocg kwestionariusza COPE). Osoby o niskim poziomie odczuwanego
stresu czesciej preferowaty strategie ,pozytywne przewartoSciowanie i rozwdj”. Niski poziom
odczuwanego stresu wigzat sie takze z czestszym sieganiem po strategie ,odwracanie uwagi”.
Zauwazono réwniez, ze osoby o wyiszym poziomie leku rzadziej wskazywaty jako preferowang
strategie ,pozytywne przewartoSciowanie i rozwdj”. Szczegétowe wyniki powyziszych analiz
przedstawiono w Tabelach 5,6 7.
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Tabela 5. Zwigzek pomiedzy ptcig a preferowanymi strategiami radzenia sobie ze stresem.

Srednia  Srednia &P 0
Meiczyzni Kobiety
Pte¢ a powstrzymywanie od dziatania 38 10.25 11,12 0,743 6 41,97 <,001
Pte¢ a akceptacja 38 10,50 10,94 0,54 6 22,14 0,001

Tabela 6. Zwigzek pomiedzy klasg a preferowanymi strategiami radzenia sobie ze stresem.

Srednia Srednia
N  COPE COPE v df ¥ p
Klasa | Klasa Il
Klasa a . 35 10,53 10,06 0,496 3 8,60 0,035
planowanie

Tabela 7. Zwigzek poziomem odczuwanego stresu i leku a preferowanymi strategiami radzenia sobie

ze stresem.
Sredni  Sredni $rednia
N a a COPE Vv df  x? p

PSS10 STAI
!302|orrl1.stresu a przewartosciowanie 3 203 i 287 0,46 6 16,2 0,01
i rozwoj 8 3 9 2

4 17

Poziom stresu a odwracanie uwagi Z 2,03 - 2,40 0'18 6 0’6 0’;)0
Pozmn}w‘lqku a przewartosciowanie 3 i 218 287 0,75 6 43,4 <,00
i rozwoj 8 6 8 1

Dodatkowo dokonano oceny zwigzku pomiedzy optymizmem a preferowanymi strategiami radzenia
sobie ze stresem 1z wykorzystaniem wspdtczynnika korelacji rang (p-Spearmana). Osoby
charakteryzujace sie wiekszym optymizmem istotnie czesciej sktaniaty sie ku strategii , pozytywne
przewartosciowanie i rozwdj” i rzadziej siegaty po strategie ,,zaprzestanie dziatan” (Tab. 8).

Tabela 8. Zwigzek pomiedzy optymizmem a preferowanymi strategiami radzenia sobie ze stresem.

N R p
Optymizm a przewartosciowanie i rozwdj 38 0,51 <,001
Optymizm a zaprzestanie dziatan 38 0,37 0,001

3.3. Zastosowanie interwencji antystresowych u uczniow liceum ogdlnoksztafcgcego wpfywa
na obnizenie stezenia kortyzolu oraz wzrost stezenia kortyzolu oraz wzrost stezenia DHEA-S
w slinie

W celu weryfikacji kolejnej hipotezy dokonano analizy poziomu leku jako stanu (mierzonego

kwestionariuszem STAIl X-1) oraz objawéw leku (mierzonych za pomocg kwestionariusza HADS)

z wykorzystaniem testu ANOVA Friedmana. Poréwnujac wartosci p <0,001 dla leku jako cechy

i p=0,039 dla objawéw leku z przyjetym poziomem istotnosci, mozna stwierdzi¢, ze pomiedzy

kolejnymi pomiarami wystepowaty istotne réznice (Tab. 9).
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Tabela 9. Analiza wariancji poziomu leku jako stanu i nasilenia objawdw leku z wykorzystaniem testu
ANOVA Friedmana.

N Sumarang df Sredniarang F P
Lek jako stan 38 10,868 3 3,623 12,917 <,001
Objawy leku 38 2,076 3 0,692 2,887 0,039

Analiza z wykorzystaniem testow post-hoc (Holm, Bonferroni) wykazata, ze istotne statystycznie

Tabela 10. Poréwnanie poziomu leku jako stanu (STAI-X1) i nasilenie objawow leku (HADS) pomiedzy

kolejnymi punktami pomiaru.

Srednia Srednia N MD  SE t Phoim  Phbonf
STAIX-1A 43,66 STAIX-1B 41,63 38 0,07 0,11 0,68 0,49 1,00
9 6 3 9 0
0,34 0,09 3,62 0,00 0,00
STAIX-1C 38,24 38 ) 4 1 4 5
STAlI X-1 0,68 0,14 4,83 <,00 <,00
D 34,03 38 4 ) 0 1 1
STAIX-1B 41,63 STAIX-1C 38,24 38 0,26 0,11 2,24 0,06 0,18
3 7 2 2 6
STAlI X-1 0,60 0,12 4,72 <,00 <,00
D 34,03 38 5 3 4 1 1
STAlI X-1 0,34 0,12 2,70 0,03 0,06
STAIX-1C 38,24 D 34,03 38 ) - 1 1 )
HADS A 12,61 HADS B 13,97 38 0,22 0,12 1,84 0,29 0,43
2 0 8 2 9
0,27 0,10 2,71 0,05 0,06
HADS C 14,05 38 3 ) ) ) )
0,30 0,10 2,93 003 0,03
HADS D 15,92 37 6 4 7 5 5
0,05 0,13 0,40 1,00 1,00
HADSB 1397  HADSC 1405 38 o 3 0 0
0,08 0,11 0,72 1,00 1,00
HADS D 15,92 37 3 5 3 0 0
0,02 0,10 0,25 1,00 1,00
HADS C 14,05 HADS D 15,92 37 3 9 5 0 0

réznice w wynikach skali X1 kwestionariusza STAI wystepujg pomiedzy pomiarami w punktach A i C,
AiD, BiD, CiD, aistotne réznice w nasileniu objawéw leku pojawity sie pomiedzy pomiarami
w punktach A i D (por. Tab. 10 oraz Ryc. 1). Jednocze$nie podobnej zmiany nie zaobserwowano
dokonujac analizy objawéw depresji — te nie réznity sie w sposdb istotny statystycznie w przebiegu
badania.
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(a) (b)

Rycina 1. Sredni poziom leku jako stanu uczestnikéw mierzony za pomoca kwestionariusza STAI
w kolejnych punktach badaniach (a). Sredni poziom leku jako stanu uczestnikéw mierzony za pomoca
kwestionariusza HADS w kolejnych punktach badania (b).

Dane dotyczace subiektywnie ocenianego poziomu stresu badanych mierzonego w punktach Bi D
przeanalizowano z wykorzystaniem testu Wilcoxona. Stwierdzono istotny spadek subiektywnie
odczuwanego stresu (p < 0,000) w ciggu tygodnia dzielgcego oba pomiary (Ryc. 2a.).

Stosujac test t-Studenta, dokonano analizy pomiaréw subiektywnych opinii badanych dotyczacych
poziomu ich umiejetnosci radzenia sobie ze stresem, ktére zmierzono dwukrotnie w punktach B i D
i wykazano istotne statystycznie réznice (p = 0,003). W Tygodniu Antystresowym osoby badane wyzej
oceniaty swoje umiejetnosci radzenia sobie ze stresem (por. Ryc. 2b.).

12 12
10 10
8 8
8 L o
4 4
o
2
2
o
o Mediana 0
0 o . [ 25%-75% 5 Midons
T Zakres nieodstajacych (] 25%-75%
© Odstajgce 2 T Min-Maks
’ 3 D B b

(a) (b)
Rycina 2. Subiektywna ocena odczuwanego stresu uczestnikéw przed warsztatami antystresowymi

i po warsztatach (a). Srednia subiektywnego poziomu oceny wtasnych umiejetnosci antystresowych
uczestnikdw przed warsztatami antystresowymi i po warsztatach (b).
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4. Dyskusja

Liczne badania na przestrzeni lat potwierdzaja, ze wzrost poziomu kortyzolu i spadkiem poziomu DHEA-
S w organizmie $wiadczy o nasileniu sie tzw. stresu przewlektego (Heszen i Sek, 2007). Luo i in. w swojej
pracy dotyczacej wptywu dobrostanu i przewidywan pozytywnych zdarzen na aktywnos¢ neuronalng
wykazali, ze obustronna srodkowa kora przedczotowa wykazywata sie zwiekszong aktywnoscig
podczas antycypacji zdarzen pozytywnych w stosunku do zdarzen neutralnych. Dodatkowa,
zwiekszona aktywnos¢ mdzgu byta zwigzana z wyzszym poziomem dobrego samopoczucia. Badania te
sugerujg istnienie mechanizmu neuronowego, za pomocg ktérego proces przewidywania przysztych
zdarzen koreluje z dobrostanem cztowieka (Luo i in., 2018). Z kolei Mac Leod i Byrne wskazujg na to,
Ze zmniejszona pozytywna antycypacja, a zwiekszona antycypacja negatywna wigzg sie ze stanem
depresji i niepokoju (MacLeod i Byrne, 1996). Dlatego tez przewidywanie pozytywnych zdarzen
prawdopodobnie moze réwniez zmniejsza¢ poziom stresu, jednak konieczne sg dalsze badania
potwierdzajgce te wyniki.

W wynikach uzyskanych w badaniu wfasnym obserwowano istotne réznice poziomu DHEA-S.
Rdéznica poziomu tego hormonu miedzy poczatkiem Tygodnia Kontrolnego a koncem Tygodnia
Kontrolnego oraz poczatkiem Tygodnia Kontrolnego i poczatkiem Tygodnia Antystresowego wskazuje
na to, ze istotng role w obnizeniu biochemicznych markerow stresu moze mie¢ samo nastawienie
i mysl o tygodniu, ktéry jest wolny od kartkéwek oraz wypetniony odziatywaniami antystresowymi.
Brak istotnych réznic w poziomie kortyzolu moze wigzaé sie z trudnosciami w uchwyceniu jego
Sredniego poziomu. Podlega on duzym wahaniom w ciggu doby oraz wptywa na niego wiele czynnikéw,
ktérych w badaniu nie mozna byto w petni kontrolowaé.

Warto zwrdci¢ uwage na wyniki dotyczace pordéwnania preferencji w kierunku okreslonych
strategii radzenia sobie ze stresem w réznych grupach oséb badanych. Wskazujg one, ze zdecydowana
wiekszo$¢ chtopcdw oraz prawie potowa dziewczat biorgcych udziat w badaniu preferuje strategie
,powstrzymywanie sie od dziatait”. Swiadczy to o ich biernosci w stosunku do zaistniatej sytuacji
stresowej. Jest to zbiezne z wynikami zaprezentowanymi w pracy Sikory i Pisuli, ktére sugerujg, ze
mtodziez w wieku 14-16 lat znacznie rzadziej stosuje techniki stuzgce przepracowaniu problemu,
analizie i prébie zmiany sytuacji (Sikora i Pisula, 2002).

Nalezy takze wskazaé, ze wraz ze wzrostem odczuwanego stresu maleje sktonnosc¢
do wykorzystywania strategii ,pozytywne przewartoSciowanie i rozwdj”, a rosnie tendencja
do stosowania strategii ,odwracanie uwagi”, co réwniez wskazuje na bierng postawe w sytuacji
stresowej. Tendencja do wykorzystywania pierwszego z tych sposobdow radzenia sobie wigze sie
rowniez z poziomem leku. Osoby o nizszym odczuwanym poziomie leku czesciej siegajg po efektywne
strategie radzenia sobie ze stresem skoncentrowane na zadaniu (,pozytywne przewartosciowanie
i rozwdj”). Mozna zatem uznad, ze czestsze stosowanie strategii nakierowanych na regulacje emocji
i aktywne radzenie sobie z problemem chroni przed wzrostem poziomu odczuwanego stresu
i pojawieniem sie coraz silniejszego leku.

W badaniach Chodkiewicza stwierdzono, ze wyziszy poziom optymizmu wigze sie z czestszym
stosowaniem aktywnych form radzenia sobie ze stresem (,,planowanie”), a nizszy koreluje z wyborem
strategii bardziej biernych (,zaprzeczanie”) (Chodkiewicz, 2000). Potwierdzajg to réwniez wyniki
przeprowadzonego przez autoréw badania, wskazujgce na silng, pozytywng korelacje optymizmu
z ,pozytywnym przewartosciowaniem i rozwojem” oraz stabszg ujemng korelacje optymizmu
z ,,zaprzestaniem dziatan”.

Widoczne obnizenie poziomu leku jako stanu w czasie trwania badania mozna uznac za
wyznacznik efektywnosci zastosowanych oddziatywan. Jego istotny spadek miedzy punktami Ai C oraz
B i C moze potwierdza¢ hipoteze, ze to wtasnie antycypacja pozytywnych zdarzen (Tygodnia
Antystresowego) w postaci braku kartkdwek i zaplanowanych oddziatywan antystresowych moze
istotnie obnizy¢ odczuwany stres. Z kolei zmiany miedzy punktami B i D oraz C i D mogg Swiadczy¢
o stusznosci stosowania oddziatywan antystresowych nakierowanych na obnizanie poziomu stresu.
Powyzsze wnioski potwierdzajg takze wyniki uzyskane w badaniu za pomoca kwestionariusza HADS
wskazujgce na istotng redukcje objawow leku w trakcie Tygodnia Antystresowego.
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Subiektywna ocena uczestnikdéw badania dotyczgca poprawy ich umiejetnosci radzenia sobie ze
stresem i spadku poziomu stresu wskazuje, ze interwencje przygotowane i przeprowadzone w ramach
Tygodnia Antystresowego spetnity swojg role zaréwno w aspekcie edukacji, jak i promocji zdrowia
w aspekcie dbania o wtasng , higiene psychologiczng”. Umozliwity takze zwrdcenie uwagi na problem
stresu u mtodziezy wywotany codziennymi aktywnosci szkolnymi idostarczenia im skutecznych
narzedzi do radzenia sobie ze szkodliwym napieciem odczuwanym na co dzieA.

Whnioski

Badania wtasne wskazuja, ze antycypacja zdarzen pozytywnych juz sama w sobie powoduje obnizenie
poziomu stresu.

Cykliczne stosowanie tygodnia antystresowego w trakcie roku szkolnego moze stymulowac
ucznidow do wypracowania wtasciwej higieny psychicznej.

Warto takze nadmieni¢, ze caly projekt realizowany byt w ramach wspdtpracy Uniwersytetu
Medycznego w todzi z | Liceum Ogdlnoksztatcgcym im. Mikotfaja Kopernika w todzi. Pozwolito to na
wiaczenie grupy licealistébw w proces przygotowania i prowadzenia badan naukowych oraz
opracowania i publikacji ich wynikéw. Stanowito to dla nich wazne doswiadczenie, ktdre doprowadzito
do postawienia pierwszego kroku na ich $ciezce naukowej w bardzo mtodym wieku.

Finansowanie: Badania finansowane ze $rodkéw statutowych — 503/1-137-04/503-11-001-19-00 oraz
ze srodkéw | edycji projektu mentorskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi, ,Kumpel” —564/9-901-
07/564-01.

Podziekowania: Autorzy dziekujg dr n.med. Alicji Ograczyk-Piotrowskiej oraz mgr Zofii Kabzinskiej za
pomoc w realizacji badan w ramach projektu , Kumpel” oraz Dyrekcji | Liceum Ogdlnoksztatcgcego
w todzi za wspodtprace przy realizacji projektu.
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Abstract: The potential use of radionuclides in therapy has been recognized for many decades.
A number of radionuclides, such as iodine-131 (*3), phosphorous-32 (32P), strontium-90 (°°Sr),
and yttrium-90 (*°Y), have been used successfully for the treatment of many benign and malignant
disorders. The evolving field of personalised medicine, especially in the field of oncology, has recently
stimulated the introduction of new radionuclides and radiopharmaceuticals for the treatment
of metastatic bone pain, neuroendocrine and other malignant tumours. Although lutetium-177 (*Lu)
was first implemented for medical use around 50 years ago, its use as a therapeutic nuclide has only
recently increased with the advent of modern radiopharmaceuticals exploiting molecular alterations
in malignant disease, which results in the expression or upregulation of various targets that can
be used for imaging and treatment with radiopharmaceuticals. Physical characteristics of *’’Lu, which
is one of the radionuclides most suitable for theranostic approaches, are discussed. Most important
clinical studies using Y’Lu-labelled radiopharmaceuticals are presented with the emphasis on the role
of peptide receptor radionuclide therapy (PRRT) and radioligand therapy (RLT) in patients with
advanced neuroendocrine tumours (NETs) and castration-resistant prostate cancer (CRPC).

Keywords: radionuclide therapy, lutetium-177, peptide receptor radionuclide therapy, radioligand
therapy
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Streszczenie: Mozliwosci zastosowania radionukliddw w terapii sg uznawane od dziesiecioleci. Szereg
radionuklidéw, takich jak jod-131 (*311), fosfor-32 (32P), stront-90 (°°Sr) i itr-90 (°°Y), jest z powodzeniem
stosowanych w leczeniu wielu choréb o charakterze tagodnym i nowotworowym. Dokonujacy sie
w ostatnim czasie rozwdj medycyny spersonalizowanej, zwtaszcza w dziedzinie onkologii, byt bodZzcem
do wprowadzenia w ostatnim czasie szeregu nowych radionuklidéw i radiofarmaceutykéw w leczeniu
bdlu zwigzanego z przerzutami nowotworowymi do kosci, leczeniu guzéw neuroendokrynnych i innych
nowotwordéw ztoéliwych. Chociaz lutet-177 (}’Lu) zostat po raz pierwszy zastosowany w medycynie
okoto 50 lat temu, jego rola jako radionuklidu w terapii izotopowej wzrosta dopiero w ostatnim czasie
wraz z pojawieniem sie nowoczesnych radiofarmaceutykéow wykorzystujgcych zmiany do jakich
dochodzi na poziomie molekularnym w chorobie nowotworowej, ktére powodujg nadekspresje lub
wzmozong regulacje réznych struktur, co moze by¢ wykorzystane w diagnostyce obrazowej i do
leczenia za pomoca radiofarmaceutykdéw. W pracy omdwiono fizyczne cechy Y’Lu, ktére sprawity,
ze jest on jednym z radionuklidow najbardziej przydatnych w teranostyce. Przedstawiono
najwazniejsze badania kliniczne z zastosowaniem radiofarmaceutykéw znakowanych 7Lu
ze zwrdceniem szczegdlnej uwagi na receptorowq terapie izotopowq z uzyciem peptydow (PRRT)
i eczenie z uzyciem radioligandéw (RLT) u pacjentéw z zaawansowanymi guzami neuroendokrynnymi
(NET) i opornym na kastracje rakiem prostaty (CRPC).

Stowa kluczowe: leczenie radioizotopowe, lutet-177, receptorowa terapie izotopowg z uzyciem
peptyddw, leczenie z uzyciem radioligandéw
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List of abbreviations

AML — acute myeloid leukaemia

BPAMD - (4-{bis-(phosphonomethyl))carbamoyllmethyl}-7,10-bis(carbamoxymethyl) 1,4,7,10-
tetraazacyclo-dodec-1-yl acetic acid

Bq — Becquerel

BSA — body surface area

CRPC — castration-resistant prostate cancer

CS — clinical stage

CTCAE — Common Terminology Criteria for Adverse Events

Ci — Curie
CR — complete response
d — day(s)

DCR — disease control rate

DOTA —1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetra-acetic acid
DOTANOC - [DOTAO-1-Nal3]octreotide

DOTATATE — [DOTAO,Tyr3]octreotate

DOTATOC - [DOTAO, Tyr3]octreotide

DOTMP — 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetramethylene phosphonic acid
DRR — disease response rate

EDTMP — ethylenediaminetetramethylene phosphonic acid

eV —electronvolt

FDG-PET — fluorodeoxyglucose positron emission tomography
GEP-NET — gastroenteropancreatic neuroendocrine tumour
Gy — Gray

h - hour(s)

mCRPC — metastatic castration-resistant prostate cancer

MDS - myelodysplastic syndrome

MIBG — iobenguane

MR — minor response

MTD — maximum tolerated dose

NET — neuroendocrine tumour

NHL — non-Hodgkin lymphoma

NTSR — neurotensin receptors

ORR - objective response rate

OS - overall survival

PET/CT — positron emission tomography/computed tomography
PFS — progression-free survival

PR — partial response

PRRT —peptide receptor radionuclide therapy

PSA — prostate-specific antigen

PSMA — prostate-specific membrane antigen

RECIST —Response Evaluation Criteria in Solid Tumours

RLT — radioligand therapy

SD — stable disease

SSTR — somatostatin receptors

SWOG — Southwest Oncology Group (response evaluation criteria)
WBC — white blood cell
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Introduction

Nuclear medicine therapy (radionuclide therapy) uses radioactive preparations for the selective
delivery of radiation to target organs or tumours. The therapeutic use of radioisotopes was developed
in the mid-20th century following the discovery of methods of artificial radionuclide production. In that
respect, 1311 iodine has been used for the treatment of differentiated thyroid carcinoma and 32P
phosphorus (as orthophosphate) for the treatment of polycythaemia vera. Potential new applications
of radionuclide therapy (particularly in the field of oncology) reflect advances in antibody engineering
(radioimmunotherapy), the identification of tumour antigen targets or the synthesis of peptide
analogues (peptide radionuclide therapy). These compounds are subsequently complexed with
B-emitting (or a-emitting) radionuclides to achieve an appropriate treatment through the delivery
of cytotoxic absorbed radiation dose to the desired target and prevent or minimise the toxicity for
normal tissues.

The goal of radionuclide targeted therapy is to effectively deliver curative doses of radioactivity
to the tumour cells while sparing the normal tissue. In recent years, the rapid expansion in the use
of radionuclides for therapeutic purposes has been observed involving various biologically active
molecules as carriers. The potential usefulness of a particular radioisotope depends on many factors
including its physical characteristics (half-life, type of emissions, energy of the radiation(s), daughter
product(s), method of production, and radionuclide purity) and biochemical aspects, related mainly
to a radionuclide carrier molecule, which include tissue targeting, retention of radioactivity in the
tumour, in vivo stability, and toxicity.

The most important factor to be considered when choosing a radionuclide for therapy is the
physical half-life time, most suitable in the range between six hours and seven days. A very short
physical half-life limits the delivery flexibility and is very impractical, while a long half-life means long
retention of radioactivity in the patient’s body and prolonged exposure of the patient’s environment
to radiation. Thus, when the physical half-life is too long, patients need to be admitted and isolated for
a longer period, hence increasing the treatment costs. On the other hand, a tracer should have
sufficient retention so that radiation can be delivered to the target efficiently. If the uptake is slow,
a radionuclide with a relatively long physical half-life should be used so that the radionuclide will not
decay completely before it reaches the targeted tumour. Therefore, for an efficient radiation delivery,
a balanced optimal biological and physical half-life should be chosen, which results in an optimal
effective half-life.

For therapeutic purposes, radiations with high-linear energy transfer, such as a- and B-particles,
are preferable. These types of radiations allow very high ionization per length of path. Therefore, they
are fully deposited within a small range of tissue (usually mm). This also reduces the need for additional
radiation protection of the environment. However, some B-emitting radionuclides also decay with
y-radiation. This associated y-radiation could be advantageous if its energy and intensity are within the
diagnostic range, as it provides the ability to visualize the distribution of the radiopharmaceutical
within the patient’s body using scintigraphic methods.
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Table 1. Characteristics of the selected, most important current (*3!1, Y, 77Lu) and emerging (**'Tb,
2257¢) radionuclides for therapy. Modified from (Basu et al., 2020)

Radionuclide Half-life Emissions Maximum Mean (maximum) Source
energy of soft tissue
particulate penetration
emission range
13 8.02d B,y 606 keV 0.4 (2.4) mm reactor
90y 64.1h B- 2284 keV 3.6 (11) mm 90Sr /%Y generator
7Ly 6.65d B,y 497 keV 0.28 (1.7) mm reactor
161Th 6.88d B, Augere,y 593 keV (B) 3mm reactor
25Ac 10.0d a, B,y 5792 keV (a) <10 um separation from
229Th, decay
product of 233U

Historically, ¥’Lu was first implemented for medical use around 50 years ago for the selective
irradiation of sentinel nodes (Kyker et al., 1956), but its use as a therapeutic nuclide has only recently
increased with the advent of modern radiopharmaceuticals.

The physical properties of ’Lu allow the construction of tailor-made therapeutic
radiopharmaceuticals choosing from a variety of ligands. Lutetium-177 is the B~ emitting radionuclide
having physical characteristics suitable for therapy: a half-life of 6.65 days with emission of B~ particles
with maximum energy of 497 keV, maximal tissue penetration of 1.7 mm and linear energy transfer
of around 0.2 keV/mm. It also emits y photons, the most prominent: 208 keV (10.4%) and 113 keV
(6.2%), which allow scintigraphy and subsequent internal dosimetry with the same therapeutic
compound. Lutetium-177 can be produced in a nuclear reactor by neutron irradiation of natural
or enriched Y"®Lu target. Alternatively, it can be obtained as a carrier free radionuclide Y’Lu after the
decay of ’Yb produced by neutron bombardment of 76Yb followed by a chemical separation of Y’’Lu.
Thus, apart from the clinical advantages, another important aspect is the large-scale commercial
availability of ¥7Lu with very high radionuclide purity and desired specific activity at an affordable cost.
This is one aspect where ’Lu has a distinct advantage over other radionuclides which have either
been used or proposed for radioisotope therapy. The European Pharmacopoeia monograph for ’Lu
for radiolabelling (lutetium [Y’Lu] solution for radiolabelling — Ph. Eur. 07/2017:2798) covers both
production routes and the quality aspects of solutions for radiolabelling with different impurity profiles
and different specific radioactivity. Lutetium-177 produced by both production routes has been
granted marketing authorization in Europe (LuMark (EU/1/15/1013/001), EndolucinBeta®
(EU/1/16/1105/001-002), LutaPol (national procedure, Poland 22081).

An overview of the published experience with ’Lu showing therapeutic utility in targeted in vivo
radiotherapy is presented.

1. Areas of therapeutic applications of 17’Lu
1.1. Bone pain palliation

About 50% of patients with breast cancer and around 80% patients with prostate cancer develop bone
metastases in the advanced stage of disease, and in nearly half of these patients the metastatic process
is accompanied by bone pain. These metastatic lesions in skeleton often lead to excruciating pain and
other related symptoms such as lack of mobility, neurological deficits, depression, anxiety, anger, fear
of death and others, which adversely affect the quality of life. Though the conventional treatment
modalities such as administration of analgesics, hormones and external beam radiotherapy are
prevalent practices, their administration is limited due to multiple side effects. Radionuclide therapy
employing radiopharmaceuticals labelled with radionuclides emitting B7/conversion electrons such
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as %P, 85y, 90y, 153Sm, 185Re and 7’Lu has been proposed as an effective option for bone pain palliation,
which could provide significant improvement in quality of life of patients.

Recently, a radiation emitting radium-223 dichloride (?23Ra) has been approved for the treatment
of metastatic, castration-resistant prostate cancer (mCRPC) patients with symptomatic bone
metastasis and without visceral metastases (Florimonte et al., 2016; Parker et al., 2013).

In designing suitable radiolabelled agents for palliative care of bone pain due to metastatic
skeletal lesions, multidentate polyaminophosphonic acids have been found to be the most promising
candidates as carrier ligands owing to their high bone affinity, selective localization in skeletal lesions
and ability to form metal chelates with high in-vivo stability.

Several Y’Lu-labelled radiopharmaceuticals were reported for bone pain palliation in clinical
(lutetium-177 labelled EDTMP (ethylenediaminetetramethylene phosphonic acid)) or preclinical
(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetramethylene phosphonic acid (DOTMP) and BPAMD)
studies (Ando et al., 1998; Sola et al., 2009; Chakraborty et al., 2002; Meckel et al., 2015) .

1.2. Radiolabelled antitumour antibodies

Initially, radiolabelled antibodies were studied for tumour detection by single-photon imaging, but fast
development of FDG-PET stopped this approach. In the meantime, radiolabelled antibodies were
shown to be effective in the treatment of lymphoma, whereas in solid tumours, more resistant
to radiations and less accessible to large molecules such as antibodies, their clinical efficacy remains
limited. However, radiolabelled antibodies used in minimal or small-size metastatic disease have
shown promising clinical efficacy. With the development of new technologies, especially recombinant
antibodies and pre-targeting approaches, the potential utility of therapeutic radiolabelled antibodies
may further increase (Barbet et al., 2012).

Several ’’Lu-labelled monoclonal antibodies or their fragments, for which clinical trials have been
reported, include CC49, a high-affinity murine antibody against tumour-associated glycoprotein
TAG-72 which is expressed by most common epithelial tumours. 7’Lu-CC49 was used for
intraperitoneal radioimmunotherapy of metastatic ovarian cancer confined to the abdominal cavity
(Meredith et al., 1996; Alvarez et al., 1997) .

Rituximab is a chimeric antibody with high binding affinity for the CD-20 antigen, which
is expressed on the surface of normal and malignant B-lymphocytes but not on stem cells or healthy
tissues. Rituximab kills CD-20 positive B-lymphocytes via a mechanism involving antibody-dependent
cytotoxicity. Labelled with Y’Lu, it has been used for radioimmunotherapy combining the cytotoxic
effect of antibody itself and radiation emitted by the attached radionuclide in patients with relapsing
follicular, mantle cell and other indolent B-cell lymphomas (Forrer et al., 2013).

Other carrier antibodies labelled with ¥’Lu and directed against other non-Hodgkin lymphoma
cell antigens (lilotomab satetraxetan against CD-37) are under study for similar indications (Blakkisrud
et al., 2017a; Blakkisrud et al., 2017b).

J591 is a deimmunized murine monoclonal antibody that has affinity to the extracellular domain
of prostate-specific membrane antigen (PSMA) and has the property of internalization once bound to
PSMA. PSMA is upregulated in prostate cancer and has become one of the most recognizable targets
for management of castration-resistant prostate cancer (CRPC). In a recent review Niaz et al. (2020)
collected the published results of clinical trials on 7Lu-J591 in the treatment of CRPC, documenting
that Y7Lu-J591 application has shown promising results. The agent targeted tumour accurately, gave
a biochemical and radiographical response, and increased overall survival among CRPC patients.
Authors indicated that ongoing studies of Y’Lu-J591 focus on improving the therapeutic index because
of myelosuppression due to ’Lu-J591 application.

1.3. Radionuclide therapy of prostate cancer

Castration-resistant prostate cancer, defined as disease progression despite medical or surgical
castration, develops in 10%—20% of prostate cancer patients (Kirby et al., 2011).
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Most CRPC patients have metastases at diagnosis or develop widespread disease during the first
2 vyears of follow-up. First-line chemotherapeutic agents, such as docetaxel and second-line
chemotherapy with cabazitaxel, are often toxic and prolong life by only a few months (Basch et al.,
2014).

Postchemotherapy androgen deprivation therapy with abiraterone acetate and enzalutamide has
been shown to prolong overall survival by only 3.9 and 4.8 months, respectively, compared with
placebo. Likewise, the overall survival benefit is only 3.6 months (as compared with placebo) for 2**Ra-
chloride which targets only osteoblastic lesions and does not treat nodal or visceral metastases
(de Bono et al., 2011; Scher et al., 2012; Parker et al., 2013).

Prostate-specific membrane antigen (PSMA)-targeted radioligand therapy involves selective
binding of a radioligand to PSMA overexpressed on CRPC cells, which increases the tumour dose and
spares normal tissue (Kwekkeboom, 2016).

Although several molecules targeting PSMA have been reported, currently, TUM1 derivatives
developed by Weineisen et al. and named PSMA I&T (2015) and the small molecule PSMA-617 are
most commonly studied (Ahmadzadehfar et al., 2016; Kratochwil et al., 2016; Rahbar et al., 2016a).

Both radioligands are internalised and retained within the tumour cells, which is essential for the
cell-killing effect of radioligand therapy (RLT). They are safe for therapy, have a low toxicity profile and
show a potential to prolong progression-free and overall survival.

Patients with metastatic castration-resistant prostate cancers (mCRPC) who have exhausted
or are ineligible for approved alternative options and with adequate uptake of PSMA-ligands on the
basis of a pre-therapy imaging study can be considered for treatment (Kratochwil et al., 2019).

1.4. Peptide receptor radionuclide therapy (PRRT) of neuroendocrine tumours (NETs) and other
tumours

Patients with NETs may present with local tumours, with or without regional or distant metastases.
The common site of metastasis is the liver. These tumours may remain clinically silent until a significant
liver tumour burden is present.

First-line systemic therapy in patients with advanced NETs usually consists of a somatostatin
analogue for control of both hormonal secretion and tumour growth (Kvols et al., 1986; Rinke et al.,
2009; Caplin et al., 2014).

Patients with NETs who have had disease progression during first-line somatostatin analogue
therapy have still several therapeutic options including surgery, interferon, chemotherapy, molecular
therapy, locoregional therapies and PRRT. However, with the exception of everolimus for the
treatment of non-functional NETSs, no standard second-line systemic treatment options currently exist
(Yao et al., 2016; Kulke et al., 2011).

Peptide receptor radionuclide therapy is a systemic administration of a synthetic peptide, labelled
with a suitable radionuclide, able to irradiate primary and secondary tumours, via direct binding to a
specific receptor, expressed on the cell membrane; in the case of neuroendocrine tumours, these are
somatostatin receptors (SSTR) family as the majority of these slow-growing malignancies overexpress
somatostatin receptors. Currently, the most common chelator in PRRT is DOTA (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetra-acetic acid). This compound is used for coupling the
radionuclide and the somatostatin analogue. DOTA chelated peptide can be easily labelled with
radiometals, such as '’Lu. There are few different somatostatin analogues, such
as [DOTAS Tyr®loctreotide  (DOTATOC), [DOTAS,Tyr®Joctreotate (DOTATATE) and [DOTA’-1-
Nal*]Joctreotide (DOTANOC) (De Jong et al., 2002; Kwekkeboom et al., 2008; Garkavij et al., 2010;
Kwekkeboom et al., 2005; Valkema et al., 2005) .

Neuroendocrine tumours have proven to be ideal neoplasms for PRRT - appropriate candidates
are patients presenting with well-differentiated or moderately differentiated tumours, defined as NETs
grade 1 or 2 according to the WHO classification of 2017.
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Recently, 177Lu-DOTATATE has been demonstrated to markedly prolong progression-free
survival and was associated with limited acute toxic effects in patients with advanced, progressive,
somatostatin-receptor—positive midgut neuroendocrine tumours (Strosberg et al., 2017b).

While treatment of gastroenteropancreatic NETs (GEP-NET) is the major and classical indication
for PRRT, there are other areas where this therapy has been applied. A fair amount of clinical
experience in these ‘beyond GEP-NET’ applications exist for:

e metastatic/inoperable bronchopulmonary and mediastinal/thymic NETs (Parghane et al.,
2017; Adnan et al., 2019),

e metastatic/inoperable medullary thyroid carcinoma (Parghane et al., 2020),

e non-!-MIBG (iobenguane) concentrating metastatic paraganglioma & pheochromocytoma
(Puranik et al., 2015),

e non-1!-avid metastatic differentiated thyroid carcinoma (Jois et al., 2014),

e othertumours with NET differentiation/characterization like metastatic Merkel cell carcinoma,
meningioma, recurrent/inoperable phosphaturic mesenchymal tumour (Basu and Ranade,
2016; Parghane et al., 2019; Basu and Fargose, 2016).

2. Overview of clinical pharmacology of Y”’Lu-labeled radiopharmaceuticals

The biodistribution of ¥’Lu will be specific for the carrier to be radiolabelled. The in vivo presence
of nconjugated lutetium (Y’Lu) may be observed due to poor chelation, degradation of the
77 y-labelled protein, peptide or phosphonate or other ligand, and digestion or damage releasing
unconjugated lutetium. Clinical pharmacology of different ’’Lu-labelled products is available in the
literature - publications referred to studies conducted with radiolabelled bisphosphonates (Ando et al.,
1998; Sold et al., 2009; Yousefnia et al., 2016), radiolabelled antibodies (Meredith et al., 1996; Alvarez
et al., 1997; Forrer et al., 2009a; Vallabhajosula et al., 2005), radiolabelled peptides (De Jong et al.,
2002; Kwekkeboom et al., 2008; Schuchardt et al., 2013) and radiolabelled small molecules (Weineisen
et al., 2015; Rahbar et al., 2016a).

The pharmacodynamics of ’’Lu-labelled ligand will be specific to the carrier molecule.

The mechanism of uptake of Y’Lu-labelled ligand will be specific to the carrier molecule and
is described in corresponding paragraphs.

3. Overview of therapeutic efficacy of lutetium (”’Lu) labelled radiopharmaceuticals
3.1. Clinical utility of *”’Lu-labelled radiopharmaceuticals for bone pain palliation

Ethylenediaminetetramethylene phosphonic acid (EDTMP) belongs to the group of bisphosphonates,
the pharmaceutical active substances which are well established in the treatment of bone metastases.
EDTMP forms stable complexes with various radiometals, particularly lanthanides. In preclinical
studies, biodistribution of Y’Lu-EDTMP was favourable, the complex was rapidly cleared from the
blood and selectively taken up by bones, especially in the metastatic lesions in the bones (Ando et al.,
1998; Sola et al., 2009) .

In a prospective study, Thapa et al. (2015) compared Y’Lu-EDTMP with *Sm-EDTMP for painful
skeletal metastases in 32 patients. They found no differences between groups for either non-serious
or serious toxicity. Similarly, Y’Lu-EDTMP had pain response efficacy similar to that of **>Sm-EDTMP.

The macrocyclic analogue of EDTMP, 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetramethylene
phosphonic acid (DOTMP), yet another tetramethylene phosphonic acid, could be chosen as another
efficacious carrier ligand in developing bone pain palliation agents using radiolanthanides. When
radiolabelled with radiolanthanides, DOTMP complex has shown excellent pharmacokinetic properties
as well as clinical efficacy in the treatment of patients suffering from multiple myeloma (Chakraborty
et al., 2002).
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177L.y-BPAMD ((4-{bis-(phosphonomethyl))carbamoyl]methyl}-7,10-bis(carbamoxymethyl)
1,4,7,10-tetraazacyclo-dodec-1-yl acetic acid) is a new treatment option for skeletal metastases
in prostate cancer in patients with widespread, painful skeletal metastases, presenting with
progressive disease and refractory to conventional treatment. Its kinetics in normal organs and
tumours was determined and the mean absorbed dose to normal organs and tumour lesions was
estimated. (Schuchardt et al., 2013; Yousefnia et al., 2016) A fast clearance of ’Lu-BPAMD from the
whole body normal organs as well as from the blood was found. In contrast, skeletal lesions showed
a very long retention/half-life (> 80 hours) of the radiopharmaceutical, which resulted in high tumour
doses delivered (ranging from 2.4 — 209 mGy/MBqg — a wide range due to the different size of the
lesions). An excellent pain palliation could be achieved, corresponding with a significant reduction in
osteoblastic activity of the bone metastases as seen on the follow up using ®Ga-BPAMD or *8F sodium
fluoride PET/CT. The treatment was very well tolerated by all patients without any significant adverse
effects. There were only mild to moderate changes in blood cell counts, and no significant alterations
in serum creatinine or other lab parameters were observed.

3.2. Clinical utility of *”’Lu labelled antibodies

A number of lutetium (Y’Lu) labelled monoclonal antibodies or their fragments, for which clinical trials
have been reported, include, among others, the monoclonal antibody against tumour-associated
glycoprotein TAG-72, (Meredith et al.,, 1996; Alvarez et al., 1997) which was also investigated
in conjunction with chemotherapy, (Meredith et al., 2001) the chimeric antibody with high binding
affinity to the CD20 antigen, which is expressed on the surface of normal and malignant B-lymphocytes
in patients with relapsing follicular, mantle cell, and other indolent B-cell lymphomas (Forrer et al.,
2013), and the deimmunized monoclonal antibody with specificity for the extracellular domain
of prostate-specific membrane antigen (Vallabhajosula et al., 2005).

The clinical efficacy of intraperitoneal radioimmunotherapy of ovarian cancer with ’’Lu-CC49 was
studied (Meredith et al., 1996; Meredith et al., 2001; Alvarez et al., 1997). Twelve patients with
adenocarcinoma were treated, three patients per dose level at dose levels of 10, 18, 25 and 30 mCi/m?2.
The peak concentration reaching the blood occurred at approximately 48 h after administration. The
pharmacokinetics of radioactivity in peritoneal fluid samples was more variable than that in the blood,
as would be expected for non-uniform distribution and variance in the intra-abdominal area
of sampling. About 25% of activity was excreted with the urine in the first 24 h, with a subsequent
decline to about 5% per day. No bone marrow uptake was evident. There was mild bone marrow
suppression with calculated red marrow radiation doses of 11-54 cGy. Administration of ¥’Lu-labelled
antibody was easily accomplished with less radiation precautions necessary than with 3. Although
designed as the dose-escalation trial, evidence of anti-tumour effects was noted with a partial
response in a patient with measurable disease. It was also encouraging that three fourths of patients
with microscopic or occult disease remained disease-free for > 18 months.

Meredith et al. (2001) subsequently tested the feasibility and efficacy of the combination
of intraperitoneal radioimmunotherapy using Y’Lu-CC49 and intraperitoneal paclitaxel in 34 patients
with ovarian cancer. The maximum tolerated dose of 7Lu-CC49 within the combination regimen was
reached at 1480 MBqg/m?, above which dose-limiting bone marrow toxicity occurred. Four out of 27
patients with non-measurable disease experienced progression-free time intervals of > 18 months.

The in vitro characterization of ’Lu-radiolabelled chimeric anti-CD20 monoclonal antibody
(Rituximab) and a preliminary dosimetry study were performed by Forrer et al. (Forrer et al., 2009a)
The whole-body activity was evaluated in patients after the administration of 740 MBg/m?
of ¥7Lu-DOTA-rituximab. The injections were well tolerated by patients. The effective half-lives were
at the level of 136 h. This resulted in a whole body dose of 0.24 mGy/MBg. The dose to red marrow
was at the level of 0.37 mGy/MBaq.

In 2013, Forrer et al. (2013) published results of a phase /1l study on Y’Lu-DOTA-rituximab in 31
patients with relapsing follicular, mantle cell, and other indolent B-cell lymphomas. The aim of this
study was to determine the maximum tolerated dose (MTD) and to explore the clinical response
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to ¥’Lu-DOTA-rituximab in the treatment of patients with relapsed follicular, mantle cell, or other
indolent lymphomas such as marginal zone lymphoma. The dosage of the radiopharmaceutical was
adjusted according to body surface area (BSA). The MTD using Y’Lu-DOTA-rituximab was 1,665
MBg/m? of BSA. Thrombocytopenia and leukopenia were the dose-limiting toxicities. Significant
anaemia occurred only at a dose level of 1,850 MBg/m? of BSA. The nadir of platelets was observed
after a median of 36 days from the treatment and the nadir of granulocytes after a median of 50 days.
Median time to recovery to the next lower grade of toxicity was seven days. Non-hematologic toxicity
was negligible. Clinical responses at all dose levels and for all ymphoma entities were observed. Some
of the responses were durable with the longest follow-up of over eight years. Obtained results
demonstrated safety and feasibility of Y’Lu-DOTA-rituximab treatment for the lymphoma entities
tested in this study.

Patients with non-Hodgkin lymphoma (NHL), who are treated with rituximab, may develop
resistant disease, often associated with changes in the expression of CD20. The next-generation
B-particle-emitting radioimmunoconjugate ”’Lu-lilotomab-satetraxetan targeting the CD37 antigen
was shown to up-regulate CD20 expression in different rituximab-sensitive NHL cell lines and to act
synergistically with rituximab in a rituximab-sensitive NHL animal model. (Malenge et al., 2020) This
observation was explored in humans in-phase I/1l study for relapsed NHL patients treated with
77 u-lilotomab satetraxetan. A lesion response was evaluated by PET and some decreases in PET
parameters were found from baseline to three months. (Lgndalen et al., 2020)

Other studies with Y’Lu-labelled antibodies refer to J591, a deimmunized monoclonal antibody
with specificity for the extracellular domain of prostate-specific membrane antigen (PSMA)
(Vallabhajosula et al., 2005; Bander et al., 2005). A phase Il trial of Y’Lu-radiolabeled anti-PSMA
monoclonal antibody J591 (*7Lu-J591) in patients with metastatic castrate-resistant prostate cancer
(mCRPC) was published in 2013. (Tagawa et al., 2013) Excellent targeting of known sites of prostate
cancer metastases was seen in 29 of 30 (97%) patients, and in 12 patients with measurable disease,
one (8.3%) demonstrated a radiographic partial response while eight (66.6%) showed stable disease.
However, myelosuppression was the significant toxicity in 22 (47%) patients developing grade
4 thrombocytopenia without haemorrhage with a nadir at four weeks. Although nearly all patients
(97.9%) demonstrated a complete recovery in platelet count; 30% of them required platelet
transfusions. Twelve (25.5%) patients developed grade 4 neutropenia with a median duration of five
days (range 2—17 days).

In recent studies of the hyperfractionated dosing of ¥’Lu-J591 to avoid myelosuppression per
similar cumulative dose, the investigators concluded that the hyperfractionation of ’Lu-J591 was
feasible but failed to demonstrate any significant advantage over the two-dose fractionation regimen
(Tagawa et al., 2019; Niaz et al., 2020). The authors concluded that although radioimmunotherapy
using Y’Lu-J591 has shown considerable therapeutic efficacy in patients with mCRPC treatment,
myelosuppression, though tolerable and reversible, was consistently its most evident toxicity.

3.3. Clinical utility of *”’Lu in prostate cancer

Despite encouraging results of therapy with radiolabelled monoclonal antibodies, the current research
on radionuclide treatment in mCRPC patients focuses on radiolabelled small molecules. Although
several molecules have been reported, currently, TUM1 derivatives (PSMA 1&T) and PSMA-617 are
most commonly studied.

Efficacy of ’Lu-PSMA radioligand therapy (RLT) in patients with prostate cancer was assessed
by several meta-analyses and observational trials as presented in Table 2.
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Table 2. Efficacy of Y7Lu-PSMA RLT in prostate cancer patients.

Author and study Type of the No.ofpts Overall response rate (PSA, OS median
reference tumours biochemical response) & range
(months)
Kratochwil et al., Metastatic, 30 21/30 (any PSA decline)
2016 castration 13/30 (PSA decline > 50%)
resistant,
prostate cancer
Rahbar et al., Metastatic, 74 47/74 (any PSA decline)
2016b castration 23/74 (PSA decline > 50%)
resistant, 17/74 (PSA increased)
prostate cancer
Ahmadzadehfar Prostate cancer, 24 18/24 PSA decline at 8 weeks
etal, 2016 hormone and/or
chemorefractory,
metastatic
Heck et al., 2016 Metastatic, 19 56% (PSA decline > 30%)
castration 33% (PSA decline > 50%)
resistant, 11% (PSA decline > 90%)
prostate cancer
Combined assessment of bone
and soft tissue metastases:
5% complete remission
63% stable disease
32% progressive disease
Yadav et al., 2017 Metastatic, 31 2/31 PSA complete response
castration 20/31 PSA partial response
resistant, 3/31 PSA stable disease
prostate cancer 6/31 PSA progressive disease
Rahbar et al.,, 2017  Metastatic, 145 45% (PSA decline = 50%)
castration
resistant,
prostate cancer
Kambiz Rahbar Metastatic, 71 47/71 (any PSA decline)
et al., 2018 castration 40/71 (PSA decline > 50%)
resistant,
prostate cancer
K. Rahbar et al., Metastatic, 104 70/104 (any PSA decline) 56 (50.5—
2018 castration 34/104 (PSA decline > 50%) 61.5)
resistant,
prostate cancer
Kim and Kim, 2018 Metastatic, 455 (meta-  68% (any PSA decline)
castration analysis) 34,45% (PSA decline > 50%)
resistant,

prostate cancer

Biochemical response after repeated RLT, as defined by PSA decline 2 50%, is expected in more than
half of patients, and partial response by imaging is expected in more than one-third of patients.
In a recent phase 2 trial, 57% of patients achieved a PSA decline of 50% or more. (Hofman et al., 2018)
Objective response by imaging in nodal or visceral disease was reported in 82% of patients with
measurable disease.
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Available data do not indicate differences in efficacy between ¥’Lu-PSMA-617 and ’Lu-PSMA
I&T. The presence of visceral metastases and serum alkaline phosphatase >220 U/L was associated
with poor outcome. (Rahbar et al., 2017) Pain was reduced and quality of life improved significantly
in more than one half of patients within smaller observational trials (Fendler et al., 2017; Baum et al.,
2016; Heck Matthias M. et al., 2016; Yadav et al., 2017).

There is a controversy as to the relative efficacy of *’Lu-PSMA RLT and third-line treatment for
patients with mCRPC. Von Eyben et al. (2018) reviewed twelve studies including 669 patients treated
with Y’Lu-PSMA and sixteen studies including 1338 patients given third-line treatment to compare
efficiency of Y’Lu-PSMA RLT and third-line treatment. ’’Lu-PSMA RLT gave a best PSA decline >50%
more often than third-line treatment (mean: 44% versus 22%). Y’Lu-PSMA RLT resulted in objective
remission more often than third-line treatment (overall 31 of 109 patients versus 43 of 275 patients).
Median survival was longer after Y’Lu-PSMA RLT than after third-line treatment, but the difference
was not statistically significant (mean 14 months vs 12 months).

Hofman et al. (2018) compared Y’Lu-PSMA-617 and cabazitaxel in a randomised, open-label,
phase 2 trial. In 183 patients with mCRPC randomly assigned to one of the treatment options,
177Ly-PSMA-617 led to a higher PSA response and fewer grade 3 or 4 adverse events than cabazitaxel.

Despite a lack of marketed radiopharmaceuticals so far, the European Association of Nuclear
Medicine has acknowledged PSMA-based radioligand therapy as a promising therapeutic option for
prostate cancer and published the procedure guidelines for the safe clinical practice of ¥’Lu-labelled
PSMA RLT (Kratochwil et al., 2019).

3.4. Clinical utility of *”’Lu in peptide receptor radionuclide therapy (PRRT) of neuroendocrine tumours

Currently, besides phosphonates and antibodies, the most common clinical applications of ¥’Lu use
peptides as ligands. Over 15 years, PRRT with radiolabelled somatostatin analogues has proven to be
efficient therapeutic modality bringing on tumour responses, symptom relief and improvement
in quality of life, biomarker reduction and, ultimately, an impact on survival (Khan et al., 2011; van
Essen et al., 2010; Strosberg et al., 2017b).

In biodistribution studies, several-fold higher uptake of 177Lu-DOTATATE was demonstrated
in tumours than in healthy tissues (Kwekkeboom et al., 2001).

In other studies, characteristics of several 177Lu labelled somatostatin analogues were compared.
The residence times in tumours were in favour of 177Lu-DOTATATE in comparison with
177Lu-DOTATOC by a factor of 2.1 (Esser et al., 2006). Therefore, 177Lu-DOTATATE has a potential
advantage because of the higher absorbed doses that can be achieved in most tumours without
increasing the doses to potentially dose-limiting organs.

Wehrmann et al. (2007) compared the biodistribution of 177Lu-DOTATATE and 177Lu-DOTANOC
in patients, and concluded that tumour uptake and absorbed doses were comparable for the two
radioligands, whereas the whole-body retention was lower for 177Lu-DOTATATE, and therefore they
advocated the therapeutic use of 177Lu-DOTATATE, because a lower whole-body retention potentially
implies a lower bone marrow toxicity. The study group comprised eight patients with metastatic NET
who received therapy initially with 177Lu-DOTANOC but continued the therapy with 177Lu-DOTATATE
in three patients, as well as 61 patients who had one to four cycles of solely 177Lu-DOTATATE.

Kwekkeboom et al. (2008) analysed responses to 177Lu-DOTATATE treatment according
to tumour type at three months after the last therapy cycle in 310 patients. Patients were treated up to
an intended cumulative activity of 22.2-29.6 GBq (600—800 mCi). The overall objective tumour
response rate including complete remission, partial remission and minor response was 46%. Prognostic
factors for predicting any tumour remission as the treatment outcome were: high uptake on diagnostic
somatostatin receptor scintigraphy and a Karnofsky performance score of >70. A small percentage
of patients who had either stable disease or minor response at their first two evaluations after therapy,
i.e. six and 12 weeks after the last treatment cycle, had a further improvement in tumour response
at six months and 12 months. Three of four patients with clinically non-functioning NETs that were
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judged inoperable before treatment with 177Lu-DOTATATE, and who had a partial remission, were
successfully operated on 6—12 months after their last treatment.

In a small group of 21 patients treated with 177Lu-DOTATATE, 12 were evaluated for objective
response using RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) criteria (Garkavij et al., 2010).
Partial remission was found in two patients, minor response in three and stable disease in five.

Analytical models showed that 177Lu is better in small tumours, with an optimal diameter
of 2 mm, whilst 90Y is better in larger ones, with an optimal diameter of 34 mm (O’Donoghue et al.,
1995). Yttrium-90 seems therefore less suitable for PRRT of small tumours, because very small masses
will not be able to absorb all the B energy released in the tumour cells. Lutetium-177, instead, appears
less suitable for larger tumours, due to the lack of uniformity of activity distribution over the tumour
mass. Finally, differences in dose rate must be taken into account: the longer physical half-life of 177Lu
means a longer period needed to deliver the same dose as 90Y. This may allow more time for tumour
repopulation. On the other hand, Sparks et al. (2002) showed that when absorbed doses to tumours
are high, an absorbed dose to adjacent tissues can also be high, potentially causing toxicities. Doses
to adjacent tissues vary with tumour size and the energy of the radionuclide. A combination therapy
with 90Y and 177Lu, either simultaneously or in distinct settings, has been therefore suggested to
overcome the difficulties in the real clinical situation of different-sized lesions (de Jong et al., 2005).

Protocols combining 177Lu- and 90Y-labelled peptides have been recently considered, in order to
benefit from different physical properties of the radionuclides, although 177Lu and 90Y activities have
been designed empirically and not based on dosimetric values. Some new algorithms are applied like
sequential use of 90Y and 177Lu DOTATATE (duo) and mix of both radioisotopes (tandem) (Baum and
Kulkarni, 2012; Schuchardt et al., 2013; Kunikowska et al., 2011). The studies indicated that tandem
PRRT (with 90Y/177Lu DOTATATE) provided longer overall survival than with a single radioisotope (90Y
DOTATATE).

Another option for more efficient therapy using PRRT is the combination of radioisotopes and
chemotherapy. In their initial study, Claringbold et al. (2011) used 177Lu-DOTATATE together with
capecitabine in cases of progressive disseminated NETs. The resulting ORRs were as follows: 24%
partial response, 70% stable disease and 6% progressive disease. The median progression-free survival
(PFS) and median overall survival (OS) were not reached during a median follow-up period
0 16 months (range 5-33 months). Survival at one and two years was 91% and 88%, respectively.
In the study using the combination of standard activity and protocol including mean four-time
administration of 177Lu DOTATATE (7.8 GBqg each dose) and chemotherapy using capecitabine and
temozolomide in treating advanced low-grade NETs even better results were obtained (Claringbold
et al., 2012). Overall, a complete response was achieved in 15%; partial response in 38%; stable disease
in 38%; and three patients failed to respond to treatment. Median PFS was 31 months, and median OS
has not been reached with 90% surviving at 24-month follow-up (range 21-30). Overall objective
response rate in patients with GEP-NETs showed a complete response in 16%, partial response in 41%,
stable disease in 37%, and progressive disease in 6% of patients. Response rates were higher in patients
with gastropancreatic NETs than in those with bowel primaries: complete response 18% versus 13%,
partial response 64% versus 13%, and stable disease 12% versus 67%.

Summarized data of clinical efficacy of PRRT using 177Lu-DOTATATE in selected reports, including
ORR based on RECIST, OS and PFS, are presented in Table 3.
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Table 3. Summarised data on clinical efficacy of PRRT with 7’Lu-DOTATATE, 7Lu-DOTATATE
combined with °°Y-DOTATATE, and ’Lu-DOTATATE combined with chemotherapy.

Author and study Type of the No. of pts Overall response 0OS median PFS median
reference tumour rate & range & range
(months) (months)
Kwekkeboom et GEP-NET, CS IV 310 46% all 46 m 33m
al., 2008 40% carcinoid
CR, PR & MR
van Essen et al., Various NETs, CS 33 24% CR, PR & MR 15m N.R.
2010 v
Bodeietal.,, 2011  GEP-NET 51 55% CR, PR & MR 36 m (68%) 36m
Kunikowska et al., NET, WHO group 50 16 % PR N.R. N.R.
2011 2 (25 %) 20 % PR 26.2m 214 m
(25 mix) 12 % PR 24 m (89%) 29.4m
Claringbold et al.,  NET low grade G1 35 + 15%CR 24m (21-30) 31m
2012 or G2 capecitabine& 38% PR (90%)
temozolamide 38% SD
Strosberg et al., NET, midgut, 116 At20 m 18% At20m
2017a well- response rate 65.2% (95% Cl,
differentiated, 50.0-76.8)
metastatic
Brabander et al., NET, bronchial or 443 39% objective 63 m (95% 29 m (95% Cl
2017 GEP response rate, Cl- 55-72). 26-33)
43% stable disease
van der Zwan NET, bronchialor 168 re-PRRT: 15.5% 80.8 m 14.6 m median
et al., 2019 GEP, progressive, objective response combined following
salvage treatment rate 59.5% stable OS after rePRRT;
disease; initial PRRT 14.2 M
re-re-PRRT: 38.5%  plus re-PRRT  median
objective response and re-re- following re-
rate, 53.8% stable  PRRT re-PRRT.

disease

CR- complete response, PR — partial response, MR — minor response, SD — stable disease

Brabander et al. (2017) reported the results of treatment of 443 patients in bronchial
and gastroenteropancreatic NETs by means of Y’Lu-DOTATATE. The ORR (objective response rate)
was 39%. Stable disease was reached in 43% of patients, whereas PFS (progression-free survival) and
OS (overall survival) were 29 months (26-33 months) and 63 months (55-72 months), respectively.

Strosberg et al. (2017a) carried out a randomized, controlled trial evaluating the efficacy and
safety of /Lu-DOTATATE in patients with advanced, progressive, somatostatin-receptor—positive
midgut NETs. In their study, 229 patients with well-differentiated, metastatic midgut NETs were
randomly assigned to receive either ¥’Lu-DOTATATE (116 patients) at a dose of 7.4 GBq every eight
weeks (four intravenous infusions, plus best supportive care including long-acting octreotide)
or octreotide LAR alone (113 patients) as a control. At the data cutoff time for the primary analysis
(month 20), the estimated rate of PFS was 65.2% in the ’Lu-DOTATATE group, significantly higher
than 10.8% in the control group. The response rate was 18% in the Y’Lu-DOTATATE group versus 3%
in the control group (P<0.001). In the planned interim analysis of OS, 14 deaths occurred in the
177 y-DOTATATE group and 26 in the control group (P=0.004). The preliminary data showed that the
treatment with /Lu-DOTATATE resulted in markedly longer PFS and a significantly higher response
rate than high-dose octreotide LAR among patients with advanced midgut NETSs.

Recently, Wang et al. (2020) presented a meta-analysis of 22 high-quality published articles
containing 1758 inoperable or metastatic NETs patients who adopted '’’Lu-labelled PRRT. The
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evaluation of treatment efficacy was performed by RECIST or RECIST 1.1 or SWOG (Southwest
Oncology Group). The results showed that the pooled effects of durable response rates (DRRs) were
33.0% (95% Cl: 25.0%-42.0%) by RECIST, 35.0% (95% Cl: 26.0%-45.0%) by RECIST 1.1 and 25.0% (95%
Cl: 14.0%-36.0%) by SWOG, while the disease control rates (DCRs) were 79.0% (95% Cl: 75.0%-83.0%)
by RECIST, 83.0% (95% Cl: 78.0%-88.0%) by RECIST 1.1 and 82.0% (95% Cl: 75.0%-89.0%) by SWOG.

In another recent meta-analysis of 15 studies, Zhang et al. (2020) evaluated the efficacy of
177 Lu-DOTATATE therapy in patients with inoperable or metastatic NETs. The pooled effect in the
RECIST group (13 studies) was 27.58% (95% confidence interval (Cl) 21.03—-35.27%) for the DRR and
79.14% (95% Cl 75.83-82.1%) for the DCR. In the SWOG criteria group (7 studies), the pooled effect
was 20.59% (95% Cl 10.89-35.51%) for the DRR and 78.28% (95% Cl 74.39-81.72%) for the DCR. The
authors concluded that /Lu-DOTATATE treatment has excellent efficacy with a control rate
of approximately 78-79%. Moreover, adverse effects of ’/Lu-DOTATATE were minimal, including
fatigue, nausea, vomiting and hormonal disorders.

Van der Zwan et al. (2019) investigated the efficacy of salvage treatment with ¥’Lu-DOTATATE
in 168 patients with progressive bronchial NET or GEP-NET, who were selected for re-(re)treatment
if they had benefited from initial PRRT with a minimal PFS of 18 months. Overall median follow-up was
88.6 months and median cumulative doses were 44.7 GBq (range 26.3-46.4 GBq) during re-PRRT (168
patients) and 59.7 GBq (range 55.2—<60.5 GBq) during re-re-PRRT (13 patients). Objective response
and stable disease, as best response, were observed in 15.5% of patients and in 59.5% of patients
following re-PRRT, and in 38.5% of patients and 53.8% of patients following re-re-PRRT, respectively.
Median PFS was 14.6 months following re-PRRT and 14.2 months following re-re-PRRT. Combined OS
after initial PRRT plus re-PRRT and re-re-PRRT was 80.8 months. The authors concluded that
a cumulative dose of up to 60.5 GBq salvage PRRT with ’Lu-DOTATATE is effective in patients with
relapsing, progressive disease following four cycles of PRRT with Y’Lu-DOTATATE.

In a smaller group of 35 patient with progressive, metastasized NET (23 small intestinal, five lung,
four CUP, one rectal, one gastric and one paraganglioma), Rudisile et al. (2019) studied the results of
repeated cycles of therapy with Y’Lu-DOTATATE. They concluded that salvage therapy
with Y’Lu-DOTATATE is safe and effective even in patients with extensive previous multimodal
therapies during disease progression and represents a feasible and valuable therapy option for
progressive NET.

In a recent meta-analysis, Strosberg et al. (2021) analysed PRRT re-treatment safety in patients
with advanced NETs. Median PFS (N = 7 studies [414 patients]) was 12.52 months (95% Cl 9.82-15.22),
median OS (N = 2 [194 patients]) was 26.78 months (95% Cl 18.73-34.83), grade 3/4 adverse events
occurred in 5% (95% Cl 2—8) of patients receiving ’’Lu-PRRT re-treatment (N = 5 [271 patients]) with
few grade 3/4 renal toxicities (0% [95% CI 0—1]). Pooled myelodysplastic syndrome (MDS) and acute
myeloid leukemia (AML) incidence was 0% (95% Cl 0-2). The authors concluded that re-treatment with
177Ly-PRRT provided encouraging median PFS in patients with NETs with a safety profile similar to initial
PRRT.

PRRT has been applied with some success also for other indications beyond NETSs.

Parghane et al. (2017) reported a response to ’’Lu-DOTATATE therapy in 12 patients (63%) with
pulmonary NETs. All 7 nonresponders had moderate to intense ®FDG-avid primary lung lesion.
A similar response rate was described by Adnan et al. (2019)

Parghane et al. (2020) demonstrated that ’’Lu-DOTATATE is a potentially efficacious and safe
therapeutic option in SSTR avid metastatic/inoperable medullary thyroid carcinoma patients.

Puranik et al. (2015) reported favourable results of PRRT using *°Y/Y’Lu-labelled
DOTATOC/DOTATATE in nine patients with inoperable, non-13!I-MIBG concentrating metastatic
paraganglioma & pheochromocytoma. All patients received two to four courses of PRRT, resulting
in no disease worsening, either in the form of neurological symptoms or distant spread during six-
month follow-up.

Therapy with 77Lu-DOTATATE was reported in single cases of non-'*l-avid metastatic
differentiated thyroid carcinoma, metastatic Merkel cell carcinoma, meningioma, phosphaturic
mesenchymal tumour, but definite conclusions regarding efficacy of PRRT in these cases are difficult

115



due to limited number of cases. (Jois et al., 2014; Basu and Ranade, 2016; Parghane et al., 2019; Basu
and Fargose, 2016)

4. Overview of safety of ”’Lu-labelled radiopharmaceuticals

4.1. Clinical safety of ¥’Lu

The risk resulting from a radiopharmaceutical concerns mainly its radioactivity which may lead to the
toxicity in the cumulating organs.

The in vivo presence of unconjugated *’Lu may be observed due to poor chelation or protein
or peptide digestion releasing unconjugated ’Lu. Unconjugated ’Lu accumulates in bones and
radiation-induced myelo-suppression is likely to be the most important toxicity (and dose limiting
factor) to be observed in the clinical situation. As for all the radioactive products, the radiation dose
resulting from therapeutic exposure may result in higher incidence of cancer and mutations. In all
cases, it is necessary to ensure that the risks of the radiation are less than from the disease itself.

The conclusions regarding safety of Y’Lu-labelled bisphosphonates and antibodies were already
mentioned in respective paragraphs. The safety of RLT and PRRT with ’Lu-labelled
radiopharmaceuticals is discussed below.

4.2. Safety of ¥’Lu-PSMA radioligand therapy

Safety of Y/Lu-PSMA RLT was assessed as part of several observational trials with overlapping
recruitment. (Ahmadzadehfar et al., 2016; Kratochwil et al., 2016; Rahbar et al., 2016b; Heck Matthias
M. et al.,, 2016; Yadav et al., 2017; Rahbar et al., 2017; Fendler et al., 2017; Baum et al., 2016) In these
collectives, grades 3-4 haematotoxicity occurred in less than 10% of patients, whilst the first
prospective phase Il trial published recently reported slightly higher values (see below). (Hofman et al.,
2018) Low blood count levels at baseline and diffuse bone marrow involvement were linked to serious
haematotoxicity in individual patients (Kratochwil et al., 2016; Rahbar et al., 2017; Delker et al., 2016).
The rate of grade 3-4 events was low for all other categories (less than 5%), including salivary gland
function. A recent phase Il trial (30 patients treated with ’Lu-PSMA-617) has reported grade 1 dry
mouth in 87% of patients, grade 1 or 2 transient nausea in 50%, and grade 1 or 2 fatigue in 50% of
patients (Hofman et al., 2018). The most common toxic effects possibly related to Y’Lu-PSMA-617
were grade 3 lymphocytopenia in eleven (37%), grade 3 anaemia in four (13%), and grade 3 or 4
thrombocytopenia in four (13%) patients.

In a retrospective multicentre data analysis of 7’’Lu-PSMA-617 safety in 145 patients (median age:
73 years; range 43—-88 years) with mCRPC, grade 3-4 haematotoxicity occurred in 18 patients: 10%, 4%,
and 3% of the patients experienced anaemia, thrombocytopenia, and leukopenia, respectively.
Xerostomia occurred in 8% (Rahbar et al., 2017).

In a review comparing the efficiency and adverse effects of Y’Lu-PSMA RLT and third-line
treatment, von Eyben et al. (2018) found that the treatment with ’Lu-PSMA-617 and Y’Lu-PSMA for
imaging and therapy (I&T) had mainly transient adverse events. After the third-line treatment with
enzalutamide and cabazitaxel, adverse effects caused discontinuation of treatment for 10% to 23%
of the patients. Adverse events caused discontinuation of treatment more often for the third-line
treatment than for Y’Lu-PSMA RLT (22 of 66 patients vs 0 of 469 patients, respectively).

4.2. Safety of PRRT with ’Lu-labelled peptides

PRRT with ’Lu-labelled peptides is generally well tolerated, as has been mentioned in many reports
published over 20 years of its clinical use. Acute side effects are usually mild, such as nausea and
vomiting, and most of them are related to the co-administration of amino acids. Others are related
to the radioisotopes conjugated with peptide, such as fatigue or the exacerbation of an endocrine
syndrome, which occurs very rarely, especially in functioning tumours. Chronic and permanent effects
on target organs, particularly the kidneys and the bone marrow, are generally mild if the necessary
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precautions are taken. Due to their marked radiosensitivity, the kidneys represent the critical organs
after the administration of ¥’Lu-DOTA-peptides at the doses that are normally used for PRRT. Renal
irradiation arises from the proximal tubular reabsorption of the radiopeptide and the resulting
retention in the renal parenchyma. According to external radiotherapy studies, the renal tolerance
dose is conventionally considered to be in the range of 23—27 Gy (Rolleman et al., 2003) .

The potential risk to kidney and red marrow limits the amount of radioactivity that may
be administered (Kam et al., 2012).

Consistent with two earlier reports (Kwekkeboom et al., 2005; Kwekkeboom et al., 2003), the side
effects of a maximum injected activity of 7,400 MBq per cycle of ¥’Lu-DOTATATE were analysed in 504
patients with GEP-NETs (Kwekkeboom et al., 2008). Acute side effects occurring within 24 h after the
administration of the radiopharmaceutical were nausea after 25% of administrations, vomiting after
10%, and abdominal discomfort or pain after 10%. Subacute haematological toxicity (grade 3 or 4)
occurred four—eight weeks after 3.6% of administrations or, expressed on a per-patient basis, after at
least one of several treatments in 9.5% of patients. Factors associated with a higher frequency
of haematological toxicity grade 3 or 4 were: age over 70 years at treatment start, previous
chemotherapy, creatinine clearance <60 ml/min, and the presence of bone metastases. When these
factors were tested together in multivariate logistic regression, low creatinine clearance was
a significant factor both for grade 3-4 thrombocytopaenia (p <0.001) and any haematological grade 3-
4 toxicity (p<0.001), whereas previous chemotherapy was less significant in predicting
thrombocytopenia (p<0.05). Creatinine clearance <60 ml/min was significantly more frequent
in patients aged 70 years or more (p<0.001). Temporary hair loss (low grade) occurred in 62%
of patients. Serious delayed toxicities were observed in nine of the 504 patients. There were two
patients with renal insufficiency, which was probably unrelated to treatment with ’Lu-DOTATATE
in both. In three patients, serious liver toxicity developed, which was also probably unrelated to the
treatment in two of them. Lastly, there were four patients with myelodysplastic syndrome, which was
potentially treatment-related in three. In six patients with a hormonally active NET, a hormone-related
crisis occurred after the administration due to massive release of bioactive substances (de Keizer et al.,
2008). Bodei et al. (2011) found no major acute or delayed renal or haematological toxicity (one grade
3 leukopenia and thrombocytopenia) in their cohort of 51 patients.

In a randomized, controlled trial, Strosberg et al. (2017a) evaluated the safety of 1’Lu-DOTATATE
in patients with advanced, progressive, somatostatin-receptor—positive midgut neuroendocrine
tumours. In their study, 116 patients received Y’Lu-DOTATATE at a dose of 7.4 GBq every eight weeks
and its safety was assessed based on clinical and laboratory examinations. In total, 95% of patients
treated with ’Lu-DOTATATE had at least one adverse event during the trial, in 95 patients (86%), the
adverse events were considered to be related to the treatment and in seven patients (6%) led
to premature withdrawal from the trial. The most common adverse events were nausea (65 patients
[59%]) and vomiting (52 patients [47%]). The majority of these cases (in 42 of the 65 patients [65%]
and in 38 of the 52 patients [73%)], respectively) were attributable to amino acid infusions that were
performed concurrently with the administration of Y’Lu-DOTATATE, and the events resolved once the
infusions were completed. Other common adverse events included fatigue or asthenia, abdominal
pain, and diarrhoea; however, the majority of the patients in whom these events were reported (297%)
had events grade 1 or 2. Transient grade 3 or 4 neutropenia, thrombocytopenia, and lymphopenia
were reported in 1%, 2%, and 9% of patients, respectively. No evidence of renal toxic effects was seen
among patients in the ’Lu-DOTATATE group during the observed time frame (median duration
of follow-up - 14 months). One patient (0.9%) in the study group developed MDS (myelodysplastic
syndrome) after ’Lu-DOTATATE, which was considered by the investigators to be only possibly
related to the investigational therapy as the patient had earlier haematological disorder.

Similar findings were reported by Wehrman et al. (2007), who determined the annual decrease
in creatinine clearance in 209 patients and the incidence of grade 3 or 4 renal toxicity (according to
CTCAE v. 4.03) in 323 patients. The mean absorbed kidney dose in 228 patients was 20.1 + 4.9 Gy.
The estimated average annual decrease in creatinine clearance was 3.4 + 0.4%. None of the risk factors
(hypertension, diabetes, high cumulative injected activity, radiation dose to the kidneys and CTCAE
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grade) at baseline had a significant effect on renal function over time. Of the 323 patients, 3 (1%)
developed subacute renal toxicity grade 2 (increase in serum creatinine >1.5—3.0 times baseline
or upper limit of normal). No subacute grade 3 or 4 nephrotoxicity was observed.

In a Brabander et al. (2017) study (610 patients treated with a cumulative dose of at least 3.7
GBqg '’Lu-DOTATATE), long-term toxicity including AML was found in four patients (0.7%) and MDS
in nine patients (1.5%). No therapy-related long-term renal or hepatic failure was observed.

Bodei et al. (2015)evaluated long-term renal and haematological toxicity (MDS and AML) in 793
patients treated with Y’Lu, °°Y or ¥’Lu and *°Y combined during 30 months (1-180 months) of a follow-
up. Treatment with Y and %°Y + ¥”7Lu was more likely to result in nephrotoxicity than treatment with
Y7y alone (33.6%, 25.5% and 13.4% of patients, respectively; p <0.0001). Severe (grade 3 +4)
nephrotoxicity occurred in only 1.5% of patients, myelodysplastic syndrome in 2.35% and acute
leukaemia in 1.1% of patients.

Sabet et al. (2013) investigated the incidence, severity, and reversibility of long-term
haematotoxicity in a cohort of 203 patients who underwent 632 courses of PRRT with ’Lu-DOTATATE
for metastatic NETs. A mean activity of 7.9 GBqg of /Lu-DOTATATE was administered per treatment
cycle, with a goal of four courses at standard intervals of three months. Myelodysplastic syndrome as a
delayed adverse event was documented in three patients (1.4%). Relevant but reversible
haematotoxicity (grade 3 or 4) occurred in 23 patients (11.3%) and 29 administrations (4.6%), with
leukopenia in 2.7% and thrombocytopenia in 1.7% of patients. The mean time to blood count recovery
was 12 months after the termination of PRRT (range, 3-22 months).

Bergsma et al. (2016; 2018) published their observations of subacute and persistent
haematological toxicity of PRRT with ’Lu-DOTATATE in two reports. Acute haematological toxicity
(grade 3 or 4) occurred in 34 (11%) of 320 patients. In 15 of the 34 patients, this lasted more than
6 months or blood transfusions were required. Risk factors significantly associated with
haematological toxicity were: poor renal function, white blood cell (WBC) count <4.0 x 10%/I, age over
70 years, extensive tumour mass and high tumour uptake on the somatostatin receptor scintigraphy.
Previous chemotherapy was not associated. The mean bone marrow dose per administered activity
in 23 evaluable patients was 67 + 7 mGy/GBgq, resulting in a mean bone marrow dose of 2 Gy in patients
who received four cycles of 7.4 GBq Y’Lu-DOTATATE. Significant correlations between the (cumulative)
bone marrow dose and platelet and WBCs were found in a selected group of patients. (Bergsma et al.,
2016) Out of 274 GEP-NET patients included in the chronic haematological toxicity study, eight patients
(2.9%) developed a haematopoietic neoplasm (four myelodysplastic syndromes, one acute myeloid
leukaemia, one myeloproliferative neoplasm, and two myelodysplastic syndromes/ myeloproliferative
neoplasms) and three patients (1.1%) developed bone marrow failure characterized by cytopenia and
bone marrow aplasia or otherwise unexplained cytopenia (for >6 months with median latency of 41
months after the first PRRT cycle. The relative risk for developing a haematopoietic neoplasm was 2.7.
No risk factors were found for the development of chronic haematological toxicity in GEP-NET patients
(Bergsma et al., 2018).

Van der Zwan et al. (2019) assessed the safety of salvage treatment with ’/Lu-DOTATATE
in patients with progressive bronchial NET or GEP-NET. Patients received an additional cumulative
dose of 14.8 GBq of Y’Lu-DOTATATE over two cycles per retreatment or re-retreatment with PRRT.
Median cumulative doses were 44.7 GBq (range 26.3—46.4 GBq) during re-PRRT (168 patients) and
59.7 GBq (range 55.2—-<60.5 GBq) during re-re-PRRT (13 patients). Grade 3 or 4 bone marrow toxicity
occurred in 6.6% and 7.7% of patients after re-PRRT and re-re-PRRT, respectively. The total incidence
of AML and MDS was 2.2%. No PRRT-related grade 3 or 4 nephrotoxicity was observed.

Arterial hypertension and diabetes were found to be risk factors for the development of kidney
function loss after PRRT in the studies by Valkema et al. (2005) and Bode:i et al. (2015).

There have been reports of carcinoid crisis and other syndromes associated with the release
of hormones from functional NETs following lutetium Y7Lu-PRRT, which may be related to irradiation
of tumour cells. Although infrequent, carcinoid crises can occur during even a few days after the
administration of PRRT. The true rate of carcinoid “flare” and acute haemodynamic instability crises
after PRRT is not accurately known but based on the available literature would be considered to be
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<10%. De Keizer et al. (2008) reported a much lower incidence of carcinoid crises in association with
PRRT: only six out of 479 patients (1%) of the metastatic NET and pheochromocytomas treated with
177 u-octreotate in their series developed carcinoid crises. PRRT-induced carcinoid crisis was reported
in 3.2% and 3.5% among the NET patients treated at two tertiary care hospitals in Australia (Tapia Rico
etal., 2018).

Physical characteristics of ”’Lu emitting low-energy y-rays at 208 and 113 keV concomitantly with
the therapeutic B-radiation can be exploited for high quality post-therapeutic imaging with internal
dosimetry. Based on the absorbed radiation doses to dose-limiting organs such as the kidneys
and bone marrow, the cumulative activity to be administered can be calculated to better tailor PRRT
to the individual patient.

Huge differences were observed amongst patients as to the radiopeptide uptake in normal organs
and tumour tissues. This is possibly related to varying somatostatin receptors (SSTR) densities
on tumour cells as well as to factors such as tumour volume, interstitial pressure and viability (Frilling
et al., 2006).

Because of these differences between patients, individual dosimetry for the absorbed doses
to both the bone marrow and the kidneys is desirable, and with tumours dosimetry can be a
preliminary step for patient selection and therapy planning. (Forrer et al., 2009b; Claringbold et al.,
2011; Baum and Kulkarni, 2012) Feasibility of this approach was demonstrated in a number of studies
(Table 4) (Garkavij et al., 2010; Valkema et al., 2005; Wehrmann et al., 2007; Bodei et al., 2011; Kam
et al., 2012; Forrer et al., 2009b; Sward et al., 2010; Konijnenberg et al., 2007) .

Table 4. Internal dosimetry - selected papers including the cumulative dose of ’’Lu DOTATATE with
the kidney and bone marrow absorbed dose.

Author (reference) No. of Cumulative Kidney absorbed Bone marrow
patients dose of 7Lu dose, median and absorbed dose,
(range) mean (range)
Kwekkeboom et al., 2001 6 29.6 GBqg N.D. 0.07mGy/MBq
(0.05-0.08)
Wehrmann et al., 2007 95 29.6 GBq N.D. 0.04mGy/MBq
(0.02-0.08)
Forrer et al., 2009b 15 29.6 GBq N.D. 0.03mGy/MBq
(N.D.)
Bodei et al., 2011 12/51 26.4 GBq 21 Gy (16-41) 0.05mGy/MBgq
Group 1(N=6) Group1 Group 1
25.2 GBq 16.5 Gy (9-38) 0.02mGy/MBq
Group 2 (N=6) Group 2 Group 2
Garkavij et al., 2010 16 N.D. 26 Gy planar (17-45); N.D.
21Gy SPECT (14-32)
1.15 planar; 0.81
SPECT mGy/MBg*
Claringbold et al., 2011 33 29.6 GBq 9.6 Gy (4.5-14.6) N.R.

N.D. —no data

In two studies with Y’Lu-DOTATOC, no serious side effects, including kidney toxicity, were
reported. However, in these studies a maximum of 14.8 GBq ’’Lu-DOTATOC was used in patients who
had relapsed after earlier treatment with °Y- DOTATOC. (Frilling et al., 2006; Forrer et al., 2005)
Currently, there are no reports on the side effects using *’’Lu-DOTANOC.
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5. Current status of radionuclide therapy with 7’Lu-labelled radiopharmaceuticals
and prospects for future developments

The evolving field of personalised medicine plays an increasingly important role in cancer prevention,
diagnosis, prognosis and therapy. Its importance in clinical management is demonstrated by the recent
introduction, into routine clinical practice, of various individualised, molecularly targeted therapeutic
approaches with increased efficacy and/or reduced toxicity.

Molecular alterations in malignant disease result in the expression or upregulations of various
targets that can be used for imaging and treatment with radiopharmaceuticals. The possibility
to perform diagnostic imaging and subsequently administer therapies by means of the same molecule
is called "theranostics" (or “theragnostics”).

So far, at least two theranostic approaches have unequivocally demonstrated that radionuclide
therapy with 7Lu has not only a palliative effect but can prolong progression-free and overall survival.

The efficacy of the therapy of NETs with radiolabelled analogues of somatostatin has been proven
in the NETTER-1 trial. (Strosberg et al., 2017a) This study led to the approval of ’’Lu-DOTATATE in the
United States and later in Europe.

More recently, the PSMA has been established as a theranostic target in prostate cancer patients.
Currently, a randomized phase Il registration trial is recruiting patients to prove the superiority
of Y7Lu-labeled PSMA-617 for treatment of mCRPC compared with the standard of care (VISION trial).

In other early phase trials, ¥’/Lu-PSMA-617 is compared either with the second-line chemotherapy
agents (TheraP study) or combined with other treatments (LUPARP study, PRINCE trial) in patients with
mCRPC.

CA19-9HuMab-5B1 is a human IgG1 antibody that binds with a high affinity and specificity to C19-
9, a well-established tumour marker for pancreatic carcinoma and is internalized by tumour cells.
A phase | study on Y’Lu-CA19-9HuMab-5B1 therapy was initiated and is currently recruiting patients
with the aim to determine the maximum tolerated dose, as well as the pharmacokinetics and
dosimetry of the radiopharmaceutical (O’Reilly et al., 2018).

Neurotensin receptors (NTSR) are expressed in various tissues during embryogenesis, and their
expression is reactivated in several malignancies, such as small cell and non—small cell bronchial
carcinomas, colorectal carcinomas, breast carcinomas, and pancreatic carcinomas. (Osadchii, 2015)
According to autoradiographic studies, the density of NTSR type 1 on pancreatic adenocarcinoma can
be as high as the expression of type 2 somatostatin receptors in NETs, and radiolabelled NTSR1 ligands
represent an interesting option for RTL of pancreatic carcinomas. (Kérner et al., 2015) Y’Lu-3BP-227
is a highly affine non-peptide NTSR1 antagonist which accumulates in NTSR1-positive tumours with
a high target-to-organ ratio compared with the kidneys, liver, gastrointestinal tract, and lung and
currently, a phase I/Il study is being conducted to treat advanced NTSR1-positive tumours with
1771.y-3BP-227 (Schulz et al., 2016; Schulz et al., 2017).

With these new radiopharmaceuticals, Y’Lu plays a main role as a therapeutic radionuclide. Its B
emission is suitable for radionuclide therapy and y emission of photons with low to medium energies
allows scintigraphy and subsequent internal dosimetry with the same therapeutic compound. Other
issues regarding biochemistry of the therapeutic radiopharmaceuticals have been also resolved for
1771y - stable labelling methods are currently available (kits for labelling are under development —
personal communication), producing radiopharmaceuticals of high specific activity resistant
to radiolysis. Finally, apart from the clinical advantages, ’Lu is widely available commercially
at areasonable cost and regulatory issues, impeding the efficient entry of potential
radiopharmaceutical compounds into clinical practice, have been resolved with several Y’Lu-chloride
preparations of very high radionuclidic purity authorised in the European Union.
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