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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW  
 

ABC – białka transportowe z rodziny ATP-binding cassette 

CML – przewlekła białaczka szpikowa (chronic myeloid leukemia) 

CYP – białka enzymatyczne należące do cytochromu P450 

dNTPs – dezoksyrybonukleotydy (adeninowy, guaninowy, cytozynowy i tyminowy 

EC – domena zewnątrzkomórkowa (extracellular domain) 

EDTA – kwas etylenodiaminotetraoctowy (ethylenediamine tetraacetic acid) 

GIST – guz podścieliska przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tumor) 

h – godzina (hour) 

HCV – wirus zapalenia wątroby typu C (hepatitis C virus) 

HPF – pole widzenia w dużym powiększeniu mikroskopu (high power field) 

ICC – komórki Cajala (interstitial cells of Cajal) 

JM – domena podbłonowa (juxtamembrane domain) 

KI – insert kinazowy (kinase insert) 

KIT – błonowy receptor dla czynnika komórek macierzystych 

MDR – oporność wielolekowa (multi-drug resistance) 

NBFs – rejon wiązania nukleotydów (nucleotide-binding folds) 

PCR – łańcuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction)  

PDGFRA – błonowy receptor dla płytkopochodnego czynnika wzrostu α (platelet-

derived growth factor receptor α) 

RBC – roztwór do lizy erytrocytów 

RFLP – polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych (restriction fragment 

length polymorphism) 

SCF – czynnik komórek macierzystych 

SDS – siarczan dodecylu sodu (sodium dodecyl sulfate) 

SLC – białka transportowe z rodziny solute-carriers 

SNP – polimorfizm pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymorphism) 

TBE – bufor do elektroforezy z kwasem bornym (TRIS-Borate-EDTA) 

TK1 – domena 1 kinazy tyrozynowej (tyrosine kinase domain 1) 
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TK2 – domena 2 kinazy tyrozynowej (tyrosine kinase domain 2) 

TM – domena transbłonowa (transmembrane domain) 

TRIS – 2–amino–2–hydroksymetylo–1,3–propanodiol 

WT – typ dziki (wild type) 
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2. STRESZCZENIE 

 

 Według raportu Światowej Organizacji Zdrowia, nowotwory stanowią drugą 

przyczynę zgonów wywołanych przez choroby niezakaźne, ustępując jedynie chorobom 

układu sercowo-naczyniowego. Najczęściej nowotwory dotykają dróg oddechowych, 

układu pokarmowego, wątroby oraz piersi i prostaty. W walce z nimi szczególnie istot-

na jest profilaktyka, pozwalająca na wczesne ich wykrycie, co znacznie zwiększa szanse 

na wyleczenie. Równie ważne jest opracowywanie nowych oraz udoskonalanie istnieją-

cych terapii przeciwnowotworowych, w tym terapii celowanych, które opierają się na 

wykorzystaniu substancji leczniczych oddziaływujących bezpośrednio na komórki no-

wotworowe przy minimalizacji efektów ubocznych w zdrowych tkankach. Wymaga to 

szczegółowego poznania mechanizmów molekularnych związanych zarówno z inicja-

cją, jak i progresją nowotworu oraz z dystrybucją w organizmie potencjalnych leków.  

 Proces transformacji nowotworowej zaczyna się od uszkodzenia DNA prawi-

dłowej komórki w wyniku mutacji. Zdecydowana większość tych zmian jest usuwana 

przez systemy naprawy DNA, jednak niektóre ulegają utrwaleniu i mogą prowadzić do 

powstania nowotworu. Dotyczy to głównie mutacji w genach odpowiadających za proli-

ferację i różnicowanie komórek (protoonkogeny), hamowanie wzrostu i apoptozę komó-

rek (geny supresorowe) lub stabilność genetyczną komórek (geny mutatorowe). Jednym 

z takich genów jest protoonkogen KIT, którego mutacje mogą prowadzić do powstania 

nowotworu podścieliskowego przewodu pokarmowego (GIST, gastrointestinal stromal 

tumor). GISTy to najczęstsze nowotwory pochodzenia mezenchymalnego, występujące 

w układzie pokarmowym, głównie w żołądku lub jelicie cienkim. Częstość ich wystę-

powania w Polsce szacuje się na około 15 przypadków/milion osób/rok. Za powstawa-

nie GIST oprócz mutacji w genie KIT odpowiadają zmiany genetyczne w genie 

PDGFRA. Zarówno KIT, jak i PDGFRA kodują transbłonowe receptory o aktywności 

kinazy tyrozynowej. Mutacje tych genów prowadzą do uniezależnia aktywności recep-

tora od liganda koniecznego do jego aktywacji w warunkach prawidłowych. Skutkuje to 

nieograniczoną proliferacją komórek i w efekcie powstaniem nowotworu. Główną me-

todę leczenia stanowi resekcja guza, a w przypadkach nieoperacyjnych/rozsianych sto-

suje się terapię z wykorzystaniem imatynibu. Jest to inhibitor kinazy tyrozynowej, zdol-

ny do zablokowania fosforylacji substratu i tym samym niezależnej od liganda ścieżki 

sygnałowej. U większości pacjentów obserwuje się przynajmniej częściową odpowiedź 
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na leczenie, jednak nawet w grupie tych chorych dochodzi po pewnym czasie do pro-

gresji choroby. Jest to związane z wystąpieniem wtórnej oporności na leczenie. Za zja-

wisko to odpowiadają mutacje wtórne, warunkujące oporność na imatynib. Początkowo 

mutacje te obecne są w nielicznej frakcji komórek guza, po pojawieniu się presji wywo-

łanej podaniem leku, liczba tych komórek wzrasta, prowadząc do progresji choroby. 

Mimo znajomości tego mechanizmu, wciąż nie wiadomo dlaczego w grupach pacjen-

tów o zbliżonych parametrach klinicznych, występują znaczne różnice w czasie, jaki 

upływa od rozpoczęcia terapii do progresji choroby. Jednym z czynników mogących 

wyjaśnić ten fenomen są uwarunkowania genetyczne. 

Metabolizm i transport imatynibu odbywa się przy udziale między innymi białek 

z rodziny cytochromu P450 oraz transporterów ABC (ATP-binding cassette) i SLC (so-

lute-carriers). Charakteryzują się one wysokim polimorfizmem genetycznym, mającym 

konsekwencje funkcjonalne, a co za tym idzie – niejednokrotnie także kliniczne. Okre-

ślone warianty polimorficzne mogą modyfikować efekty różnych terapii farmakolo-

gicznych poprzez wpływ na tempo metabolizmu leków, ich dystrybucję czy dostępność 

biologiczną w organizmie. Wyniki wcześniejszych badań wykazały związek pomiędzy 

określonymi wariantami polimorficznymi genów kodujących wymienione rodziny bia-

łek, a profilem farmakokinetycznym imatynibu lub efektem jego leczenia u chorych z 

przewlekłą białaczką szpikową. Istnieje zatem przypuszczenie, że podobny związek 

może występować w przypadku chorych z GIST. Parametry farmakokinetyczne i far-

makodynamiczne imatynibu wiążą się ze skutecznością terapii, zaś ich modyfikacja lub 

zaburzenie może wynikać z uwarunkowań genetycznych. Oznaczałoby to konieczność 

uwzględnienia indywidualnego profilu genetycznego w planowaniu terapii. Dlatego 

celem niniejszej pracy było zbadanie wpływu dziesięciu wybranych polimorfizmów 

cytochromu P450 oraz transporterów ABC i SLC, na efekt leczenia imatynibem w gru-

pie chorych z GIST. 

W badaniu wzięło udział 101 pacjentów leczonych w Centrach Onkologicznych 

w Gdańsku, Kielcach i Warszawie oraz w I Katedrze Chirurgii Ogólnej i Klinice Chi-

rurgii Ogólnej, Onkologicznej i Gastroenterologicznej Uniwersytetu Jagiellońskiego w 

Krakowie. Badania uzyskały zgodę Niezależnej Komisji Bioetycznej do Spraw Badań 

Naukowych przy Gdańskim Uniwersytecie Medycznym, a udział w nich był dobrowol-

ny. Kryterium włączenia do badania stanowiło rozpoczęcie terapii imatynibem w dawce 

400 mg na dobę, u pacjenta z wykrytym i poddanym analizie molekularnej GIST. Z 
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uwagi na związek rodzaju mutacji w guzie pierwotnym z wynikiem leczenia, chorych 

podzielono na odpowiednie grupy. Tylko grupa pacjentów z guzami z mutacją w ekso-

nie 11 genu KIT okazała się wystarczająco liczna (71 przypadków) do przeprowadzenia 

wiarygodnej analizy statystycznej. Badania molekularne wykonano w Katedrze i Zakła-

dzie Biologii i Genetyki Medycznej Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego. Warianty 

genetyczne obecne u poszczególnych chorych determinowano przy użyciu technik 

PCR-RFLP oraz sekwencjonowania DNA. Analizę statystyczną wykonano przy zasto-

sowaniu programu STATISTICA for Windows, wersja 10. 

Niniejsze badania zakładały, że każdy rozpatrywany polimorfizm jest potencjal-

nym czynnikiem ryzyka, mogącym wpływać na różnice w wolnym od progresji czasie 

przeżycia, pomiędzy pacjentami z GIST. Oceniano zatem znaczenie statystyczne różnic 

w czasie, jaki upływał od rozpoczęcia terapii do progresji choroby, z uwzględnieniem 

obecności danego wariantu genetycznego. Analiza przeprowadzona dla pięciu z dziesię-

ciu badanych polimorfizmów nie wykazała wpływu któregokolwiek z nich na wolny od 

progresji czas przeżycia pacjentów z GIST poddanych terapii imatynibem. W przypad-

ku pięciu kolejnych polimorfizmów analiza nie była możliwa z uwagi na zbyt małą 

liczbę nosicieli rzadszych genotypów. Wobec takich wyników, zdecydowano się na 

przeprowadzenie analizy możliwego addytywnego wpływu obecności kilku potencjal-

nie niekorzystnych genotypów, na czas upływający od rozpoczęcia terapii do progresji 

choroby. Na podstawie przeglądu literatury wytypowano warianty genetyczne, które 

mogą potencjalnie obniżać efektywność leczenia imatynibem. Z analizy wyłączono po-

limorfizmy, których na podstawie danych literaturowych nie powiązano w istotny spo-

sób z profilem farmakokinetycznym imatynibu lub skutecznością terapii. Ostatecznie 

analizę przeprowadzono dla pięciu polimorfizmów: genu CYP3A4 kodującego enzym 

odpowiedzialny za metabolizm imatynibu oraz genów ABCB1, ABCG2, SCL22A4 i 

SLC22A5, których produkty białkowe biorą udział w transporcie imatynibu. W oparciu 

o genotyp podzielono pacjentów na odpowiednie grupy. W pierwszej znaleźli się chorzy 

będący nosicielami dwóch lub mniej, potencjalnie niekorzystnych genotypów. Drugą 

grupę utworzyli pacjenci, u których wykryto co najmniej trzy takie genotypy. Wynik 

testu log-rank (p=0,057), porównującego krzywe przeżycia nosicieli dwóch lub mniej 

potencjalnie niekorzystnych genotypów z nosicielami co najmniej trzech takich genoty-

pów, wskazuje na możliwy wpływ obecności przynajmniej trzech niekorzystnych wa-

riantów na skrócenie wolnego od progresji czasu przeżycia chorych z GIST. 
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Wyniki przeprowadzonych badań wykluczyły samodzielny wpływ któregokol-

wiek wariantu polimorficznego na skuteczność terapii, wyrażoną czasem upływającym 

od rozpoczęcia terapii do progresji choroby. Należy jednak zwrócić uwagę na kilka 

aspektów. Po pierwsze wyniki byłyby bardziej przekonujące, gdyby oceniano wpływ 

badanych polimorfizmów na poziom leku w osoczu chorych. Niestety takich pomiarów 

nie wykonywano u pacjentów poddanych terapii. Po drugie badana grupa chorych, choć 

dość liczna w porównaniu z wieloma podobnymi, opublikowanymi badaniami wśród 

pacjentów z GIST, to w ujęciu statystycznym była jednak niewielka. Po trzecie w przy-

padku genów, których produkty odpowiadają za metabolizm imatynibu, trudno mówić o 

jakichkolwiek rozstrzygnięciach. Produkty genów z rodziny CYP2 nie są znacząco za-

angażowane w biotransformację leku, dlatego brak ich znaczenia nie jest aż tak zaska-

kujący. Możliwe, że ewentualne znaczenie wariantów tych genów ujawniłoby się jedy-

nie w sytuacjach nadzwyczajnych, a więc w znacznie liczniejszych grupach. Natomiast 

w przypadku polimorfizmów z rodziny CYP3, której produkty odgrywają kluczową rolę 

w metabolizmie imatynibu, rzadsze allele okazały się na tyle nieliczne, że żadna wiary-

godna analiza nie była możliwa. Podobny problem dotyczył jednego z transporterów 

(ABCG2). Bardziej zaskakujący jest brak znaczenia statystycznego dla przebiegu tera-

pii, polimorfizmów w obrębie pozostałych transporterów: ABCB1, SLC22A4 oraz 

SLC22A5. W literaturze opisano dość wyraźne różnice między poszczególnymi genoty-

pami w obrębie tych genów. Możliwe jednak, że w niniejszej pracy niska liczebność 

grupy okazała się czynnikiem uniemożliwiającym identyfikację ewentualnej zależności. 

Uwagę zwraca jednak wynik analizy addytywnego wpływu potencjalnie istotnych po-

limorfizmów, na czas upływający od rozpoczęcia terapii do progresji choroby. Choć 

grupa pacjentów z potencjalnie niekorzystnym układem wariantów jest nieliczna (pięć 

przypadków), a wynik znajduje się na granicy istotności statystycznej (p=0,057), to 

jednak pozostaje on zgodny z założonym przypuszczeniem, że negatywny wpływ bada-

nych polimorfizmów na efekt leczenia może się kumulować. W związku z niewielką 

liczebnością grupy nie można jednak wykluczyć przypadkowej zbieżności wyniku z 

założoną tezą. Wskazane wydaje się zatem przebadanie pod tym kątem większej liczby 

pacjentów. Jednoznaczne potwierdzenie wyniku otrzymanego w niniejszej pracy, sta-

nowiłoby poważną przesłankę do poszerzenia diagnostyki molekularnej wśród chorych 

z GIST, leczonych z wykorzystaniem imatynibu, o analizę wariantów polimorficznych 

genów kodujących produkty białkowe odpowiedzialne za metabolizm i transport leku.   
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ABSTRACT 

 

According to the World Health Organization’s report, cancers are among the 

most frequently occurring non-infectious diseases, second only to cardiovascular dis-

eases. The most common cancers affect lungs, gastrointestinal tract, liver, breast and 

prostate, respectively. Prevention seems to be the best approach in fighting tumours, 

however inventing new treatment methods and improving the existing ones are also 

important. In recent years, targeted therapies have become especially effective, being 

more tumour-specific than others. To apply them efficiently, it is crucial to understand 

the molecular basis of oncogenesis, but also mechanisms responsible for distribution 

and metabolism of potential drugs. 

The oncogenesis is initiated by DNA damage caused by mutation. Majority of 

alterations are removed by the DNA repair system. However, some genetic variants are 

preserved and can initiate an oncogenesis if located within proto-oncogenes, suppressor 

genes or mutator genes. These genes control cell proliferation and differentiation, apop-

totic processes and genome stability, respectively. A good example of these genes is 

KIT. Its mutations may lead to gastrointestinal stromal tumour (GIST). Neoplasms of 

this type are the most frequent mesenchymal tumours of gastrointestinal tract, predomi-

nantly located in stomach or small intestine. Their estimated frequency in Poland is 15 

cases per million persons per year. Most of GISTs are caused by mutations in KIT or 

PDGFRA genes which encode for transmembrane receptors of tyrosine-kinase activity. 

These receptors play an important role in cell differentiation and proliferation. Muta-

tions affecting these genes promote ligand independent autophosphorylation. This re-

sults in constantly active signal transduction leading to unlimited cell proliferation and 

consequently, tumour formation. The most effective treatment method is tumour resec-

tion, but in cases of inoperable and/or metastatic GIST, imatinib therapy is adminis-

tered. This tyrosine-kinase inhibitor competitively blocks substrate phosphorylation and 

by that, also ligand independent signal transduction. In more than half of the cases, at 

least partial response is observed. However, most of patients finally develop secondary 

resistance to imatinib. This resistance is caused by secondary mutations which are ini-

tially present in a small fraction of tumour cells, but the stress caused by the drug make 

this fraction dominant in the tumour, which leads to progression. Even though the re-

sistance mechanism is known, it is still uncertain why the time between imatinib intro-
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duction and disease progression differs greatly among clinically similar cases. One of 

the factors which contribute to this phenomenon may be individual genetic profile. 

Proteins from cytochrome P450 and from ABC and SLC transporters families 

are engaged in imatinib metabolism and transport. They are highly polymorphic which 

can affect their function and may have clinical consequences. Certain genetic variants 

may affect pharmacologic therapies by modulating the metabolism, distribution and/or 

bioavailability of the drug. It has been already described that polymorphic variants of 

genes encoding proteins belonging to the above mentioned families may affect pharma-

cokinetics of imatinib or can have an impact on the result of the therapy in patients with 

chronic myeloid leukaemia. Hence, it may be assumed that similar relationship could be 

observed in a group of imatinib-treated GIST patients. Therefore, genetic profile of the 

patients should be taken into consideration while planning individual therapies. The aim 

of this study was to investigate the influence of ten cytochrome P450 and ABC/SLC 

transporters polymorphisms on the effect of imatinib therapy in GIST patients.  

The study enrolled 101 patients treated in Cancer Centres from Gdańsk, Kielce 

and Warsaw and in the First Department of General Surgery and Clinic of General, On-

cological and Gastroenterological Surgery, Jagiellonian University in Kraków. The 

study was approved by the Independent Bioethics Commission for Research of the 

Medical University of Gdańsk. The inclusion criteria was the introduction of imatinib 

therapy (dose of 400 mg per day) in patients with GIST with known KIT/PDGFRA mu-

tation status. Due to known connection between mutation type of the tumour and thera-

py efficacy, patients were divided into subgroups according to the mutation type in the 

primary tumour. Only the group of patients with tumours harbouring mutation in exon 

11 of KIT gene, proved to be large enough (71 cases) to perform statistical analysis. The 

research was conducted at the Department of Biology and Medical Genetics of the Med-

ical University of Gdańsk. Polymorphic variants were determined by PCR-RFLP and 

DNA sequencing methods. Statistical analysis was performed using STATISTICA for 

Windows, version 10 software.  

The main assumption of the study was that each of the chosen polymorphisms 

was a potential risk factor affecting the time difference between the initiation of 

imatinib therapy and disease progression among GIST patients. Therefore, the statistical 

significance of time differences in time to progression value among specific variant car-

riers was evaluated. The results of the analysis performed in five of ten chosen poly-
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morphisms showed no important differences in time to progression between specific 

variant carriers. In case of five other polymorphisms the analysis was not performed due 

to insufficient minor allele frequency. Due to such results it was decided that the cumu-

lative effect on the therapy of potentially unfavourable genotypes should be assessed. 

Based on literature, five genetic variants related to the decreased therapy efficacy were 

designated. They concerned genes: CYP3A4 encoding main imatinib metabolizer and 

ABCB1, ABCG2, SCL22A4 and SLC22A5 encoding transporter proteins. Based on the 

previously determined polymorphic variants, patients were divided into two groups. The 

first consist of carriers of two or less potentially unfavourable genotypes. The other, 

carriers of at least three such genotypes. Survival curves of both groups were compared 

with log-rank test giving p value of 0.057. This indicates possible negative effect of the 

presence of at least three unfavourable genotypes on time to progression value. 

The results of this study showed that none of the chosen polymorphisms alone 

affected the imatinib therapy in GIST patients. However, a few issues should be men-

tioned. Firstly, the results concerned time to progression differences. They would be 

more convincing if they concerned plasma levels of imatinib. Unfortunately, such data 

was not available. Secondly, although the studied population was relatively large in 

comparison to similar studies, it still was not large enough to provide satisfying statisti-

cal analysis. Thirdly, in case of genes encoding for proteins that conduct imatinib me-

tabolism, any final conclusion cannot be provided. Gene products from CYP2 family 

play only a minor role in imatinib metabolism. Therefore, the results concerning them 

are not surprising. Perhaps, their potential importance would manifest in specific clini-

cal conditions and that would require a study on a significantly larger population. 

Whereas, the polymorphisms of CYP3 family products which are essential in imatinib 

metabolism, could not have been analysed, due to insufficient minor allele frequencies. 

A similar problem concerned ABCG2 polymorphism. The more surprising results con-

cern polymorphic variants of ABCB1, SLC22A4 and SLC22A5 genes. All three have 

been previously shown to be of importance in imatinib therapies. It is possible that a 

limited population of this study prevented the manifestation of their effect on the time to 

progression. However, it is worth emphasising the results of cumulative effect analysis. 

Although, the group of potentially unfavourable genotype pattern carriers is relatively 

small (five cases) and the result is of borderline significance (p=0.057), it is consistent 

with the initial assumption that negative effect of the studied variants may be cumula-
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tive. It should be stated though, that due to a limited population, this result may be coin-

cidental. Therefore, similar study on a larger population is advised. A confirmation of 

the results presented in this study would justify the consideration of incorporating a mo-

lecular assessment of specific genetic variants pattern to individualized imatinib therapy 

in GIST patients. 
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3. WSTĘP 

 

3.1. CHOROBY NOWOTWOROWE 

 

3.1.1. Dane populacyjne 

 

Według raportu Światowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organiza-

tion), w 2012 roku na świecie zanotowano około 38 milionów zgonów, których przy-

czyną były choroby niezakaźne. W tej grupie najliczniejsze okazały się choroby układu 

sercowo-naczyniowego (46,2%; 17,5 miliona), a na drugim miejscu znalazły się nowo-

twory (21,7%; 8,2 miliona). W 2015 roku na świecie liczba nowych zachorowań na 

złośliwe nowotwory wyniosła 17,5 miliona, a w latach 2005-2015 odnotowano 33% 

wzrost liczby zachorowań. W 2012 roku w Polsce choroby nowotworowe były odpo-

wiedzialne za ponad 30% wszystkich zgonów wywołanych przez choroby niezakaźne 

[46, 174]. Najczęstszymi i zarazem odpowiedzialnymi za największą liczbę zgonów 

nowotworami na świecie są przede wszystkim nowotwory: dróg oddechowych (głównie 

płuc), jelita grubego, żołądka, wątroby, piersi i prostaty [173]. Bardziej szczegółowe 

dane dotyczące częstości występowania poszczególnych nowotworów w Europie i na 

świecie podano w tabelach 1 i 2. 

 

 
Tabela 1. Table 1. Najczęściej występujące złośliwe nowotwory u mężczyzn na świecie i w Europie. 

Frequency of the most common cancers in men, in Europe and in the World [173]. 

 

Kolejność według częstości 
występowania 

Order accordind to frequ-

ency 

Lokalizacja (Świat)  
Location (World) 

Lokalizacja (Europa) 

Location (Europe) 

1 
Tchawica, oskrzela, płuca 

Trachea, bronchus, lung 

Tchawica, oskrzela, płuca 

Trachea, bronchus, lung 

2 
Żołądek 

Stomach 

Żołądek 

Stomach 

3 
Wątroba 

Liver 

Jelito grube i odbytnica 

Colon and rectum 

4 
Jelito grube i odbytnica 

Colon and rectum 

Prostata 

Prostate 
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Tabela 2. Table 2. Najczęściej występujące nowotwory u kobiet na świecie i Europie. Frequency of the 

most common cancers in women, in Europe and in the World [173]. 

 

Kolejność według częstości 
występowania 

Order accordind to frequ-

ency 

Lokalizacja (Świat)  
Location (World) 

Lokalizacja (Europa) 

Location (Europe) 

1 
Piersi 

Breast 

Piersi 

Breast 

2 
Tchawica, oskrzela, płuca 

Trachea, bronchus, lung 

Jelito grube i odbytnica 

Colon and rectum 

3 
Żołądek 

Stomach 

Żołądek 

Stomach 

4 
Jelito grube i odbytnica 

Colon and rectum 

Tchawica, oskrzela, płuca 

Trachea, bronchus, lung 

 

Szacuje się, że w Polsce z powodu chorób nowotworowych zmarło w 2010 roku po-

nad 92.000 osób i zgłoszono ponad 140.000 nowych przypadków nowotworów złośli-

wych. Ponadto, 320.000 osób żyło z nowotworem zdiagnozowanym w ciągu poprzedza-

jącego pięciolecia [159].  

Dlatego też, niezwykle istotna wydaje się profilaktyka, mająca na celu wczesne wy-

krywanie, a przez to bardziej skuteczne zwalczanie nowotworów. Ważne jest również 

opracowywanie nowych oraz udoskonalanie istniejących terapii, spośród których szcze-

gólnego znaczenia nabierają terapie celowane. Część z nich opiera się na zastosowaniu 

substancji leczniczych, które oddziaływują bezpośrednio na komórki nowotworowe co 

minimalizuje efekty uboczne w zdrowych tkankach. To podejście terapeutyczne wyma-

ga jednak szczegółowego poznania mechanizmów molekularnych, związanych zarówno 

z inicjacją i progresją nowotworu, jak i z dystrybucją w organizmie potencjalnych le-

ków. 

 

3.1.2. Onkogeneza 

 

Proces transformacji nowotworowej, czyli przekształcenia się zdrowej komórki w 

nowotworową, jest złożony i długotrwały. Jego początek zawsze wiąże się z uszkodze-

niem DNA prawidłowej komórki. Defekt taki, czyli mutacja, nie musi jednak prowadzić 

do powstania nowotworu. Większość mutacji jest bowiem usuwana przez systemy na-

prawy DNA, a nawet jeżeli do takiej naprawy nie dojdzie, nie oznacza to, że mutacja 

objawi się fenotypowo. Niemniej jednak utrwalenie się mutacji może prowadzić do wie-

lu poważnych nieprawidłowości, w tym także do powstania nowotworu, którego biolo-
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gia, przebieg i podatność na leczenie mogą być bardzo różne [91]. Nie każda utrwalona 

mutacja jest zdolna do zainicjowania procesu nowotworzenia, którego etapy przedsta-

wiono w tabeli 3. Potencjał kancerogenny mają tylko te mutacje, które nie mają charak-

teru letalnego i do których dochodzi w obrębie określonych genów. Geny te dzieli się na 

trzy grupy: protoonkogeny, geny supresorowe oraz geny mutatorowe [91]. 

 
Tabela 3. Table 3. Etapy kancerogenezy. Stages of cancerogenesis.  Na podstawie; on the basis of: Biolo-

gia molekularna w medycynie; red. J. Bal. 

ETAP 

STAGE 

CHARAKTERYSTYKA 

CHARACTERISTIC 

CZAS TRWANIA 

DURATION 

PREINICJACJA 

PREINITIATION 

ekspozycja na kancerogeny 

exposure on carcinogens 

całe życie 

lifetime 

INICJACJA 

INITIATION 

nagromadzenie mutacji prowadzących do 
transformacji 

accumulation of mutations leading to can-

cer transformation 

od kilku do kilku-

dziesięciu lat 
several to tens of 

years 

PROMOCJA 

PROMOTION 

selekcja klonalna 

clonal selection 

nabycie zdolności do migracji 
migration ability acquisition 

kilka lat 

several years 

PROGRESJA 

PROGRESSION 

dalsza selekcja mutacji 

further selection of mutations 

nabycie zdolności do przerzutowania 

metastatic ability acquisition 

od kilku miesięcy do 

kilku lat 

several months to 

several years 

 

 

Protoonkogeny zaangażowane są w procesy proliferacji i różnicowania komórek. 

Istnieją trzy mechanizmy przekształcenia protoonkogenów w onkogeny na skutek mu-

tacji: niewielkie mutacje zmieniające aktywność białka; amplifikacje prawidłowych 

genów, prowadzące do nadekspresji kodowanych białek oraz translokacje między 

chromosomami, polegające na przemieszczeniu się fragmentu jednego chromosomu i 

jego połączeniu z innym. W skutek tych ostatnich może dojść do przeniesienia całego 

protoonkogenu do obszaru, w którym DNA ulega wzmożonej ekspresji lub do przenie-

sienia jedynie fragmentu protoonkogenu i jego połączeniu z innym genem, co skutkuje 

powstaniem genu fuzyjnego, kodującego białko, którego aktywność jest przyczyną 

nadmiernej proliferacji. Przykładem aktywacji onkogenu może być protoonkogen KIT, 

którego mutacja powoduje powstawanie nieprawidłowego receptora błonowego. Zmu-

towany receptor, w przeciwieństwie do swojego prawidłowego odpowiednika, nie wy-

maga aktywacji ligandem, przez co nieustannie pobudza proliferację komórek i tym 

samym powstanie nowotworu. Onkogen ten jest wykrywany w przeważającej większo-

ści guzów podścieliska przewodu pokarmowego (GIST, gastrointestinal stromal tu-
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mors). Mutacje protoonkogenów mają charakter dominujący, co oznacza, że objawią się 

fenotypowo nawet wtedy, gdy nieprawidłowość dotyczy tylko jednego allelu [91]. 

Geny supresorowe to antagoniści protoonkogenów biorący udział w procesach ha-

mujących wzrost oraz indukujących naprawę DNA i apoptozę. Ich inaktywacja przez 

mutacje, zaburzenie transkrypcji lub utratę całych alleli, uniemożliwia m.in. włączenie 

ścieżki apoptotycznej w nieprawidłowych komórkach. Przykładem takiego genu jest 

RB1, którego produkt białkowy zapobiega nadmiernemu wzrostowi komórek. Brak jego 

funkcjonalnej formy jest przyczyną siatkówczaka złośliwego. Charakterystyczną cechą 

tych genów jest recesywny model ich działania. Oznacza to, że w przeciwieństwie do 

protoonkogenów, aby zaburzenie ujawniło się fenotypowo, utrata funkcji musi nastąpić 

w obu allelach [91].  

Geny mutatorowe lub inaczej stabilizujące genom, odpowiadają za procesy napra-

wy DNA i prawidłową segregację chromosomów, czyli za stabilność genetyczną komó-

rek. Jej zaburzenie jest charakterystyczne dla komórek nowotworowych i wiąże się z 

ułatwionym nabywaniem przez nie nowych mutacji. Ludzki genom jest nieustannie 

narażony na działanie zarówno wewnętrznych, i jak zewnętrznych czynników mutagen-

nych, których negatywne efekty są niwelowane przez geny mutatorowe, zapewniające 

integralność genomu. Przykładowymi genami stabilizującymi są MSH2, MLH1 oraz 

MSH6, których mutacje wykrywa się w niektórych dziedzicznych niepolipowatych ra-

kach jelita grubego [91].  

Źródłem nowotworów są zatem określone mutacje mogące mieć charakter germi-

nalny lub somatyczny. Pierwsze z nich, to mutacje dziedziczne, obecne w każdej ko-

mórce organizmu. Dotyczy to zazwyczaj niewielkich mutacji u osób z rodzinną predys-

pozycją do wystąpienia nowotworu. Zdecydowana większość nowotworów wykształca 

się na skutek wystąpienia w trakcie życia mutacji somatycznej, czyli nowopowstałej 

mutacji pojedynczej komórki, nieobecnej poza tkanką nowotworową. Prawdopodobień-

stwo wystąpienia takiej mutacji wzrasta wraz ze zwiększającym się narażeniem organi-

zmu na czynniki rakotwórcze [91]. 

 

3.1.3. Czynniki rakotwórcze  

 

W każdym organizmie dochodzi do mutacji spontanicznych, wynikających z „błę-

dów” w procesie replikacji. Są one jednak zazwyczaj usuwane przez wspomniany apa-
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rat naprawczy, dlatego w procesie nowotworzenia większe znaczenie mają te mutacje, 

które są indukowane przez zewnętrzne czynniki rakotwórcze, czyli karcynogeny. Istnie-

je wiele takich czynników, a spośród nich najlepiej poznane są te, które na skutek swo-

jej bezpośredniej zdolności do wywoływania mutacji, określa się mutagenami. Wśród 

nich można wyróżnić trzy zasadnicze grupy: fizyczne, biologiczne i chemiczne. Do 

mutagenów fizycznych zalicza się m.in. promieniowanie jonizujące. Mutageny biolo-

giczne to głównie niektóre wirusy, zdolne do wprowadzania swoich genów do genomu 

komórki gospodarza i tym samym zmieniania jego sekwencji [91].  

Najszerszą i zarazem odpowiedzialną za większość zachorowań na nowotwory zło-

śliwe grupą są mutageny chemiczne, które mogą zaburzać sekwencję DNA w sposób 

bezpośredni (np. alkilacja, interkalacja) lub za pośrednictwem swoich metabolitów. W 

tym drugim przypadku mowa jest o prokancerogenach. Są to najszerzej rozpowszech-

nione z mutagenów chemicznych, a ich nazwa wynika z faktu, że w swojej naturalnej 

formie nie mają tak silnego potencjału mutagennego, jak po aktywacji metabolicznej, 

do której dochodzi w organizmie. Należą do nich między innymi policykliczne węglo-

wodory aromatyczne, powstające w procesach spalania związków organicznych, np. 

paliw kopalnych czy roślin (w tym tytoniu), a także przy obróbce termicznej żywności. 

Zatem prokancerogeny obecne są w atmosferze, niektórych używkach czy w żywności, 

co oznacza, że jesteśmy nieustannie wyeksponowani na ich działanie. Dlatego niebaga-

telne znaczenie mają tryb życia i dieta, od których zależna jest wielkość dawek prokan-

cerogenów, na które jesteśmy narażeni. Żeby usunąć je z ustroju, musi dojść w organi-

zmie do ich przekształcenia w postać rozpuszczalną w wodzie. To właśnie aktywne 

metabolicznie produkty przejściowe tego procesu mają właściwości kancerogenne. Po-

wstają one głównie w wątrobie przy udziale między innymi izoenzymów cytochromu 

P450, których zadaniem jest taka przemiana ksenobiotyków, czyli zewnętrznych związ-

ków obcych dla organizmu, by możliwe stało się ich wydalenie. Wydajność i przebieg 

tego procesu zależą między innymi od poprawnego funkcjonowania zaangażowanych w 

niego enzymów, których budowa i działanie mogą się różnić nawet między przedstawi-

cielami tego samego rodzaju białka. Wynika to z faktu, iż enzymy te kodowane są przez 

geny występujące w różnych formach allelicznych, czyli alternatywnych wersjach se-

kwencji tego samego genu, określanych jako polimorfizmy. Taki stan rzeczy sprawia, 

że każdy organizm ma indywidualny, uwarunkowany genetycznie układ enzymatyczny, 

wpływający na skuteczność metabolizmu ksenobiotyków, do których należą także leki 
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przeciwnowotworowe. Oznacza to, że nie tylko charakter transformacji nowotworowej, 

ale także przebieg terapii, polegającej na zastosowaniu określonych substancji leczni-

czych, zależy od uwarunkowań genetycznych, których poznanie może pozwolić na do-

pasowanie leczenia do indywidualnych potrzeb pacjenta [91]. 

 



 

22 

 

3.2. NOWOTWORY STROMALNE PRZEWODU POKARMOWEGO (GIST) 

3.2.1. Definicja 

 

Złośliwe nowotwory przewodu pokarmowego to jedne z najczęściej diagnozowa-

nych chorób nowotworowych (tabele 1 i 2). Znaczną większość z nich stanowią raki, 

natomiast niewielka część to stosunkowo niedawno wyodrębniona grupa guzów okre-

ślana jako: nowotwory podścieliskowe przewodu pokarmowego (GIST, gastrointestinal 

stromal tumors). W przeszłości większość z nich była klasyfikowana jako mięśniaki 

gładkokomórkowe, nerwiakowłókniaki czy nerwiaki osłonkowe, jednak bardziej szcze-

gółowe badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej wykazały brak cech typo-

wych dla komórek mięśniówki gładkiej [106, 166]. Podobne wyniki uzyskano poprzez 

analizę ultrastrukturalną i immunohistochemiczną, które wykluczyły ich potencjalne 

pochodzenie zarówno od komórek Schwanna, jak i mięśniówki gładkiej. W związku z 

tym autorzy użyli neutralnego i do dzisiaj stosowanego określenia „nowotwór stromal-

ny przewodu pokarmowego” [102].  

 

3.2.2. Epidemiologia  

 

GIST to najczęstsze guzy pochodzenia mezenchymalnego, występujące w ścianie całe-

go przewodu pokarmowego. Najczęściej GIST zlokalizowane są w żołądku (60-70%), 

jelicie cienkim (25-30%), dwunastnicy (5%), odbycie (5%), przełyku (1-3%) oraz jeli-

cie grubym (1%) [105]. Do 10% wszystkich guzów może występować w innych prze-

strzeniach jamy brzusznej, najczęściej są to jednak przerzuty z przewodu pokarmowego 

[105, 107, 108, 133]. Częstość zachorowań waha się od około 7 do 20 przypadków na 

milion osób na rok (tabela 4). Szacuje się, że w Polsce dochodzi do około 600 zachoro-

wań rocznie, z czego do 190 to GIST rozsiany [138]. Zdecydowana większość diagno-

zowanych przypadków występuje po 40. r.ż., a mediana przypada na 60. – 65. r.ż. 

[107]. U dzieci GIST są niezwykle rzadkie, stanowią poniżej 1% wszystkich przypad-

ków i prawdopodobnie charakteryzują się odmienną niż u dorosłych patogenezą [106, 

130]. 
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Tabela 4. Table 4. Zapadalność na GIST w wybranych regionach świata. Incidence of GIST in different 

regions of the world. 

KRAJ (region) 

COUNTRY (province) 

Liczba zachorowań / milion mieszkańców / rok 

Number of events / million residents / year 

Chiny (Szanghaj) [97] 

China (Shanghai) 
21,1 

Francja [110] 

France 
8,5-10 

Hiszpania (Girona) [137] 

Spain (Girona) 
12,4 

Holandia [52] 

Netherlands 
12,7 

Islandia [158] 

Iceland 
11 

Szwecja (zachodnia część) [117] 

Sweden (western part) 
14,5 

Tajwan [21] 

Taiwan 
19,7  

USA [157] 6,8 

Włochy (Modena) [111] 

Italy (Modena) 
14,2 

 

 

3.2.3. Objawy i rokowanie 

 

Najczęściej towarzyszące GIST objawy to przede wszystkim krwawienia z przewo-

du pokarmowego prowadzące do anemii oraz bóle podobne do tych, jakie zazwyczaj 

towarzyszą wrzodom. Guzy niewywołujące owrzodzeń mogą być wyczuwalne ze-

wnętrznie, nie dając przy tym innych wyraźnych objawów. Ponad 30% guzów, w 

szczególności tych niewielkich, jest wykrywanych przypadkowo podczas badań radio-

logicznych lub endoskopowych oraz podczas zabiegów chirurgicznych związanych z 

innymi chorobami. Część guzów odbytu jest również przypadkowo diagnozowana pod-

czas badań ginekologicznych lub prostaty [105, 107].  

Rokowanie uzależnione jest głównie od wielkości guza oraz indeksu mitotycznego, 

określonego jako liczba podziałów komórkowych widocznych pod dużym powiększe-

niem mikroskopu, przypadających na określoną liczbę pól widzenia. Istotna jest rów-

nież lokalizacja ogniska pierwotnego GIST. Zależności pomiędzy wymienionymi para-

metrami a stopniem agresywności przedstawiono w tabeli 5. 
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Tabela 5. Table 5. Zależności pomiędzy stopniem agresywności GIST a indeksem mitotycznym, wielko-

ścią i lokalizacją guza The relationship between malignant potential of GIST and size, mitotic rate and 

site of the tumor. Na podstawie; on the basis of: Poveda 2017 [129]. 

Indeks 

mitotyczny 

Mitotic rate 

Wielkość guza w cm 

Tumor size in cm 

Stopień agresywności  
 Malignant potential 

Żołądek 

Stomach 

Jelito cienkie 

Small intestine 

Dwunastnica 

Duodenum 

Odbyt 

Rectum 

≤ 5/50 HPF 

≤ 2 
Brak 

None 

> 2 ≤ 5 
Bardzo niski 

Very low 

Niski 

Low 

Niski 

Low 

Niski 

Low 

> 5 ≤ 10 
Niski 

Low 

Średni 
Moderate Wysoki 

High 

Wysoki 

High 
> 10 

Średni 
Moderate 

Wysoki 

High 

> 5/50 HPF 

≤ 2 
Brak 

None 

Wysoki 

High 

Wysoki 

High 

Wysoki 

High 
> 2 ≤ 5 

Średni 
Moderate 

> 5 ≤ 10 Wysoki 

High > 10 

 HPF – pole widzenia w dużym powiększeniu (400x); high power field (400x) 

 

 

3.2.4. Histologia 

 

GIST zbudowane są z komórek wrzecionowatych, epitelioidnych lub rzadziej pleo-

morficznych. Guzy składające się z komórek wrzecionowatych stanowią 60 – 70% 

GIST i charakteryzują się syncytialną budową, dużą gęstością jąder oraz nieznaczną 

ilością cytoplazmy. Częstą cechą guzów żołądka jest okołojądrowa wakuolizacja. Po-

nadto, niektóre małe guzy zbudowane są z komórek rozproszonych w wyraźnym, amor-

ficznym podłożu kolagenowym. Około połowa guzów występujących między dwunast-

nicą a jelitem krętym charakteryzuje się występowaniem wyraźnych, okrągłych, owal-

nych lub wydłużonych złogów zewnątrzkomórkowych włókien kolagenu, co najczęściej 

wiąże się z lepszym rokowaniem. W pozostałych lokalizacjach guzy wrzecionowato-

komórkowe stanowią zdecydowaną większość. Guzy zbudowane z komórek epitelioid-

nych stanowią 20 – 30% GIST. Granice komórkowe są wyraźne i w przypadku guzów 

żołądka, występujących zarówno w postaci łagodnej, jak i złośliwej, widać wieloboczne 

komórki z okrągłymi jądrami i obfitą cytoplazmą. Guzy zlokalizowane w jelicie cien-

kim okazują się niemal zawsze złośliwe i różnią się zarówno morfologicznie, jak i kli-

nicznie od swoich odpowiedników z żołądka. W innych lokalizacjach występują rzadko, 

choć obserwowano guzy sieci czy odbytu. Guzy charakteryzujące się pleomorfizmem 
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nie przekraczają 5% GIST – większość guzów tego typu okazuje się mięśniakomięsa-

kami gładkokomórkowymi lub mięsakami niezróżnicowanymi [105]. 

GIST najprawdopodobniej wywodzą się z komórek Cajala (ICC, interstitial cells of 

Cajal) lub ich prekursorów i zlokalizowane są najczęściej śródściennie, podsurowiczo 

lub podśluzowo [77, 105, 106]. Komórki te, łącząc autonomiczny układ nerwowy z 

mięśniówką gładką przewodu pokarmowego, kontrolują tempo skurczów tej mięśniów-

ki i w ten sposób pośrednio odpowiadają za perystaltykę układu pokarmowego [70, 99, 

106]. Komórki Cajala charakteryzują się obecnością receptora KIT, którego aktywacja 

ligandem SCF (stem cell factor) prowadzi do wzrostu i stabilizacji populacji ICC [65, 

156, 179]. Mechanizm działania receptora (ryc. 1) polega na przyłączeniu liganda do 

jego zewnątrzkomórkowej domeny co prowadzi do jego dimeryzacji. Efektem tego jest 

fosforylacja wewnątrzkomórkowej kinazy tyrozynowej, która uruchamia kaskadę sy-

gnałową. 

 

 

Ryc. 1. Fig. 1. Mechanizm działania receptora KIT. KIT receptor activation mechanism. SCF – czynnik 

komórek macierzystych; stem cell factor; EC – domena zewnątrzkomórkowa; extracellular domain; TM 

– domena transbłonowa; transmembrane domain; JM – domena podbłonowa; juxtamembrane domain; 

TK1, TK2 – domeny kinazy tyrozynowej; tyrosine kinase domains; KI – insert kinazowy; kinase insert. 

Zmodyfikowano na podstawie; modified on the basis of: www.alianzagist.org. 

 

Badania z wykorzystaniem modeli zwierzęcych udowodniły, że blokada lub brak re-

ceptora KIT, prowadzi do zaburzeń perystaltyki jelit, wywołanej najprawdopodobniej 

niedoborem prawidłowych ICC [73, 99]. Ponadto wykazano, że u myszy, u których po 
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urodzeniu zablokowano receptor KIT, dochodzi do zaniku ICC wzdłuż jelita cienkiego 

przy jednoczesnym nagromadzeniu ich niezróżnicowanych prekursorów i komórek 

przypominających komórki mięśniówki gładkiej [156]. Sugeruje to istnienie zależnego 

od receptora KIT procesu różnicowania ICC w komórki mięśniówki gładkiej. Oznacza 

to, że receptor ten odgrywa kluczową rolę w utrzymaniu stanu równowagi między tymi 

komórkami, a tym samym w prawidłowym funkcjonowaniu przewodu pokarmowego 

[156].  

 

3.2.5. Molekularne podłoże GIST 

 

Badania immunohistochemiczne GIST wykazują ekspresję protoonkogenu KIT 

(CD117; c-Kit) w zdecydowanej większości guzów [65, 109, 141]. W ponad 85% przy-

padków za przyczynę powstania guza odpowiadają mutacje w genie KIT lub PDGFRA 

(platelet-derived growth factor receptor α – receptor płytkopochodnego czynnika wzro-

stu α) [27, 62]. Oba te geny zlokalizowane są w regionie okołocentromerowym w ra-

mionach q chromosomu 4. Geny te kodują receptory wykazujące wysoką homologię 

zarówno pod względem budowy, jak i funkcji. Obserwowana homologia, a także lokali-

zacja KIT i PDGFRA sugerują, że geny te powstały najprawdopodobniej w wyniku du-

plikacji [53, 177]. Receptory te należą do rodziny transbłonowych białek o aktywności 

kinazy tyrozynowej i składają się z trzech części: zewnątrzkomórkowej, transbłonowej i 

wewnątrzkomórkowej (ryc. 1). Zbudowana z pięciu pętli białkowych domena ze-

wnątrzkomórkowa (EC, extracellular), odpowiedzialna za wiązanie liganda, pełni funk-

cję receptorową. Jest ona zakotwiczona w błonie komórkowej przez hydrofobową do-

menę transbłonową (TM, transmembrane), która łączy się bezpośrednio z domeną 

przybłonową (JM, juxtamembrane) wewnątrzkomórkowej części receptora. Ta ostatnia 

składa się z dwóch domen kinazy tyrozynowej przedzielonych hydrofilowym insertem 

(KI, kinase insert). Pierwsza domena (TK1) stanowi rejon wiązania ATP, podczas gdy 

druga (TK2) wykazuje aktywność fosfotransferazy [121, 177]. Mutacje genów KIT i 

PDGFRA prowadzą do konstytutywnej autofosforylacji kodowanych przez nie recepto-

rów, niezależnej od obecności lub braku liganda [107]. 
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Ryc. 2. Fig. 2. Schemat aktywacji receptora KIT, zależnej od liganda (A) i wywołanej mutacją (B). KIT 

receptor activation mechanism: by ligand (A) and mutation-driven activation (B). JM – nieprawidłowa 
konformacja domeny podbłonowej; disrupted conformation of juxtamembrane domain. Zmodyfikowano 

na podstawie; modified on the basis of: www.gistsupport.org. 

 

 

3.2.5.1. Mutacje pierwotne genu KIT   

 

Mutacje stwierdzane w obrębie genu KIT (ryc. 3) stanowią przyczynę od 70% do 

80% zachorowań na GIST i w około 90% przypadków wykrywane są w eksonie 11 tego 

genu [25, 107]. Oznacza to, że zaburzenia sekwencji tego jednego eksonu odpowiadają 

za powstanie ponad 2/3 wszystkich GIST. Ekson 11 koduje domenę JM receptora KIT, 

łączącą część efektorową receptora z jego domeną TM i odgrywającą kluczową rolę w 

jego prawidłowym funkcjonowaniu. Pod nieobecność liganda, jej struktura zapobiega 

przyjęciu przez kinazę tyrozynową konformacji aktywnej. Mutacje zaburzające tę struk-

turę, powodują niezależną od liganda dimeryzację receptora, i aktywację jego części 

efektorowej (ryc. 2) [78]. Mutacje te, są przeważnie wykrywane w obszarze między 

kodonami 550 a 561. Ponad 60% mutacji stanowią delecje, wśród których najczęstsze 

dotyczą utraty kodonów 557 (Trp) i 558 (Lys) co wiąże się z gorszym rokowaniem [26, 

65, 101, 152, 170]. Ponadto, często wykrywane są substytucje pojedynczych nukleoty-

dów, głównie w kodonach 557, 559, 560 i 576. Występowanie duplikacji, insercji lub 

kombinacji różnych rodzajów mutacji jest rzadkie [107]. 



 

28 

 

 

Ryc. 3. Fig. 3. Przybliżona częstość mutacji pierwotnych wykrywanych w GIST. Approximate frequency 

of primary mutations in GISTs. Zmodyfikowano na podstawie; modified on the basis of: [26, 61, 88, 90, 

106]. 

 

Drugie miejsce pod względem częstości występowania w GIST zajmują mutacje w 

eksonie 9 genu KIT. Niemal wyłącznie wykrywana jest duplikacja 6 nukleotydów 

obejmujących kodony 502-503 (p.Ala502_Tyr503dup) [5, 87, 89, 96]. W pojedynczych 

przypadkach zaobserwowano duplikację p.Ser501_Ala502dup oraz 

p.Phe506_Phe508dup [61, 93]. Mutacje te występują w przybłonowym rejonie domeny 

EC (ryc. 3) i prawdopodobnie powodują zmianę konformacji, która prowadzi do dime-

ryzacji sąsiadujących domen pod nieobecność liganda SCF i aktywacji kinazy tyrozy-

nowej [178]. Mutacje eksonów 9 i 11, stanowiące zdecydowaną większość wszystkich 

mutacji wykrywanych w GIST, można sklasyfikować jako mutacje typu regulatorowe-

go. Mutacje te nie występują w obrębie domeny o aktywności kinazy tyrozynowej, ale 

w rejonach kontrolujących jej aktywność [94]. 

Znacznie rzadziej występują mutacje w eksonach 13 i 17 genu KIT kodujących do-

meny enzymatyczne receptora (TK1 i TK2). Częstość występowania tych mutacji w 

GIST nie przekracza 2% [84]. Najczęstsza mutacja eksonu 13 to substytucja 1945A>G 

w kodonie 642 (NG_007456.1:p.Lys642Glu), która prowadzi do zamiany lizyny na 

kwas glutaminowy. Mutacja ta zlokalizowana jest w rejonie wiązania ATP kinazy tyro-

zynowej (ryc. 3) [84]. W pojedynczych przypadkach opisano inne substytucje, o któ-

rych nie wiadomo czy prowadzą do konstytutywnej fosforylacji receptora KIT [84]. 

Mutacje eksonu 17, kodującego rejon o aktywności fosfotransferazy, to również substy-
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tucje. Najczęstsza z nich to 2487T>A w kodonie 822 (NG_007456.1:p.Asn822Lys), 

prowadząca do zamiany asparaginy na lizynę [84]. Mutacje w eksonach 13 i 17 powo-

dują niezależną od liganda aktywację kinazy tyrozynowej. Jednak do dnia dzisiejszego 

nie poznano dokładnie mechanizmu ich działania. Prawdopodobnie mutacje w eksonie 

13 zaburzają autoinhibicję domeny JM, natomiast substytucje w eksonie 17 stabilizują 

konformację aktywną domeny enzymatycznej [25, 153].  

 

 

3.2.5.2. Mutacje pierwotne genu PDGFRA 

 

Wyniki dotychczasowych badań wykazały, że około 30% GIST pozbawionych mu-

tacji w genie KIT, posiada mutacje w genie PDGFRA [107]. Mutacje te występują za-

tem znacznie rzadziej niż mutacje genu KIT i wzajemnie się z nimi wykluczają [62, 

103]. W większości przypadków zaburzenia występują w eksonach 12, 14 i 18 odpo-

wiadających eksonom 11, 13 i 17 genu KIT (ryc. 3) [106]. Najczęściej wykrywane są 

mutacje w eksonie 18, z pośród których zdecydowaną większość stanowi substytucja 

2664A>T w kodonie 842 (NG_009250.1:p.Asp842Val), prowadząca do zamiany kwasu 

asparaginowego na walinę [85]. Inne mutacje, zarówno substytucje, jak i delecje wy-

krywane są rzadko [28]. Mutacje w obrębie tego eksonu powodują zmiany konforma-

cyjne prowadzące do aktywacji kinazy tyrozynowej [136]. Występujące rzadko mutacje 

w eksonach 12 i 14, to głównie substytucje lub delecje, których mechanizm aktywacji 

receptora uważa się za analogiczny, jak w przypadku odpowiadających im mutacji w 

eksonach 11 i 13 genu KIT [28, 62, 88]. 

W rzadkich przypadkach mutacje w genach KIT lub PDGFRA mogą mieć charakter 

germinalny. U członków rodzin nimi dotkniętymi obserwuje się między innymi hiper-

pigmentację skóry i hiperplazję komórek ICC, a w jej konsekwencji często powstanie 

licznych GIST. Mutacje te są podobne do wykrywanych w guzach sporadycznych, choć 

w jednej rodzinie stwierdzono mutację eksonu 8 genu KIT. Guzy rodzinne przez długi 

czas mogą pozostawać łagodne, ale zazwyczaj ostatecznie ulegają zezłośliwieniu [107]. 

 

 



 

30 

 

3.2.6. Inne czynniki patogenezy 

 

Jak wspomniano, zdecydowana większość GIST charakteryzuje się obecnością mu-

tacji w genie KIT lub PDGFRA. Istnieje jednak grupa zbliżonych klinicznie guzów, w 

których nie wykrywa się mutacji tych genów [25]. Są to tak zwane WT-GIST (WT, 

Wild Type). Początkowo podłoże molekularne tych guzów było nieznane, dziś jednak 

można wyróżnić kilka wiążących się z nimi zaburzeń. Jednym z nich są mutacje kinazy 

serynowo-treoninowej zaangażowanej między innymi w procesy proliferacji i różnico-

wania komórek [142]. Hostein i wsp. w grupie 70 GIST-WT wykryli w 9 przypadkach 

substytucję w kodonie 600 w eksonie 15 genu BRAF prowadzącą do zamiany waliny na 

kwas glutaminowy [68]. Ponadto u części, szczególnie młodych pacjentów, WT-GIST 

wiążą się z występowaniem mutacji zaburzających prawidłowe funkcjonowanie kom-

pleksu dehydrogenazy bursztynianowej, zaangażowanego w metabolizm kwasów trój-

karboksylowych i mitochondrialny przepływ elektronów [107, 114]. WT-GIST stano-

wią również element tzw. triady Carneya, stwierdzanej głównie u młodych kobiet i ob-

jawiającej się występowaniem licznych nowotworów płuc, żołądka, przełyku, kory nad-

nerczy i układu przyzwojowego [17, 114]. Mogą również występować u pacjentów z 

NF1 (nerwiakowłokniatowatośc typu 1), czyli rodzinną, dziedziczoną autosomalnie 

dominująco chorobą, związaną z mutacją genu kodującego neurofibrominę [114, 169]. 

W ostatnich latach wyróżniono dodatkową grupę podobnych klinicznie guzów, nie-

związanych z żadnym z wyżej wymienionych zaburzeń. Określa się je jako „quadruple-

WT GIST” (KIT/PDGFRA/SDH/RAS-pathway wild-type GIST) [113, 120]. Stanowią 

one około 5% wszystkich GIST i są przedmiotem badań, mających na celu określenie 

molekularnego podłoża patogenezy [120]. Do tej pory doniesiono o pojedynczych przy-

padkach quadruple-WT GIST, w których wykryto geny fuzyjne: ETV6–NTRK3 oraz 

FGFR1–TACC1 [14, 143]. Wyjaśnienie ich znaczenia klinicznego wymaga jednak dal-

szych badań. Ponadto, w niektórych guzach zidentyfikowano mutacje genu PIK3CA 

[86]. Choć we wszystkich przypadkach była to mutacja towarzysząca innym (np. KIT 

lub BRAF), to niewykluczone, że jest ona odpowiedzialna za oporność na imatynib [86]. 

Daje to nadzieję na skuteczne zastosowanie innej terapii, wycelowanej w nowoodkryty 

mechanizm. 
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3.2.7. Diagnoza i leczenie 

 

Podstawą rozpoznania GIST jest badanie mikroskopowe wycinków z guza nowo-

tworowego uzupełnione badaniem immunofenotypu komórek nowotworowych. Do 

rozpoznania konieczne jest wykazanie dodatniej reakcji immunohistochemicznej komó-

rek nowotworowych na obecność antygenu CD117. W związku z ograniczoną specy-

ficznością tego markera zalecane jest wykonane dodatkowych testów z użyciem prze-

ciwciał skierowanych przeciwko antygenom: CD34 i DOG1. 

Schemat postępowania (ryc. 4) po wykryciu potencjalnego GIST jest uzależniony od 

jego wielkości, lokalizacji i szacowanego stopnia agresywności. Jednak najpowszech-

niejszą i dającą najlepsze wyniki metodą leczenia jest resekcja guza [18, 106]. W przy-

padku podejrzenia GIST niewielkich rozmiarów (poniżej 2 cm), należących do grupy 

niskiego ryzyka, zaleca się ich ocenę endoskopową, a następnie obserwację pacjenta. 

Resekcję wykonuje się dopiero w momencie wystąpienia któregoś z objawów choroby 

lub wzrostu guza. Wyjątek stanowią guzy odbytu, które bez względu na wielkość, nale-

żą do grupy podwyższonego ryzyka. Dlatego też, o ile to możliwe, guzy te należy pod-

dać natychmiastowej resekcji. W przypadku GIST większych niż 2 cm po uprzednim 

badaniu histologicznym należy usunąć guz. W przypadku GIST nieoperacyjnych lub 

rozsianych stosuje się leczenie farmakologiczne imatynibem, czyli selektywnym inhibi-

torem kinaz tyrozynowych [18]. 

Do niedawna leczenie GIST imatynibem było w Polsce ograniczone wyłącznie do 

nieoperacyjnych lub rozsianych guzów. Okazuje się jednak, że w niektórych przypad-

kach warto zastosować leczenie przedoperacyjne (neo-adjuwantowe), mogące przyczy-

nić się do zmniejszenia guza oraz zniwelowania ryzyka jego pęknięcia podczas operacji 

[18]. Ponadto część pacjentów, spełniających odpowiednie kryteria, może odnieść wy-

mierne korzyści z zastosowania pooperacyjnej terapii uzupełniającej (adjuwantowej) 

[19, 132]. W związku z tym, zgodnie z obwieszczeniem Ministerstwa Zdrowia z dnia 24 

lutego 2014 r. (wykaz refundowanych leków, środków spożywczych specjalnego prze-

znaczenia żywieniowego oraz wyrobów medycznych na dzień 1 marca 2014 r.), umoż-

liwiono zastosowanie refundowanej terapii uzupełniającej u pacjentów, u których 

stwierdza się: „obecność wysokiego ryzyka ≥ 50% nawrotu po zabiegu radykalnego 

usunięcia nowotworu z KIT (CD117- dodatniego GIST żołądka, dwunastnicy, jelita 

cienkiego i odbytnicy, określonego według klasyfikacji AJCC-NCCN-AFIP ); czas od 
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operacji pierwotnego GIST, a wdrożeniem leczenia uzupełniającego nie powinien prze-

kroczyć 4 miesięcy; obecność mutacji KIT lub PDGFR-α z wykluczeniem mutacji 

PDGFR-αD842V”. 

 

 

Ryc. 4. Aktualny algorytm postępowania u chorych na GIST [139]. 

 

Zmiany wyjściowo nieresekcyj-

ne i/lub przerzuty – biopsja (R2) 

Pierwotny, resekcyjny GIST 

Leczenie operacyjne (R0, R1) 

Badanie histopatologiczne – GIST 

Dodatnie barwienie immunohistoche-

miczne na CD117 (DAKO)  

(badania molekularne genów KIT i 

PDGFRA)* 

Badanie histopatologiczne – GIST 

Dodatnie barwienie immunohistoche-

miczne na CD117 (DAKO)  

(badania molekularne)*; ocena katego-

rii ryzyka wg NCCN-AFIP 

Ocena zmian (zmiany mierzal-

ne) w tomografii komputerowej 

(CT) jamy brzusznej i miednicy 

Badania kontrolne: tomografia komputerowa 

jamy brzusznej i miednicy z kontrastem do-

żylnym i doustnym 

Margines R2 i/lub 

nawrót choroby = 

M1 

Brak nawrotu (M0) – dalsza obserwa-

cja lub leczenie uzupełniające imatyni-

bem przez minimum rok  

w przypadku znacznego ryzyka nawro-

tu 

Imtinib 400 mg dziennie 

(w przypadku mutacji w eksonie 9 KIT  

do rozważenia wcześniejsze zwiększenie dawki  
do 800 mg) 

↓ 

progresja 

↓ 

Imatinib 800 mg dziennie 

↓ 

progresja 

↓ 

Sunitinib 50 mg dziennie 

(dawka wyjściowa; schemat 4/2 tygodnie) 
↓ 

progresja 

↓ 

Postępowanie indywidualizowane (badania klinicz-

ne, imatynib z doksorubicyną; leczenie skojarzone; 
postępowanie zabiegowe) 

Monitorowanie leczenia 

za pomocą seryjnych 

badań CT z oceną zmia-

ny wielkości  
i gęstości zmian; ocena 

pod kątem ewentualnej 

resekcji zmian resztko-

wych 

* zalecane, wymagane 

przy kwalifikacji do 

leczenia uzupełniające-
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3.3. IMATYNIB 

 

3.3.1. Wdrożenie leku 

 

Jak wspomniano powyżej, resekcje guzów są najskuteczniejszą metodą leczenia 

GIST. Standardowa chemioterapia i radioterapia w przypadku tych nowotworów często 

okazują się nieskuteczne [9, 38]. W związku z tym, konieczne stało się opracowanie 

alternatywnej terapii dla pacjentów niezakwalifikowanych do leczenia operacyjnego.  

W pierwszej połowie lat 90. XX wieku, prowadzono badania nad niskocząsteczko-

wymi związkami chemicznymi zdolnymi do selektywnej inhibicji wybranych recepto-

rów komórkowych. Jednym z takich związków była pochodna 2-

fenyloaminopirymidynowa – CGP 57148 (imatynib, Glivec, ST1571 – ryc. 5). Substan-

cja ta, określana jako imatynib, okazała się zdolna do hamowania autofosforylacji re-

ceptora BCR/ABL. Badania in vitro z wykorzystaniem komórek pacjentów z CML wy-

kazujących ekspresję BCR/ABL wykazały, że imatynib prowadzi do zahamowania ich 

proliferacji oraz indukcji apoptozy. Ponadto nie zaobserwowano negatywnego wpływu 

cząsteczki na komórki prawidłowe czy komórki wykazujące ekspresję innych, za wy-

jątkiem PDGFR, receptorów o aktywności kinazy tyrozynowej [15, 43, 50]. Dlatego 

też, imatynib wykorzystano w badaniu pierwszej fazy w grupie 83 pacjentów z CML, u 

których zawiodła lub nie mogła być wdrożona terapia interferonem α. Wyniki badania 

wykazały, że 98% pacjentów otrzymujących przynajmniej 300 mg imatynibu dziennie, 

uzyskało całkowitą odpowiedź hematologiczną. Ponadto, nie zaobserwowano poważ-

nych efektów ubocznych. U części pacjentów występowały w stopniu łagodnym lub 

średnim nudności, bóle mięśniowe, obrzęki i biegunki [42]. Obecnie imatynib jest po-

wszechnie stosowany w leczeniu pacjentów z CML, dając zdecydowanie lepsze wyniki 

w porównaniu do wcześniej wykorzystywanych terapii [66, 69]. 
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Ryc. 5. Fig. 5. Wzór strukturalny 4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]-N-[4-metylo-3-[[4-(pirydyn-3-

ylo)pirymidyn-2-ylo]amino]fenylo]benzamidu. Chemical structure of  4-[(4-Methyl-1-

piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-3-[[4-(3-pyridinyl)-2-pyrimidinyl]amino]-phenyl]benzamide. 

 

Jak już wspomniano, znane było hamujące działanie imatynibu nie tylko wobec re-

ceptora BCR/ABL, ale również PDGFRA. Wysoka homologia receptorów PDGFRA i 

KIT wskazywała na potencjalną aktywność imatynibu względem tego ostatniego recep-

tora. W celu potwierdzenia tej hipotezy przeprowadzono badania z wykorzystaniem 

linii komórkowych, wywodzących się z ludzkiej białaczki szpikowej oraz mastocytozy, 

wykazujących ekspresję zmutowanych wariantów receptora KIT [63]. Okazało się, że 

inkubacja komórek z imatynibem prowadzi do zahamowania fosforylacji receptora i 

aktywności antyapoptotycznej. Ponadto wykazano, że stopień zahamowania aktywności 

receptora jest większy w przypadku komórek zmutowanych niż prawidłowych [63]. 

Obserwacje te były podstawą do próby wykorzystania imatynibu w leczeniu pacjentów 

z GIST. 

W październiku 1996 roku u pacjentki szpitala w Helsinkach zdiagnozowano guzy 

przewodu pokarmowego, które po analizie histopatologicznej i molekularnej zdefinio-

wano jako GIST z ekspresją CD117 i delecją w eksonie 11 genu KIT. Chora została 

poddana kilkukrotnym resekcjom oraz kilku cyklom chemioterapii z wykorzystaniem 

mesny, doksorubicyny, ifosfamidu, dakarbazyny oraz talidomidu z interferonem α, co 

nie zapobiegło nawrotom i progresji choroby. W związku z tym, za zgodą pacjentki, w 

marcu 2000 roku zastosowano terapię imatynibem. W wyniku wdrożonej terapii doszło 

do zahamowania rozwoju choroby, nie zaobserwowano nowych zmian, a istniejące ule-

gły zmniejszeniu lub całkowitej remisji. Efekty uboczne były nieznaczne i ograniczały 

się do zwiększenia aktywności perystaltycznej i lekkich, ustępujących obrzęków w oko-

licy kostek. W lutym 2001 pacjentka znajdowała się w klinicznie dobrej kondycji [75]. 

Późniejsze badania na linii komórkowej wywodzącej się z GIST potwierdziły hamujący 
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wpływ imatynibu na komórki wykazujące ekspresję nieprawidłowego receptora KIT. 

Badania te wykazały, że imatynib prowadzi do zahamowania fosforylacji receptora, co 

z kolei prowadzi do zmniejszenia proliferacji komórek, a nawet ich apoptozy [160]. 

Obecnie, podobnie jak w przypadku leczenia pacjentów z CML, imatynib został 

również włączony do rutynowego schematu leczenia u chorych na rozsia-

ny/nieoperacyjny GIST (ryc. 4), co znacznie wydłuża średni czas przeżycia pacjentów 

(średnio o 5 lat). Imatynib coraz częściej znajduje zastosowanie w leczeniu uzupełniają-

cym, po resekcji guza w celu zniwelowania ryzyka nawrotu lub przed zabiegiem chirur-

gicznym w celu zmniejszenia rozmiaru guza. Leczenie imatynibem wiąże się z niewiel-

kimi i zazwyczaj stosunkowo łagodnymi efektami ubocznymi [107]. 

Wdrożenie imatynibu stanowi przełom w leczeniu GIST. Niemniej jednak pierwsze 

dłuższe obserwacje pacjentów poddanych terapii wykazały, że tylko około 5% chorych 

uzyskuje całkowitą odpowiedź na leczenie. U większości, około 50-60% pacjentów, 

obserwuje się częściową odpowiedź na leczenie, u kilkunastu do 30% pacjentów stabili-

zację choroby, a u kolejnych 10% występuje progresja choroby. Odpowiedź na leczenie 

jest uzależniona od wielu różnych czynników, w tym od uwarunkowań genetycznych. 

Na przykład, znacznie wyższy odsetek chorych, którzy uzyskali częściową odpowiedź 

na leczenie, obserwuje się u pacjentów z guzami, w których wykryto mutację w eksonie 

11 genu KIT niż z mutacją w eksonie 9 [10, 35]. 

 

3.3.2. Mechanizm działania 

 

Zarówno w przypadku CML, jak i GIST przyczyną rozwoju nowotworu jest mutacja 

powodująca konstytutywną, niezależną od liganda aktywację receptora. Mutacje akty-

wujące tych receptorów prowadzą do konstytutywnej ekspozycji substratów na działa-

nie fosfotransferazy, co prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komórek. Mecha-

nizm działania imatynibu na nieprawidłowe receptory KIT i PDGFRA (ryc. 6) polega 

na jego kompetycyjnym wobec ATP wiązaniu do domeny TK1 kinazy tyrozynowej, co 

uniemożliwia fosforylację substratu i w efekcie hamuje ścieżkę sygnałową, mimo obec-

ności aktywnego receptora [42, 136]. 



 

36 

 

 
Ryc. 6. Fig. 6. A – ATP przyłącza się do miejsca wiązania domeny TK1, umożliwiając fosforylację sub-

stratu i aktywację ścieżki sygnałowej. ATP binds to its binding site in the TK1 domain of the enzyme, 

activating the substrate and thus signaling pathway. B – imatynib blokuje miejsce wiązania ATP, unie-

możliwiając fosforylację substratu i aktywację ścieżki sygnałowej. Imatinib blocks ATP binding site, 

what inhibits substrate phosphorylation and thus signaling pathway. Zmodyfikowano na podstawie; mo-

dified on the basis of [136]. 

 

 

3.3.3. Profil farmakokinetyczny 

 

Zarówno w przypadku pacjentów z CML jak i z GIST profil farmakokinetyczny 

imatynibu jest bardzo podobny [40, 125]. Badanie z wykorzystaniem linii komórkowej 

z mutacją w genie KIT pochodzącej od pacjenta z GIST wykazało całkowite zahamo-

wanie fosforylacji tyrozyny receptora, po osiągnięciu stężenia imatynibu równego około 

1µM [160]. Analogiczny wynik uzyskano w podobnym badaniu przeprowadzonym na 

komórkach pochodzących od chorego z CML [43]. Uzyskanie i utrzymanie takiego stę-

żenia na stałym poziomie w osoczu krwi jest możliwe po doustnym podaniu przynajm-

niej 350 mg imatynibu dziennie [125]. Badania nad korelacją wielkości dawki począt-

kowej ze skutecznością leczenia, przeprowadzone w dużych grupach chorych nie wyka-

zały związku zastosowania wyższej dawki (600-800 mg) z lepszym efektem terapeu-

tycznym, przy jednoczesnym wzroście toksyczności [10, 11]. Z tego powodu przyjętym 

standardem u chorych z GIST, jest doustne przyjmowanie 400 mg metanosulfonianu 

imatynibu raz na dobę (ryc. 4), w formie tabletki [139]. W takiej dawce i postaci regu-

larnie przyjmowany lek osiąga maksymalne stężenie w osoczu średnio po około trzech 
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godzinach od podania. Jego czas półtrwania wynosi około 19 godzin, a dostępność bio-

logiczna sięga około 98% [124, 125]. Gdy dochodzi do progresji choroby zwiększa się 

dawkę dobową do 800 mg, a w przypadku wystąpienia silnej toksyczności do 600 mg 

[139]. W leczeniu farmakologicznym GIST istotną rolę odgrywają badania molekularne 

pozwalające na identyfikację obecności i rodzaju mutacji w genie KIT i PDGFRA. Wy-

kazano, zależność pomiędzy dawką imatynibu, a odpowiedzią na leczenie w grupie pa-

cjentów z mutacją w eksonie 9 genu KIT. U chorych z guzami z tą mutacją otrzymują-

cych 800 mg zaobserwowano istotnie dłuższy czas przeżycia wolnego od progresji w 

porównaniu do grupy pacjentów, którzy otrzymywali 400 mg [34, 139].  

 

3.3.4. Metabolizm i wydalanie 

 

W stężeniach klinicznie istotnych 95% imatynibu wiąże się z białkami osocza, 

głównie z albuminą i α1-kwaśną glikoproteiną (AGP). Wykazano, że interakcja imaty-

nibu z AGP może mieć znaczenie w terapii pacjentów z CML. Metabolizm imatynibu 

odbywa się w wątrobie przy udziale izoenzymów cytochromu P450, głównie CYP3A4. 

Szereg ksenobiotyków, w tym także leków, aktywuje (np. deksametazon, fenytoina, 

barbituraty) lub hamuje (np. simwastatyna, cyklosporyna) funkcję tych enzymów. Jed-

noczesne podanie którejś z tych substancji i imatynibu może wpłynąć na zmianę jego 

stężenia i tempa metabolizmu. Opisano przypadek pacjenta z CML, który otrzymywał 

jednocześnie imatynib i fenytoinę. Pacjent ten, jako jedyny nie uzyskał całkowitej od-

powiedzi hematologicznej na terapię w grupie chorych otrzymujących 350 mg imatyni-

bu. Przyczyną było niskie stężenie imatynibu, którego wartość była zbliżona do tych 

obserwowanych u pacjentów otrzymujących 85 mg leku. Przerwanie leczenia fenytoiną 

i zwiększenie dawki imatynibu do 500 mg pozwoliło na uzyskanie całkowitej odpowie-

dzi hematologicznej, a stężenie imatynibu odpowiadało wartości obserwowanej u in-

nych pacjentów otrzymujących taką dawkę [42]. W metabolizm imatynibu zaangażo-

wane są również enzymy: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 oraz CYP3A5. 

Głównym metabolitem jest N-demetylowana pochodna piperazynowa (CGP 74588), 

która wykazuje aktywność zbliżoną do imatynibu, ale jej współczynnik stężenia w oso-

czu względem czasu, jest znacznie niższy i stanowi około 16% obserwowanego dla 

imatynibu. Jest on także substratem dla białek transportowych ABCB1 oraz ABCG2, 

które biorą udział w usuwaniu ksenobiotyków z komórek [16, 54]. Około 81% zaapli-
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kowanej dawki ulega wydaleniu w ciągu 7 dni, z czego 68% wraz żółcią, a 13% z mo-

czem [23, 29, 126]. 

 

3.3.5. Oporność na leczenie 

 

Wdrożenie leczenia imatynibem u chorych z GIST okazało się pierwszą i do nie-

dawna jedyną skuteczną terapią farmakologiczną przeciw tej chorobie. Choć odsetek 

całkowitych remisji jest nieznaczny, to jednak większość pacjentów przynajmniej czę-

ściowo odpowiada na leczenie. Mimo oczywistych korzyści płynących z opracowania 

tej terapii, przyniosła ona ze sobą również nowe problemy i wyzwania. Najpoważniej-

szym z nich wydaje się być kwestia oporności guzów na leczenie. U około 10% pacjen-

tów występuje progresja choroby pomimo wprowadzenia terapii. Jeśli oporność pojawia 

się w trakcie pierwszych 6 miesięcy od wdrożenia imatynibu, to określa się ją jako 

oporność pierwotną [39]. Najpowszechniejszą jej przyczyną jest mutacja D842V 

(NG_009250.1:p.Asp842Val) w eksonie 18 genu PDGFRA [35, 61]. Jest to zarazem 

najczęstsza mutacja genu PDGFRA wykrywana w GIST. Mutacja ta występuje w ekso-

nie kodującym domenę TK2 kinazy tyrozynowej o aktywności enzymatycznej. Mutacja 

ta odpowiada mutacji D816V (NG_007456.1:p.Asp816V) eksonu 17 genu KIT, która 

jest wykrywana u pacjentów z mastocytozą i odpowiada za oporność na imatynib tej 

grupy chorych. W obu genach powoduje substytucję prowadzącą do zamiany kwasu 

asparaginowego na walinę, co sugeruje duże znaczenie tego aminokwasu dla aktywno-

ści enzymatycznej receptora [61]. Obecność tej mutacji utrudnia dopasowanie cząstecz-

ki imatynibu do miejsca wiązania i tym samym obniża jego skuteczność [98]. Ma to 

duże znaczenie w praktyce klinicznej, ponieważ wykrycie tej mutacji w guzie pacjenta 

stanowi kryterium wyłączenia z refundowanej terapii uzupełniającej po resekcji guza. 

Przyczyną oporności pierwotnej rzadko są mutację genu KIT. Dotychczas opisano wy-

krycie mutacji N822K w eksonie 17 (NG_007456.1:p.Asn822Lys) czy mutacje złożone 

zlokalizowane w obrębie eksonu 11 u pojedynczych pacjentów z GIST [60, 153]. Opor-

ność na leczenie warunkują również mutacje wykrywane w eksonie 9 genu KIT. Jednak 

ta oporność pierwotna ustępuje po zwiększeniu dawki imatynibu do 800 mg. Oporność 

pierwotną obserwuje się również w WT-GIST, w przypadku których rozwój choroby 

nie wiąże się bezpośrednio z zaburzeniem funkcji receptorów KIT i PDGFRA [39, 60, 

107]. Podsumowując, jedyną powszechnie opisywaną mutacją pierwotną, wywołującą 
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oporność GIST na leczenie imatynibem, jest D842V, wykrywana w genie PDGFRA. 

Biorąc jednak pod uwagę fakt, że mutacje tego genu występują znacznie rzadziej niż 

mutacje genu KIT, zjawisko oporności pierwotnej nie jest tak problematyczne jak opor-

ność wtórna. 

Oporność wtórna występuje u pacjentów początkowo odpowiadających na leczenie, 

u których po co najmniej 6 miesiącach dochodzi do progresji choroby [39]. Przyczynę 

oporności wtórnej stanowią przede wszystkim mutacje wtórne, które pojawiają się w 

guzach większości pacjentów [39, 107]. Powstają one podczas podziałów komórek no-

wotworowych i początkowo obecne są w nielicznej ich frakcji. Jednak po rozpoczęciu 

terapii i pojawieniu się presji selekcyjnej, jaką wywiera imatynib, sprawiają, że liczba 

takich komórek wzrasta, co w efekcie prowadzi do progresji choroby, tym razem opor-

nej na lek. Zjawisko takie określa się jako selekcję klonalną [112, 145]. Mutacje wtórne 

występują w eksonach 13, 14 i 17 genu KIT, kodujących domeny enzymatyczne kinazy 

tyrozynowej. Zaburzenie tego rejonu zmniejsza powinowactwo imatynibu do miejsca 

wiązania (eksony 13 i 14) lub utrudnia do niego dostęp (ekson 17). Mutacje wtórne wy-

stępują najczęściej u pacjentów, u których stwierdzono mutację pierwotną eksonu 11 

genu KIT. Znacznie rzadziej obserwowane są u pacjentów z mutacją pierwotną eksonu 

9 genu KIT. Jeśli chodzi o gen PDGFRA, to mutacje wtórne praktycznie nie występują, 

choć znany jest przypadek mutacji V561D (NG_009250.1:p.Val561Asp; ekson 12) w 

guzie pierwotnym pacjenta, u którego po wystąpieniu progresji w trakcie terapii, 

stwierdzono nową, tym razem oporną na leczenie mutację D842V [60]. Mutacji wtór-

nych praktycznie nie obserwuje się u pacjentów, u których wcześniej wystąpiła opor-

ność pierwotna [4, 39, 60, 171].  

Problem oporności na leczenie, szczególnie w przypadku mutacji w eksonie 9 genu 

KIT, można niekiedy rozwiązać poprzez zwiększenie dziennej dawki imatynibu. Jeśli 

nie ma takiej możliwości lub nie przynosi to efektu, stosuje się lek drugiej linii, czyli 

sunitinib. Podobnie jak imatynib, jest to inhibitor receptorów KIT i PDGFRA, ale o 

większym spektrum działania. Hamuje bowiem również m.in. receptory czynnika wzro-

stu śródbłonka naczyniowego (VEGFR), wywierając tym samym efekt antyangiogene-

tyczny, co wiąże się z poważniejszymi efektami ubocznymi. Niemniej jednak wielu 

pacjentów opornych na leczenie imatynibem, po wdrożeniu sunitinibu, uzyskuje istotnie 

dłuższe czasy przeżycia [39]. Po pojawieniu się oporności na sunitinib stosuje się lek 

trzeciej linii – regorafenib. Wykazano, że wydłuża on istotnie czas przeżycia wolnego 
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od progresji, choć nie wpływa na całkowity czas przeżycia chorych. Stosuje się go w 

28-dniowych cyklach, aż do wystąpienia progresji lub zbyt nasilonej toksyczności 

[129]. Wystąpienie oporności na regorafenib, nie pozostawia obecnie pacjentom dalszej 

możliwości skutecznego leczenia farmakologicznego. Prowadzone są jednak badania 

nad inhibitorami kolejnych generacji, takich jak: sorafenib, dasatinib czy nilotinib. Ba-

dania dają nadzieję na opracowanie, w oparciu o te substancje, terapii przeciw guzom 

opornym na oba wcześniej stosowane leki [39]. 

 

Na podstawie dotychczasowych obserwacji można stwierdzić, że badania moleku-

larne GIST stanowią kluczowy element oceny rokowania i szans powodzenia terapii z 

wykorzystaniem imatynibu. W oparciu o ich wyniki, podejmowane są decyzje o kierun-

ku dalszego, zindywidualizowanego postępowania klinicznego. Ponadto znamy, dzięki 

nim, spektrum mutacji w genach KIT i PDGFRA, będących przyczyną choroby, co po-

zwala skuteczniej opracowywać terapie celowane. Najliczniejszą grupę chorych stano-

wią pacjenci, w guzach których wykrywa się mutacje w eksonie 11 genu KIT. Jest to 

zarazem grupa, która najlepiej odpowiada na leczenie imatynibem. Niestety, mimo tera-

pii, u większości pacjentów dochodzi po pewnym czasie do progresji choroby, co jest 

związane z wystąpieniem mutacji wtórnych. Okres tego czasu jest jednak bardzo różny, 

nawet pomiędzy pacjentami, u których wykryto podobne mutacje w guzach pierwot-

nych i może wynosić od kilku miesięcy do kilku lat. Różnice te może tłumaczyć wiele 

czynników. Za jeden z nich uważa się profil farmakokinetyczny imatynibu, indywidual-

ny dla każdego pacjenta. Jeśli na przykład, w trakcie trwania terapii wystąpi zwiększe-

nie tempa metabolizmu i usuwania imatynibu z ustroju, może dojść do obniżenia stęże-

nia leku wobec zaplanowanej wartości, a tym samym, do zmniejszenia ekspozycji ko-

mórek nowotworowych na jego działanie [171]. Może to być przyczyną wcześniejszego 

wystąpienia progresji choroby. Metabolizm, transport i usuwanie imatynibu z organi-

zmu, to parametry ściśle związane z wydajnością enzymów zaangażowanych w prze-

miany ksenobiotyków. Wydajność ta zależy między innymi od obecności w organizmie 

induktorów i inhibitorów enzymów metabolizujących imatynib, dlatego należy zwracać 

szczególną uwagę na inne leki i substancje czynne, jakie przyjmuje pacjent. Zależy jed-

nak ona również od indywidualnego dla każdego pacjenta profilu genetycznego.  

Białka zaangażowane w metabolizm i transport imatynibu, występują w wielu wa-

riantach polimorficznych, które mogą znacząco różnić się aktywnością lub powinowac-
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twem do substratu. Oznacza to, że profil genetyczny pacjenta może wpływać na takie 

parametry, jak poziom leku czy tempo jego usuwania, oddziałując tym samym na sku-

teczność terapii. Zatem zakres zainteresowania biologii molekularnej, w kontekście 

terapii przeciwnowotworowej, nie może ograniczać się jedynie do oceny rodzaju muta-

cji w guzie. Powinien również objąć możliwy wpływ wariantów polimorficznych en-

zymów metabolizujących imatynib na wynik terapii. Do białek zaangażowanych w 

przemiany imatynibu, należą m.in. niektóre izoenzymy cytochromu P450 (np. CYP3A4, 

A5) czy też białka transportowe ABC (ABCB1, ABCG2). 
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3.4. ENZYMY ZWIĄZANE Z METABOLIZMEM I TRANSPORTEM 

IMATYNIBU 

 

3.4.1. Wybrane polimorfizmy białek enzymatycznych metabolizujących imatynib 

 

Metabolizm ksenobiotyków, a więc również leków przeciwnowotworowych, w tym 

także imatynibu, odbywa się głównie przy udziale enzymów cytochromu P450. Stano-

wią one olbrzymią grupę hemoprotein, których przedstawiciele obecni są w każdym 

organizmie. Przypuszcza się, że przodkiem tej licznej współcześnie grupy był gen, wy-

stępujący w prostych organizmach sprzed ery eukariontów i bogatej w tlen atmosfery. 

Wraz z postępowaniem zmian klimatycznych i pojawianiem się coraz bardziej różno-

rodnych i skomplikowanych form życia, dochodziło prawdopodobnie do kolejnych du-

plikacji tego genu i przyjmowania nowych funkcji przez jego kolejne wersje. Wspólnie 

z naturalnymi mechanizmami odpowiedzialnymi za występowanie różnorodności gene-

tycznej, doprowadziło to do powstania jednej z większych, znanych dziś nadrodzin bia-

łek, które zaangażowane są w szereg kluczowych procesów życiowych. W przypadku 

ssaków występują one niemal w każdej tkance, a ich lokalizacja komórkowa dotyczy 

przede wszystkim retikulum endoplazmatycznego (frakcja mikrosomalna) i błony mito-

chrondriów. Najciekawsza z medycznego punktu widzenia jest oczywiście ludzka grupa 

przedstawicieli enzymów cytochromu P450. Znanych jest 57 kodujących je genów, po-

dzielonych na 18 rodzin. Największe i w kontekście metabolizmu leków najważniejsze, 

są rodziny CYP1, CYP2 i CYP3 [30, 115]. Kilku przedstawicieli tych rodzin jest w róż-

nym stopniu zaangażowanych w metabolizm imatynibu, są to między innymi: CYP3A4, 

CYP3A5, CYP2C9, CYP2C19 oraz CYP2D6. Jak wspomniano wyżej, geny cytochromu 

P450, w tym także te przed chwilą wymienione, charakteryzują się występowaniem w 

wielu wariantach polimorficznych. Niektóre z tych wariantów mogą powodować zmia-

ny w ekspresji, budowie lub funkcji kodowanych białek, co z kolei, może przekładać się 

na wydajność metabolizmu określonych substratów. Poniżej przedstawiono kilka wy-

branych polimorfizmów, które mogą mieć znaczenie w procesach przemian niektórych 

leków. 
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3.4.1.1. Polimorfizm CYP3A4*1B 

 

Metabolizm imatynibu odbywa się głównie w wątrobie, przy udziale enzymów z 

grupy CYP3A, a przede wszystkim izoenzymu CYP3A4 [29, 126]. Hemoproteiny z tej 

grupy odpowiadają za biotransformację około 50% wszystkich metabolizowanych far-

maceutyków [163, 172]. Sam izoenzym CYP3A4 jest prawdopodobnie najistotniej-

szym, z punktu widzenia metabolizmu leków, przedstawicielem cytochromu P450. Cha-

rakteryzuje się olbrzymim spektrum substratów, odpowiadając za metabolizm 120 le-

ków. Uważa się również, że w przynajmniej pewnym stopniu jest zaangażowany w 

przemiany około 60% wszystkich farmaceutyków będących w użyciu. Występuje w 

wątrobie, gdzie stanowi do 60% wszystkich obecnych tam przedstawicieli cytochromu 

P450, a także w jelitach [30]. Gen CYP3A4 jest zlokalizowany na chromosomie 7 i 

składa się z 13 eksonów [57]. Opisano ponad 30 dotyczących go polimorfizmów poje-

dynczego nukleotydu (SNP, single nucleotide polymorphism), czyli wariantów allelicz-

nych różniących się między sobą tylko jednym nukleotydem. Jednym z nich jest naj-

wcześniej opisany polimorfizm tego genu: CYP3A4*1B (rs2740574), który prowadzi do 

-392A>G w rejonie promotorowym [163]. Wykazano jego związek z bardziej agresyw-

nym zachowaniem raka prostaty [131]. Jest również możliwe, że polimorfizm ten po-

woduje wzrost ekspresji kodowanego enzymu, co oznaczałoby podwyższenie jego ak-

tywności [1]. To z kolei mogłoby się przełożyć na zwiększenie tempa metabolizmu sub-

stratów, a tym samym na obniżenie ich stężenia w ustroju. Taki scenariusz zdają się 

potwierdzać badania przeprowadzone u osób po przeszczepie nerki, przyjmujących ta-

krolimus, który jest metabolizowany między innymi przy udziale izoenzymu CYP3A4. 

Wykazano statystycznie istotnie niższy poziom leku u nosicieli przynajmniej jednego 

allelu CYP3A4*1B, względem homozygot WT [64]. Z drugiej jednak strony, wyniki 

badania przeprowadzonego w Australii w grupie chorych na raka piersi lub jajnika, wy-

kazały brak związku tego polimorfizmu z przebiegiem choroby. Podważono również 

jego istotne znaczenie w regulacji transkrypcji [144]. Taki stan rzeczy uniemożliwia 

uniwersalną ocenę znaczenia tego polimorfizmu i uzasadnia przeprowadzenie stosow-

nych badań w sytuacjach, w których mamy do czynienia z powszechnym stosowaniem 

substratów dla kodowanego przezeń enzymu. 
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3.4.1.2. Polimorfizm CYP3A5*3C 

 

Drugim enzymem z rodziny CYP3A, zaangażowanym w metabolizm imatynibu, jest 

CYP3A5 [37, 126]. Jest on kodowany przez identycznie nazwany gen, który podobnie 

do CYP3A4 znajduje się na chromosomie 7 [163]. Jego ekspresję stwierdza się m.in. w 

płucach, nerkach czy w przysadce [30, 83, 163, 172]. W przypadku wątroby przyjmuje 

się, że jest ona niższa od ekspresji CYP3A4 i zarazem trudna do jednoznacznego osza-

cowania z uwagi na duże różnice etniczne, związane z częstością występowania nie-

funkcjonalnego allelu CYP3A5*3C [83, 163]. Spektrum substratów dla enzymów 

CYP3A4 i A5 w znacznej mierze się pokrywa, w związku z czym, można je w pewnym 

sensie traktować jako wzajemnie uzupełniający się układ [163, 172]. Oznacza to, że 

udział obu tych enzymów w metabolizmie danego substratu nie jest zawsze jednakowy i 

zależy od indywidualnych uwarunkowań genetycznych [163]. W tym kontekście szcze-

gólnego znaczenia nabiera wspomniany, wykrywany w intronie 3, wariant polimorficz-

ny CYP3A5*3C (rs776746; 6986A>G), który powoduje alternatywne składanie i skró-

cenie produktu białkowego, w skutek pojawienia się kodonu stop, czego rezultatem jest 

absencja funkcjonalnego enzymu [83]. Szacuje się, że u Amerykanów europejskiego 

pochodzenia i Europejczyków (populacja kaukaska), częstość tego wariantu wynosi od 

60 do 90% [83, 163, 165]. Obecność prawidłowego allelu, wykrywanego u większości 

Afroamerykanów i nieznacznej części przedstawicieli populacji kaukaskiej, powoduje 

zrównanie poziomów ekspresji enzymów CYP3A4 i A5 we frakcji wątrobowej [83]. W 

takiej sytuacji udział obu enzymów w wątrobowym metabolizmie leków może być po-

dobny. Niemniej jednak, u większości przedstawicieli populacji kaukaskiej, w tym 

mieszkańców Polski, obserwuje się brak funkcjonalnego wariantu CYP3A5, co może 

mieć znaczenie kliniczne. Okazuje się, że obecność nieaktywnego wariantu koreluje ze 

zmniejszeniem dawki koniecznej do uzyskania zamierzonego stężenia leku takrolimus u 

pacjentów po przeszczepie nerki, ze wspomnianego już wyżej badania [64]. 

 

3.4.1.3. Polimorfizmy CYP2: C9*2, C19*2, C19*3 oraz D6*4 

 

Enzymy z rodziny CYP2 stanowią największą grupę ludzkich przedstawicieli cyto-

chromu P450, składając się na niemal jedną trzecią zidentyfikowanych w jego ramach 

sekwencji [30]. Niektóre izoenzymy z tej rodziny (CYP2C9 i 19 oraz CYP2D6), ogry-
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wają pewną rolę w metabolizmie imatynibu, choć ich udział w tym procesie, jest mniej-

szy niż w przypadku enzymów CYP3A4 i A5 [29, 126]. Może się to wiązać z ich nie-

wielkim, względem rodziny CYP3, udziałem we frakcji wątrobowej cytochromu P450 – 

tylko CYP2A6 osiąga w niej znaczący poziom [30]. Podrodzina CYP2C składa się z 4 

genów: CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 i CYP2C19, które mieszczą się w chromosomie 

10, i których produkty zaangażowane są w metabolizm około 20% leków [30, 163]. 

Wśród genów tych zidentyfikowano warianty polimorficzne, które mogą mieć istotny 

wpływ na procesy biotransformacji niektórych substancji czynnych.  

 

CYP2C9*2 (rs28371674) jest polimorfizmem wykrywanym, w zbudowanym z 

dziewięciu eksonów, genie CYP2C9, którego udział we frakcji wątrobowej, jest w ra-

mach podrodziny CYP2C największy [31, 44, 135]. Wariant ten dotyczy eksonu 3, w 

którym dochodzi do tranzycji 430C>T, powodującej w kodowanym białku substytucję 

argininy cysteiną (R144C) [135]. Może to być przyczyną obniżenia powinowactwa en-

zymu do, przynajmniej części, jego substratów. Zaobserwowano na przykład, że wśród 

pacjentów przyjmujących warfarynę, ci będący nosicielami allelu CYP2C9*2, potrzebu-

ją niższej dawki leku, niż pacjenci WT [49]. Wiąże się to prawdopodobnie ze zmniej-

szeniem tempa metabolizmu warfaryny u pacjentów, którzy są nosicielami tego poli-

morfizmu [135, 147].  

CYP2C19*2 oraz *3 to warianty polimorficzne genu CYP2C19, kodującego enzym 

występujący w wątrobie, dwunastnicy i jelicie cienkim [79]. Jest on przede wszystkim 

odpowiedzialny za metabolizm mefenytoiny, z grupy leków przeciwpadaczkowych, a 

także diazepamu, omeprazolu, niektórych leków przeciwnowotworowych i szeregu an-

tydepresantów [30, 163]. Kliniczne znaczenie tych polimorfizmów zostało po raz 

pierwszy opisane w związku z upośledzeniem metabolizmu mefenytoiny, będącego 

wynikiem absencji funkcjonalnego enzymu [32, 33]. Wariant CYP2C19*2 (rs4244285), 

wykrywany w eksonie 5, powoduje tranzycję 681G>A, wskutek czego dochodzi do 

defektu składania i ostatecznie do powstania skróconego, nieaktywnego enzymu [33]. 

Drugi polimorfizm, CYP2C19*3 (rs4986893), prowadzi do tranzycji 636G>A w ekso-

nie 4, czego efektem jest wprowadzenie kodonu stop i tym samym brak funkcjonalnego 

produktu białkowego [32]. Obecność jednego z tych wariantów w układzie homozygo-

tycznym lub obu w układzie heterozygotycznym, jest określana, wobec aktywności en-

zymu CYP2C19, jako fenotyp słabego metabolizmu [20]. Wykazano jego związek ze 
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zwiększonym ryzykiem wystąpienia raka wątrobowo-komórkowego, u nosicieli wirusa 

HCV z marskością wątroby [20]. Ponadto, otrzymujący klopidogrel, pacjenci z choro-

bami wieńcowymi, którzy są nosicielami wariantu CYP2C19*2, wymagają istotnie 

wyższej dawki leku w porównaniu z homozygotami WT [104].  

CYP2D6*4 to polimorfizm genu CYP2D6, będącego jedynym funkcjonalnym 

przedstawicielem podrodziny CYP2D [30]. Złożony z dziewięciu eksonów gen mieści 

się na chromosomie 22, a kodowany przez niego enzym jest obecny przede wszystkim 

w wątrobie, jak również w mózgu i jelicie cienkim [59, 122]. Charakteryzuje się on 

szerokim spektrum substratów, będąc zaangażowanym w metabolizm wielu farmaceu-

tyków, w tym: β-blokerów, antydepresantów oraz leków przeciwbólowych, przeciw-

psychotycznych, przeciwarytmicznych i przeciwnowotworowych [30, 163]. W sumie 

bierze on udział w przemianach nawet 25% wszystkich leków, a wykrywane w jego 

ramach warianty genetyczne wywierają wpływ na metabolizm około 50% z nich. Czyni 

go to, najważniejszym, polimorficznym enzymem związanym z biotransformacją far-

maceutyków [72]. Istnieje ponad 60 znanych alleli tego genu, w różnym stopniu oddzia-

łujących na jego funkcję. Za jeden z istotniejszych, a w kontekście fenotypowego efektu 

słabego metabolizmu być może najistotniejszy, uważa się wariant CYP2D6*4 

(rs1800716), obecny na granicy 3 intronu i 4 eksonu, i powodujący błędne składania 

genu [55, 72]. Wskutek tego powstaje skrócone, niefunkcjonalne białko [55]. Może być 

to przyczyną spadku tempa metabolizmu wielu leków, co z kolei przekłada się na efek-

tywność terapii. W jednym z badań wykazano, że pacjenci z chorobami psychicznymi, 

leczeni substratami dla genu CYP2D6, będący nosicielami jego niefunkcjonalnych alle-

li, charakteryzowali się poważniejszymi efektami ubocznymi i dłuższym pobytem w 

szpitalu niż nosiciele prawidłowych wersji genu [22]. W przypadku chorób nowotwo-

rowych obecność tego wariantu również może mieć znaczenie. Wykazano na przykład, 

jego związek z istotnie niższym stężeniem aktywnego metabolitu tamoksifenu u przyj-

mujących ten lek pacjentek z rakiem piersi [74]. 

 

3.4.2. Wybrane polimorfizmy transporterów białkowych 

 

Przebieg metabolizmu wielu leków zależy m.in. od wydajności enzymów odpowie-

dzialnych za ten proces. W przypadku imatynibu, odbywa się on głównie w wątrobie, 

przy udziale niektórych izoenzymów mikrosomalnej frakcji cytochromu P450. Wystę-
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pują one w wielu wariantach polimorficznych, z których kilka, mogących wpływać na 

przebieg biotransformacji, opisano powyżej. Jednak nie tylko wydajność metabolizmu 

leku ma związek z efektem terapeutycznym. Może go również mieć ilość farmaceutyku, 

jaka zostanie poddana przemianom w określonym czasie (innymi słowy: ile leku trafi w 

danym okresie do komórki i jak długo w niej pozostanie). To zaś zależy od funkcji bia-

łek zaangażowanych w komórkowy „napływ” i „odpływ”, czyli transport ksenobioty-

ków. Proteiny te można podzielić na dwie grupy: ABC (ATP-binding cassette) i SLC 

(solute-carriers) [48, 58]. Ludzka rodzina transporterów ABC liczy 48 genów, których 

produkty to białka transbłonowe wykorzystujące energię ATP do aktywnego transportu 

wielu substancji chemicznych, w tym także leków, głównie z wnętrza do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej [34]. Wśród tych genów szczególną uwagą nauki cieszą się dwa 

najczęściej badane: ABCB1 oraz ABCG2. Zainteresowanie to wiąże się m.in. z ich 

aspektem farmakogenetycznym, mającym znaczenie w wielu terapiach [48]. Drugą gru-

pę stanowią transportery ze znacznie większej, ale nie tak intensywnie badanej nadro-

dziny SLC. Liczy ona 55 rodzin genów, kodujących ponad 360 białek błonowych. Dzia-

łają one najczęściej na zasadzie transportu pasywnego, pośrednicząc w przemieszczaniu 

cząstek przez błony lipidowe zgodnie z gradientem stężeń lub ko-transportu, polegają-

cego na jednoczesnym ruchu dwóch cząstek, z których jedna przemieszcza się zgodnie 

z gradientem, podczas gdy druga wbrew niemu. Substratami dla transporterów SLC są 

przede wszystkim substancje endogenne. Uważa się jednak, że niektóre ksenobiotyki 

mogą niejako „oportunistycznie” korzystać z pośrednictwa białek SLC, dostając lub 

wydostając się z komórek [58]. Podobnie jak w przypadku cytochromu P450, w ramach 

obu wyżej wymienionych rodzin genów, występuje wiele wariantów polimorficznych, 

mogących wpływać na funkcję białek, a tym samym na przebieg i skuteczność terapii 

angażujących chemiczne związki egzogenne [48]. Poniżej przedstawiono cztery wybra-

ne polimorfizmy genów kodujących transportery białkowe. 

 

3.4.2.1. Polimorfizm ABCB1 3435C>T 

 

Funkcjonalne białka z rodziny ABC zbudowane są zazwyczaj z czterech domen: 

dwóch TM oraz dwóch NBFs (nucleotide-binding folds). Zakotwiczone w błonie dome-

ny TM odpowiadają za określenie specyfikacji substratowej, natomiast obecne w cyto-

plazmie domeny NBFs, stanowią rejon wiązania ATP. Białka ABC występują w postaci 
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kompletnych transporterów (zbudowanych ze wszystkich 4 domen) lub tzw. pół-

transporterów, które uzyskują funkcjonalność po utworzeniu homo lub heterodimerów 

[34]. Do kompletnych transporterów należy ABCB1 (znany również jako glikoproteina 

P), który jest zarazem pierwszym i najlepiej poznanym przedstawicielem całej rodziny 

ABC [48, 95]. Gen ABCB1 zbudowany jest z 28 eksonów, mieszczących się na chro-

mosomie 7 [48]. Jego wcześniejsza nazwa MDR1, wynika z fenotypowego efektu MDR 

(multi-drug resistance), polegającego na zwiększonej oporności na leczenie farmakolo-

giczne, nowotworów z podwyższoną ekspresją białka ABCB1, zaangażowanego w 

usuwanie ksenobiotyków z komórki [12, 48]. Wykazano, na przykład, istnienie związku 

nadekspresji białka ABCB1 w linii komórkowej wywodzącej się z CML, z opornością 

tych komórek na działanie imatynibu [100]. Sama zatem obecność tego transportera w 

tkance nowotworowej może wpływać na skuteczność terapii. W zdrowych tkankach, 

ekspresję ABCB1 obserwuje się w określonych komórkach wątroby, jelit, nerek, nad-

nerczy i trzustki, a także w komórkach śródbłonka naczyń włosowatych, wchodzących 

w skład bariery krew-mózg [24, 154]. W ramach sekwencji kodującej ten transporter, 

opisano ponad 100 wariantów polimorficznych, spośród których jednym z najczęściej 

badanych jest ABCB1 3435C>T (rs1045642) [48]. Jego obecność w układzie homozy-

gotycznym (TT) powoduje spadek ekspresji białka, co może być efektem obniżonej sta-

bilności mRNA zawierającego ten wariant [67, 168]. Jednak związek tego polimorfizmu 

ze skutecznością farmakologicznych terapii przeciwnowotworowych nie jest jedno-

znaczny. W jednym z badań nad jego wpływem na efekt leczenia imatynibem pacjen-

tów z CML, nie wykazano istotnej korelacji jego obecności ani ze stężeniem imatynibu 

u chorych, ani też z efektem terapeutycznym [148]. Z drugiej strony wyniki innych ba-

dań wykazały, że wśród pacjentów z CML leczonych imatynibem, istnieje związek 

obecności wariantu T, z gorszą odpowiedzią na leczenie [116]. Okazało się również, że 

chorzy z CML, będący homozygotami TT, mają mniejsze szanse na uzyskanie większej 

lub całkowitej odpowiedzi molekularnej, na terapię imatynibem [36]. Mimo rozbieżno-

ści wyników badań, można powiedzieć, że polimorfizm ABCB1 3435C>T nie jest bez 

znaczenia w terapiach angażujących imatynib.  
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3.4.2.2. Polimorfizm ABCG2 421C>A 

 

Drugim przedstawicielem rodziny transporterów ABC jest ABCG2. Gen kodujący 

to białko składa się z 16 eksonów i znajduje się w chromosomie 4 [6]. Inna nazwa tego 

genu – BCRP (breast cancer resistance protein) – wynika z faktu, że został on wyizo-

lowany z opornych na mitoksantron, doksorubicynę i daunorubicynę komórek raka 

piersi, w których jego obecność była przyczyną fenotypu MDR [41]. ABCG2 jest pół-

transporterem, który podobnie jak ABCB1, bierze udział w przemieszczaniu substratów 

z wnętrza komórki poza nią. Jego ekspresja tkankowa jest zbliżona do prezentowanej 

przez ABCB1 i obejmuje: wątrobę, nerki, jelita, mózg, a także dodatkowo gruczoły 

mlekowe, w których w okresie laktacji bierze udział w transporcie witaminy B2 do 

mleka [48, 162]. W ramach sekwencji genu ABCG2, również wykryto szereg wariantów 

polimorficznych, mogących wpływać na funkcję białka. Szczególnie interesujący wyda-

je się polimorfizm 421C>A (rs2231142), powodujący zastąpienie glutaminy lizyną w 

kodonie 141 (Q141K). Komórki z ekspresją tego wariantu charakteryzują się zmniej-

szoną ekspresją białka i obniżoną lekoopornością, względem komórek WT [71]. Ponad-

to wykazano, że obecność wariantu C niekorzystnie wpływa na uzyskanie przez leczo-

nych imatynibem pacjentów z CML, większej lub całkowitej odpowiedzi molekularnej 

[76]. Z kolei inny zespół powiązał ten polimorfizm z różnicami w stężeniu imatynibu w 

osoczu chorych z CML [148]. Wcześniejsze badania natomiast, przeprowadzone w gru-

pie chorych z GIST, wskazały na brak związku tego wariantu z profilem farmakokine-

tycznym imatynibu [51]. Ostatnio jednak przebadano większa grupę pacjentów z GIST i 

wykazano istnienie wpływu polimorfizmu 421C>A, na wolny od progresji czas przeży-

cia tych chorych [82]. Zatem podobnie jak w przypadku opisanego wyżej wariantu genu 

ABCB1, tak i w tym wypadku, istnieją rozbieżności w ocenie jego klinicznego znacze-

nia. Nie ulega jednak wątpliwości, że w określonych okolicznościach może on modu-

lować działanie i tym samym skuteczność leku. 

 

3.4.2.3. Wybrane polimorfizmy genów SLC22A4 oraz SLC22A5  

 

Drugą nadrodzinę transporterów stanowią białka SLC, tworzące 55 rodzin. Mimo 

takiego ich usystematyzowania, podstawy podziału nie stanowi ich pokrewieństwo 

ewolucyjne, które uważane jest za niewystarczające (wyjątki stanowią rodziny SLC25 
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oraz SLCO), a jedynie ich spektrum substratowe [58]. W ten sposób wyodrębniono ro-

dzinę SLC22, której przedstawiciele to transportery organicznych kationów, anionów i 

jonów obojnaczych. Proteiny z tej grupy, zbudowane są z 12 domen TM i 2 dużych, 

hydrofilowych pętli: zewnątrzkomórkowej (między TM1 i TM2) oraz wewnątrzkomór-

kowej (między TM6 i TM7) [81]. Biorą udział w absorpcji i wydzielaniu lub wydalaniu 

substancji endogennych oraz ksenobiotyków, w tym także leków, w jelitach, wątrobie i 

nerkach. W ramach tej rodziny wyodrębnia się 3 grupy: transportery kationów orga-

nicznych (OCT), transportery anionów organicznych (OAT) oraz transportery kationów 

i jonów obojnaczych OCTN [80]. Do tej ostatniej grupy należą białka OCTN1 i 

OCTN2, które biorą udział w transporcie niektórych leków [80, 81]. OCTN1 jest kodo-

wany przez gen SLC22A4, który mieści się na chromosomie 5 [45]. Jego ekspresja do-

tyczy głównie mięśni szkieletowych, nerek, jelita cienkiego, płuc, serca, prostaty i łoży-

ska [150]. Wykazano, że polimorfizm w jego obrębie może mieć związek z podatnością 

na reumatoidalne zapalenie stawów [155]. Wyników tych nie potwierdzono jednak w 

podobnych badaniach przeprowadzonych w Wielkiej Brytanii [7]. Jednym z badanych 

wariantów był polimorfizm SLC22A4 1672C>T (rs1050152; L503F). Jest on przyczyną 

zaburzenia specyfikacji substratowej kodowanego białka [161]. Wyniki kilku innych 

badań wskazują na jego związek z podatnością na chorobę Leśniewskiego-Crohna [92, 

123, 128]. Stanowiło to zachętę do sprawdzenia roli tego polimorfizmu w innych scho-

rzeniach przewodu pokarmowego, między innymi w raku jelita grubego, w przypadku 

którego okazał się on nie mieć jednak znaczenia [146]. Odmienne wyniki otrzymano w 

badaniach przeprowadzonych w grupach chorych z CML i GIST leczonych imatyni-

bem. W przypadku pacjentów z CML obecność wariantu C wiązała się z lepszym ro-

kowaniem w kontekście uzyskania większej odpowiedzi molekularnej [3]. Zbliżone 

wyniki otrzymano w grupie chorych z GIST, w której również obecność wariantu C 

sprzyjała wydłużeniu czasu upływającego od rozpoczęcia terapii do progresji choroby 

[2]. Mimo, że nie ma pewności czy i w jakim stopniu OCTN1 jest zaangażowany w 

absorpcję imatynibu, to jednak powyższe wyniki sugerują związek tego białka z efek-

tem terapii wykorzystujących imatynib [3]. Drugim z przedstawicieli rodziny SLC22 

jest OCTN2, kodowany przez mieszczący się na chromosomie 5 gen SLC22A5 [45]. 

Wykazuje on silną homologię wobec OCTN1, ale jego ekspresja tkankowa jest po-

wszechniejsza, wykryto ją bowiem dodatkowo, między innymi w: trzustce, wątrobie, 

mózgu czy macicy [149]. Jeden z polimorfizmów genu SLC22A5 -2087G>C 
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(rs2631372) okazał się mieć związek z podatnością na chorobę Leśniewskiego-Crohna, 

co wynikało z obniżonej ekspresji genu SLC22A5 u homozygot CC [134]. Niekorzystny 

wpływ tego genotypu wykazano również w przypadku leczonych imatynibem pacjen-

tów z GIST, wiązał się on bowiem ze skróceniem czasu od rozpoczęcia terapii do pro-

gresji choroby [2].  

Z przytoczonych publikacji w literaturze naukowej wynika, że wszystkie opisane 

powyżej polimorfizmy mogą wpływać na przebieg niektórych chorób, także w kontek-

ście terapii angażujących imatynib. W związku z tym, zdecydowano się przebadać te 

warianty w ramach niniejszego projektu w grupie 101 pacjentów z nieoperacyjny-

mi/rozsianymi GIST, leczonych w kilku ośrodkach w Polsce.  
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4. CEL PRACY 
 

Celem niniejszej pracy było zbadanie związku wybranych wariantów polimorficz-

nych w obrębie genów cytochromu P450 i transporterów ABC i SLC z efektem leczenia 

imatynibem w grupie 101 chorych z guzami podścieliska przewodu pokarmowego. 

Analiza ta polegała na ocenie wpływu tych polimorfizmów na czas, jaki upłynął od roz-

poczęcia terapii do progresji choroby.  
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5. MARERIAŁY I METODY 

 

5.1. BADANA GRUPA 

 

Do badań molekularnych zakwalifikowano pacjentów z nieoperacyjnymi lub rozsia-

nymi GIST, którzy zostali poddani leczeniu imatynibem. Udział w badaniu był dobro-

wolny. Wszyscy zakwalifikowani pacjenci podpisali deklaracje świadomej zgody na 

udział w badaniu.  

Badania molekularne wykonano w Katedrze i Zakładzie Biologii i Genetyki Me-

dycznej Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego po wcześniejszym uzyskaniu zgody 

Niezależnej Komisji Bioetycznej do Spraw Badań Naukowych przy Gdańskim Uniwer-

sytecie Medycznym. 

Do badań zostali włączeni pacjenci z GIST, u których oznaczono obecność i rodzaj 

mutacji w guzie pierwotnym oraz którzy nie kwalifikowali się do resekcji zmian – tera-

pia farmakologiczna imatynibem. Na podstawie rodzaju mutacji genów KIT i PDGFRA 

pacjenci zostali podzieleni na odpowiednie podgrupy (tabela 6).  

 
Tabela 6. Table 6. Podział pacjentów na podstawie rodzaju mutacji w guzie pierwotnym. Patients group 

assignment in accordance to primary tumor mutation type. 

 

  Zmutowany gen / mutated gene 

WT  KIT PDGFRA 

 Ekson 9 Ekson 11 Ekson 14 Ekson 18 

Liczba pacjentów  

n (%) 

Number of patients 

11 (10,9) 71 (70,3) 1 (1) 5 (4,9) 
13 

(12,9) 

WT – brak mutacji w genie KIT lub PDGFRA; no mutation in KIT nor PDGFRA 

 

W tabeli, oprócz zgodnego z rodzajem mutacji w guzie pierwotnym podziału pa-

cjentów na podgrupy, podano częstość poszczególnych mutacji w badanej grupie. 

Zgodnie z przewidywaniami, najliczniejszą grupę stanowili pacjenci z guzami z mutacją 

w eksonie 11 genu KIT. W związku z niewystarczającą liczebnością pozostałych grup, 

analiza statystyczna została przeprowadzona jedynie w grupie pacjentów z guzami 

pierwotnymi z mutacją w eksonie 11 genu KIT. Charakterystykę tej grupy przedstawio-

no w tabeli 7. 
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Tabela 7. Table 7. Charakterystyka badanej grupy pacjentów (guz pierwotny z mutacją w eksonie 11 genu 
KIT). Characteristics of patients enrolled for further analysis (primary tumor with KIT mutation in exon 

11). 

Liczba 

chorych 

Number of 

patients 

Wiek w latach
1 

Age in years
1 

Płeć 

Sex 

Początkowa dawka imatynibu 

Starting imatinib dose 

zakres 

range 

średnia  
mean 

K M 400 mg 800 mg b.d. 

71 30 – 78 57 28 43 68 1 2 

1 – w chwili rozpoczęcia terapii; at the beginning of treatment 

K – kobiety; women 

M – mężczyźni; men 

b.d. – brak danych; no data available 

 

Badania opierały się na założeniu, że obecność określonych wariantów genetycz-

nych może wpływać na skuteczność terapii. Dlatego też, z ostatecznej analizy wyłączo-

no trzy pacjentki, u których dawka początkowa była wyższa niż 400 mg lub nieznana 

(tabela 7). Zatem ostatecznie grupa chorych włączonych do badania liczyła 68 pacjen-

tów, u których określono zarówno stopień zaawansowania choroby (M0 – jeden pacjent, 

M1 – 65 pacjentów, u dwóch pacjentów stopień zaawansowania choroby nie został 

określony) jak i lokalizację guza pierwotnego (tabela 8). 

 

Tabela 8. Table 8. Lokalizacja guza pierwotnego w badanej grupie pacjentów. Primary tumor location in 

a studied group of patients. 

 

Lokalizacja guza pierwotnego  

Primary tumor location 

Liczba przypadków (%) 

Number of cases (%) 

Żołądek (stomach) 24 (35) 

Dwunastnica (duodenum)  2 (3) 

Jelito cienkie (small intestine) 33 (49) 

Odbytnica (rectum) 7 (10) 

Przestrzeń zaotrzewnowa (reroperitoneum) 2 (3) 

 

 

5.2. MATERIAŁ I ODCZYNNIKI 

 

Materiał do badań genetycznych stanowił DNA wyizolowany z limfocytów krwi 

obwodowej pacjentów z GIST. Podczas wizyty kontrolnej pobierano od chorych po 5ml 

krwi na EDTA, a następnie przetrzymywano ją w temperaturze -80°C. Wszystkie od-

czynniki i roztwory wykorzystane do badań podano w tabelach 9 i 10. 
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Tabela 9. Table 9. Lista odczynników i zestawów wykorzystanych podczas pracy laboratoryjnej. Rea-

gents and kits used during laboratory procedures.  

Odczynnik 

Reagent  

Firma 

Company 

Zestaw 

Kit 

Clean-Up 
A&A Biotechnology 

ExTerminator  

BigDye Terminator v3.1 Applied Biosystems 

GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium 

Polimerazy 

Polymerases 

Taq 

Thermo Fisher Scientific 

DreamTaq 

Enzymy restrykcyjne 

Restriction enzymes 

AvaI, BamHI, BslI, 

MboI, MseI, MvaI, 

Sau96I, SspI 

Bufory do reakcji 

enzymatycznych  

Enzymatic reaction 

buffers  

10x Taq 

10x DreamTaq 

10x BamHI 

10x G 

10x R 

10x Tango 

DNTPs 

MgCl2 

Startery / Primers IBB PAN 

Chloroform  
Merck 

Izopropanol / Isopropyl alcohol 

EDTA 

MP Biomedicals 

Fenol / Phenol 

Glicerol / Glycerol 

Kwas borowy / Boric Acid 

Proteinaza K / Proteinase K 

SDS 

TRIS 

Etanol / Ethanol POCH 

Agaroza / Agarose Prona 

Błękit bromofenolowy / Bromophenol blue 

Sigma 

Bromek etydyny / Ethidium bromide 

KHCO3 

Ksylen cyjanu / Xylene cyanol 

NaCl 

NH4Cl 

Marker wielkości / DNA lader Thermo Fisher Scientific 

ddH2O * 

* podwójnie destylowana woda, wykorzystana w doświadczeniach, była uzyskiwana w katedral-

nym laboratorium, przy użyciu systemu filtracji wody HLP5 firmy Hydrolab Polska. Double-distilled 

water, utilized in experimentation, was obtained in our laboratory, with the use of water filtration system 

HLP5, made by Hydrolab Polska. 
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Tabela 10. Table 10. Roztwory wykorzystane w badaniach. Solutions used in the experimentation.  

Roztwór (objętość) 
Solution (volume) 

Skład 

Composition 

5x TBE (1000ml) 

TRIS – 54g 

Kwas borowy / Boric acid – 27,5g 

0,5M EDTA (pH=8) – 20ml 

ddH2O – 980ml 

5x RBC (500ml) 

NH4Cl – 20,73g 

KHCO3 – 2,3g 

0,5M EDTA (pH=8) – 10ml 

ddH2O – 500ml 

Żel agarozowy (50ml) 
Agarose gel (50ml) 

Agaroza / Agarose – 1g 

0,5x TBE – 50ml  

Bromek etydyny / Ethidium bromide – 2,5µl 
lub / or 

GelRed – 2µl 

NaCl/EDTA (1000ml) 

NaCl – 4,37g 

0,5M EDTA (pH=8) – 2ml 

ddH2O – 1000ml 

Bufor obciążający DNA (50ml) 
DNA loading buffer (50ml) 

0,25% błękit bromofenolowy / bromophenol blue 

0,25% cyjanol ksylenu / xylene cyanol 

30% glycerol / glycerol 

w / in ddH2O – 50ml 



 

57 

 

5.3. APARATURA 
 
Tabela 11. Table 11. Aparatura wykorzystana w badaniach. Laboratory equipment used in experimenta-

tion. 

 

Nazwa urządzenia  
Device name 

Firma 

Company 

3130 Genetic Analyser 

Thermo Fisher Scientific 

Termocykler GeneAmp PCR System 2700 

Thermal Cycler GeneAmp PCR system 

2700 

Termocykler 2720 

Thermal Cycler 2720 

Transilluminator GelDoc 2000 

BIO-RAD Zasilacz  

Power supply unit 

Power Pac 300 

Power Pac Basic 

Waga laboratoryjna MW-II 

Laboratory scales MW-II 
CAS 

Pipety / Pipettes 

Eppendorf 

Termomikser comfort 5355 

Thermomixer comfort 5355 

Wirówka 

Centrifuge 

5804 R 

5810 R 

Mini Spin 

System filtracji wody HLP5 

Water filtration system HLP5 
Hydrolab Polska 

Vortex IKA 

Cieplarka 70°C Heraeus Function Line 

Incubator 70°C Heraeus Function Line 

 

Thermo Scientific 

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer TK Biotech 

BioDoc-It Imaging System UVP 

Chłodziarko-zamrażarka 

Fridge-freezer 
Vestfrost 
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5.4. METODY 

 

5.4.1. Izolacja DNA 

 

W celu izolacji DNA rozmrażano krew obwodową pacjentów i niezwłocznie przy-

stępowano do opisanej poniżej procedury: 

 

A) Liza erytrocytów: 

1) krew (5ml) mieszano z 1x RBC (5ml) i wirowano przez 10min, w 4°C, przy 

4000rpm.; 

2) po zwirowaniu zlewano supernatant znad powstałego osadu. Następnie do 

probówek dodawano 5ml 1x RBC i silnie wstrząsano – aż do rozbicia osadu, 

po czym ponownie wirowano próbki (10min, 4°C, 4000rpm); 

3) punkt nr 2 powtarzano kilka razy, aż do uzyskania przejrzystego supernatan-

tu i jaśniejszego osadu. 

B) Degradacja białek: 

1) po ostatnim wirowaniu zlewano supernatant, dodawano 4ml NaCl/EDTA i 

silnie wstrząsano – aż do rozbicia osadu; 

2) następnie dodawano 500µl 10% SDS i kilkakrotnie obracano probówki, po 

czym dodawano 12µl roztworu proteinazy K (20ng/ml) i ponownie obraca-

no; 

3) tak przygotowane próbki umieszczano w cieplarce o temperaturze we-

wnętrznej 37°C i pozostawiano na około 20 godzin. 

C) Odbiałczanie: 

1) po trawieniu dodawano do probówek 3ml fenolu i umieszczano je na wytrzą-

sarce na 30min. Po tym czasie, wirowano przez 15min – 4°C, 4000rpm 4°C; 

2) po zwirowaniu fazę wodną (górną) przenoszono do nowych probówek, do-

dawano 5ml chloroformu i umieszczano na wytrząsarce, na 30min. Następ-

nie wirowano próbki – 10min, 4°C, 4000rpm; 

3) punkt nr 2 powtarzano 3-4 razy. 



 

59 

 

D) Precypitacja i oczyszczanie DNA: 

1) po ostatnim wirowaniu, przenoszono fazę wodną do nowych probówek, do-

dawano 5ml izopropanolu i umieszczano na około 20 godzin w zamrażarce o 

temperaturze -20°C; 

2) kolejnego dnia wirowano próbki przez 10min w temperaturze -4°C, 

7000rpm, po czym znad powstałego osadu (DNA) zlewano supernatant, a 

następnie dodawano 500µl 70% etanolu; 

3) punkt nr 2 powtarzano 2-3 razy, po czym probówki z osadem DNA, pozo-

stawiano pod wyciągiem do wyschnięcia (kilkanaście godzin w temperaturze 

pokojowej); 

4) po wyschnięciu osadu, dodawano do probówek 200µl ddH2O i ponownie po-

zostawiano na kilkanaście godzin, do rozpuszczenia osadu. Kolejnego dnia 

materiał był gotów do dalszych procedur.  

 

 

5.4.2. Oznaczanie stężenia DNA 

 

Przed przystąpieniem do badań genetycznych oznaczono stężenie DNA w każdej z 

próbek przy użyciu spektrofotometru NanoDrop1000. Po wykonaniu pomiarów, do roz-

tworów, których stężenia przekraczały 60ng/µl, dodano odpowiednią ilość ddH2O tak, 

by uzyskać stężenie robocze wynoszące około 50ng/µl. Materiał przechowywano w 

temperaturze 4°C. 

 

5.4.3. Amplifikacja wybranych fragmentów 

 

W celu oznaczenia wariantów genetycznych wykorzystano reakcję PCR (Polymera-

se Chain Reaction). Reakcja opiera się na zastosowaniu termostabilnej polimerazy 

DNA, która w odpowiednich warunkach buforowych, amplifikuje ograniczony starte-

rami fragment DNA. W ramach niniejszej pracy wykorzystano dwa zestawy do amplifi-

kacji. Pierwszy z wykorzystaniem polimerazy Taq, drugi – polimerazy DreamTaq. 

Składy mieszanin reakcyjnych i warunki temperaturowe dla obu rodzajów PCR, przed-

stawiono poniżej.  
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Tabela 12. Table 12. Skład mieszaniny reakcyjnej. Reaction mix used in Taq based PCR. 

Odczynnik (stężenie) / Component (concentration) Objętość / Volume [ul] 

Polimeraza Taq / Taq polymerase (5u/µl) 0,1 

Starter F / F primer (10µM) 1 

Starter R / R primer (10µM) 1 

dNTPs (5mM) 1 

MgCl2 1,5 

10x Bufor Taq / 10x Taq buffer 2,5 

ddH2O 15,9 

DNA (~50ng/µl) 2 

Objętość całkowita / Final volume 25 

F – forward; R – reverse (również w tabelach 13 i 14; also in tables 13 and 14) 

 

 

 

Tabela 13. Table 13. Skład mieszaniny w reakcji PCR opartej na polimerazie DreamTaq. Reaction mix 

used in DreamTaq based PCR. 

Odczynnik (stężenie) / Component (concentration) Objętość / Volume [ul] 

Polimeraza DreamTaq / DreamTaq polymerase (5u/µl) 0,1 

Starter F / F primer (10µM) 1 

Starter R / R primer (10µM) 1  

dNTPs (5mM) 1  

10x Bufor DreamTaq (zawierający Mg2+
)  

10x DreamTaq buffer (containing Mg
2+

) 
2,5  

ddH2O 18,4  

DNA (~50ng/µl) 1  

Objętość całkowita / Final volume 25  

 

 

Amplifikacja dziesięciu różnych fragmentów DNA zawierających badane warianty 

genetyczne wymagała zastosowania 10 par starterów i 4 zestawów warunków, które 

przedstawiono w tabelach 14-18. 

 

Tabela 14. Table 14. Warunki reakcji PCR dla polimorfizmów CYP3A4 (rs2740574), ABCG2 

(rs2231142), SCL22A4 (rs1050152) oraz SLC22A5 (rs2631372). PCR conditions for polymorphisms 

CYP3A4 (rs2740574), ABCG2 (rs2231142), SCL22A4 (rs1050152) and SLC22A5 (rs2631372). 

Etap PCR 

PCR stage 

Temperatura 

(°C) 
Temperature 

Czas 

(s) 

Time 

Denturacja wstępna / Initial denaturation 95 300 

Amplifikacja (35 cykli) 

Amplification (35 cycles) 

Denaturacja / Denaturation 95 30 

Przyłączanie starterów  
Primer annealing 

58 30 

Wydłużanie starterów 

Primer extension 
72 30 

Wydłużanie końcowe / Final extension 72 600 

Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 ∞ 
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Tabela 15. Table 15. Warunki reakcji PCR dla polimorfizmów CYP3A5 (rs776746) i CYP2D6 

(rs1800716). PCR conditions for polymorphisms CYP3A5 (rs776746) and CYP2D6 (rs1800716). 

Etap PCR 

PCR stage 

Temperatura 

(°C) 
Temperature 

Czas 

(s) 

Time 

Denturacja wstępna / Initial denaturation 95 300 

Amplifikacja (35 cykli) 

Amplification (35 cycles) 

Denaturacja / Denaturation 95 30 

Przyłączanie starterów  
Primer annealing 

57 30 

Wydłużanie starterów 

Primer extension 
72 30 

Wydłużanie końcowe / Final extension 72 600 

Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 ∞ 

 

 

 

Tabela 16. Table 16. Warunki reakcji PCR dla polimorfizmu CYP2C9 (rs28371674). PCR conditions for 

polymorphism CYP2C9 (rs28371674). 

Etap PCR 

PCR stage 

Temperatura 

(°C) 
Temperature 

Czas 

(s) 

Time 

Denturacja wstępna / Initial denaturation 95 300 

Amplifikacja (35 cykli) 

Amplification (35 cycles) 

Denaturacja / Denaturation 95 30 

Przyłączanie starterów  
Primer annealing 

61 45 

Wydłużanie starterów 

Primer extension 
72 45 

Wydłużanie końcowe / Final extension 72 600 

Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 ∞ 

 

 

 

Tabela 17. Table 17. Warunki reakcji PCR dla polimorfizmów CYP2C19 (rs4244285), CYP2C19 

(rs4986893) oraz ABCB1 (rs1045642). PCR conditions for polymorphisms CYP2C19 (rs4244285), 

CYP2C19 (rs4986893) and ABCB1 (rs1045642). 

Etap PCR 

PCR stage 

Temperatura 

(°C) 
Temperature 

Czas 

(s) 

Time 

Denturacja wstępna / Initial denaturation 95 300 

Amplifikacja (35 cykli) 

Amplification (35 cycles) 

Denaturacja / Denaturation 95 30 

Przyłączanie starterów  
Primer annealing 

58 45 

Wydłużanie starterów 

Primer extension 
72 45 

Wydłużanie końcowe / Final extension 72 600 

Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 ∞ 
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Tabela 18. Table 18. Startery zastosowane do amplifikacji badanych polimorfizmów. Primers used in the 

amplification of analysed polymorphisms. 

Badany polimorfizm 

Analysed polymorphism 

Para starterów 

Primers pair 

CYP3A4 (rs2740574) 
F: CTGGGTTTGGAAGGATGTGT 

R: TGAGGTATCATAAACAACTCAATCAA 

CYP3A5 (rs776746) 
F: GGTCCAAACAGGGAAGAAATA 

R: CATGACTTAGTAGACAGATGA 

CYP2C9 (rs28371674) 
F: CACTGGCTGAAAGAGCTAACAGAG 

R: GTGATATGGAGTAGGGTCACCCAC 

CYP2C19 (rs4244285) 
F: CAACCAGAGCTTGGCATATTG 

R: CCTGTGCTGATCTCACTGGA 

CYP2C19 (rs4986893) 
F: CCCTGTGATCCCACTTTCAT 

R: AAGACTCCAAAGTGCCTGGA 

CYP2D6 (rs1800716) 
F: CCTTCGCCAACCACTCCG 

R: AAATCCTGCTCTTCCGAGGC 

ABCB1 (rs1045642) 
F: TGTGCTGGTCCTGAAGTTGA 

R: GACAAAGGTGGAGCCTCAAG 

ABCG2 (rs2231142) 
F: ATGATGTTGTGATGGGCACT 

R: TGGAAAGCAACCATTTTTGA 

SCL22A4 (rs1050152) 
F: CCAACTTCACAAAATGATGCTC 

R: CCTTCCTAGCTATTCTTCCATGC 

SLC22A5 (rs2631372) 
F: TTTGGTCTGGACAGAGGTCA 

R: ACCTGGCCAGCAGATTTTTA 

 

 

5.4.4. Elektroforeza agarozowa 

 

Elektroforeza agarozowa jest techniką pozwalającą na obrazowanie obecności m.in. 

fragmentów DNA w badanej próbce. Polega to na umieszczeniu mieszaniny DNA z 

buforem obciążającym na dnie studzienki w uprzednio przygotowanym żelu agarozo-

wym, który zawiera barwnik fluorescencyjny. Całość zanurzona jest w roztworze do 

elektroforezy pomiędzy elektrodą ujemną a dodatnią. Do tak przygotowanego zestawu 

przykłada się prąd elektryczny, co powoduje migrację DNA w kierunku elektrody do-

datniej w tempie zależnym od wielkości fragmentów, napięcia prądu i stężenia agarozy. 

Po zakończeniu umieszcza się żel w aparacie do obrazowania, zaopatrzonym w lampę 

UV. Barwnik zawarty w żelu świeci pod wpływem promieniowania UV, szczególnie 

intensywnie w miejscach, w których obecne jest DNA. Dzięki temu przy jednoczesnym 

zastosowaniu odpowiedniego markera wielkości, można sprawdzić czy badana próbka 

zawiera określonej długości fragmenty DNA. Marker wielkości to mieszanina różnej 

długości fragmentów DNA. Pozwala to na ocenę wielkości badanego fragmentu DNA. 

W niniejszej pracy stosowano 2% żel agarozowy, który umieszczano w roztworze TBE. 
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Do studzienek nakładano 12µl mieszaniny: 7µl produktu PCR i 5µl buforu obciążające-

go. Napięcie prądu w wykonywanych pomiarach wynosiło 120 V, a natężenie 400mA. 

W zależności od długości produktów reakcji PCR elektroforeza trwała od 20 do 60 mi-

nut. Stosowanym barwnikiem fluorescencyjnym był bromek etydyny lub GelRed. Zdję-

cia i ich archiwizacja były wykonywane przy użyciu GelDoc 2000 lub BioDoc-It. Przy-

kładowe zdjęcie żelu agarozowego, zawierającego produkty reakcji PCR, przedstawio-

no poniżej (ryc.7). 

 

 

Ryc. 7. Fig. 7. Wynik elektroforezy agarozowej, zawierającej produkt reakcji PCR, dla badanego poli-

morfizmu CYP3A4. Poziomymi strzałkami oznaczono skrajne fragmenty markera wielkości. M – marker 

wielkości; numerami 1-5 oznaczono produkty PCR dla kolejnych pacjentów (każdy prążek reprezentuje 
innego; w nawiasie podano wielkość produktu); K – kontrola negatywna; pz – pary zasad. Image of aga-

rose gel containing PCR product of the studied CYP3A4 polymorphism. Horizontal arrows indicate ut-

most DNA ladder fragments. M – DNA ladder; Produkty PCR – PCR product, each stripe represents 

different patient (product size in brackets); K – negative control; pz – base pairs.       

 

5.4.5. PCR-RFLP 

 

Jedną z technik stosowanych w celu określenia genotypu badanych wariantów poli-

morficznych był PCR oparty na polimorfizmie długości fragmentów restrykcyjnych 

(PCR-RFLP: polymerase chain reaction – restriction fragment length polymorphism). 

Polega to na poddaniu produktu PCR trawieniu enzymem restrykcyjnym. Enzymy te 

rozpoznają krótkie, określone sekwencje nukleotydów i w obrębie tej sekwencji lub w 

ich bezpośrednim sąsiedztwie, przecinają obie nici DNA. Wariant genetyczny, mutacja 

lub polimorfizm, zmienia sekwencję DNA, co może skutkować pojawieniem się frag-

mentu rozpoznawanego przez restryktazę lub wręcz odwrotnie – może spowodować, że 

określone miejsce przestaje być rozpoznawane przez enzym. Odpowiednio zaprojekto-

wane startery zapewniają uzyskanie produktu PCR, który zawiera sekwencję restryk-

  100pz 

1000pz pz

                     

              M    K      Produkty PCR  
  
  
                                     (249pz) 

 

 

1     2    3     4     5
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cyjną dla wybranego enzymu. Produkt ten poddaje się następnie trawieniu restryktazą. 

W zależności od obecności badanego wariantu genetycznego produkt PCR jest trawiony 

lub nie przez enzym restrykcyjny. Uzyskane fragmenty poddawane są rozdziałowi w 

elektroforezie agarozowej, co pozwala na określenie wariantu genetycznego obecnego 

w badanej próbce. W niniejszej pracy PCR-RFLP użyto do wykrycia ośmiu polimorfi-

zmów: CYP3A5 (rs776746), CYP2C9 (rs28371674), CYP2C19 (rs4244285), CYP2C19 

(rs4986893), CYP2D6 (rs1800716), ABCB1 (rs1045642), ABCG2 (rs2231142) oraz 

SLC22A5 (rs2631372). 7µl produktu PCR wykorzystywano do potwierdzenia prawi-

dłowości reakcji w elektroforezie agarozowej. Do pozostałej objętości (18µl) dodawano 

buforu zawierającego odpowiednią restryktazę (12µl). Uzyskaną mieszaninę umiesz-

czano w termobloku,. Warunki reakcji i zastosowane odczynniki wyszczególniono w 

tabelach 19-21. 

 
Tabela 19. Table 19. Ezymy restrykcyjne użyte do określenia badanych polimorfizmów. Restriction en-

zymes used in detection of the studied polymorphisms. 

Badany polimorfizm 

Polymorphism analysed 

Enzym restrykcyjny 

Restriction enzyme 

Rozpoznawana sekwencja* 

Recognized sequence* 

CYP3A5 (rs776746) SspI 
 

CYP2C9 (rs28371674) Sau96I 
 

CYP2C19 (rs4244285) AvaI 
 

CYP2C19 (rs4986893) BamHI 
 

CYP2D6 (rs1800716) MvaI 
 

ABCB1 (rs1045642) MboI 
 

ABCG2 (rs2231142) MseI 
 

SLC22A5 (rs2631372) BslI 
 

* A, T, G, C – odpowiednio: adenina, tymina, guanina, cytozyna; N – dowolna zasada azotowa; 

R – adenina lub guanina; W – adenina lub tymina; Y – cytozyna lub tymina. Trójkątami oz-

naczono miejsca cięcia. 
* A, T, G, C – adenine, thymine, guanine, cytosine; N – any nitrogenous base; R – adenine or 

guanine; W – adenine or thymine; Y – cytosine or thymine. Triangles indicate restriction sites. 
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Tabela 20. Table 20. Skład mieszaniny reakcyjnej stosowany w trawieniu enzymatycznym. Composition 

of reaction mix used in digestion with each of restriction enzymes. 

Składnik 

Component  

Objętość 

(ul) 

Volume 

Product PCR / PCR product 18 

Enzym / Enzyme 0,5  

Bufor / Buffer 3  

ddH2O 8,5  

Objętość całkowita / Final volume 30  

 

Tabela 21. Table 21. Warunki trawienia produktów PCR. Conditions of digestion of PCR products. 

Enzym restrykcyjny 

Restriction enzyme 

Temperatura 

(°C) 
Temperature 

Czas 

(h) 

Time  

SspI 

37 
16 – 20  

 

Sau96I 

AvaI 

BamHI 

MboI 

MvaI 

BslI 55 

MseI 65 

 

Po trawieniu enzymem restrykcyjnym mieszaninę poddawano rozdziałowi elektrofore-

tycznemu. Na podstawie otrzymanych zdjęć określano warianty genetyczne w poszczegól-

nych próbkach. Techniki PCR-RFLP użyto do wykrycia następujących polimorfizmów: 

CYP3A5 (rs776746), CYP2C9 (rs28371674), CYP2C19 (rs4244285), CYP2C19 

(rs4986893), CYP2D6 (rs1800716), ABCB1 (rs1045642), ABCG2 (rs2231142) oraz 

SLC22A5 (rs2631372). Poniżej przedstawiono przykładowe zdjęcie żelu.  

 

Ryc. 8. Fig. 8. Zdjęcie żelu zawierającego produkty trawienia DNA enzymem MvaI, dla polimorfizmu 
CYP2D6 (rs1800716). M – marker wielkości; numerami 1-10 oznaczono kolejnych pacjentów. Strzałki 
wskazują na fragmenty DNA o określonej długości. Image of gel containing DNA digested with MvaI 

enzyme, for CYP2D6 (rs1800716) polymorphism. M – DNA ladder; numbers 1-10 stand for consecutive 

patients. Arrows indicate DNA fragments of specified length. 

 

354pz 
  
250pz 
  
104pz 

M    1    2     3    4     5     6    7    8     9    10                                                
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W celu potwierdzenia poprawności wyników uzyskanych techniką PCR-RFLP, kil-

ka do kilkunastu próbek dla każdego badanego polimorfizmu poddano sekwencjonowa-

niu. Na szczególną uwagę zasługiwały homozygoty, u których z powodu braku kontrol-

nego miejsca cięcia dla restryktazy, wynikiem trawienia był niezmieniony produkt re-

akcji PCR. W żadnym przebadanym obydwoma technikami przypadku, nie stwierdzono 

rozbieżności wyników. 

 

5.4.6. Sekwencjonowanie DNA 

 

Sekwencjonowanie bezpośrednie działa analogicznie do reakcji PCR, ale z pewnymi 

różnicami. Po pierwsze matrycą w reakcji nie jest genomowe DNA a produkt reakcji 

PCR zwierający badany fragment DNA. Po drugie do mieszaniny reakcyjnej dodaje się 

tylko jeden rodzaj startera (F lub R). Po trzecie oprócz zwykłych nukleotydów w reakcji 

obecne są również dideoksynukleotydy wyznakowane fluorescencyjnie. Ich wbudowa-

nie przez polimerazę do nowopowstającej nici uniemożliwia przyłączanie kolejnych 

nukleotydów, co prowadzi do zatrzymania wydłużania. Dzięki temu w reakcji powstaje 

mieszanina fragmentów DNA o różnej długości, z których każdy zakończony jest wy-

znakowanym nukleotydem. Następnie mieszaninę umieszcza się w sekwenatorze, który 

przeprowadza elektroforezę kapilarną. Począwszy od najkrótszego, fragmenty prze-

mieszczają się przez detektor, który odczytuje sygnały z wyznakowanych nukleotydów. 

W ten sposób otrzymuje się dokładną sekwencję badanego fragmentu DNA. W ramach 

niniejszej pracy wykorzystano ją do przebadania polimorfizmów CYP3A4 (rs2740574) 

oraz SCL22A4 (rs1050152). Ponadto, sekwencjonowanie wykorzystano do sprawdzenia 

poprawność części wyników otrzymanych techniką PCR-RFLP. Do sekwencjonowania 

wykorzystano produkty reakcji PCR, które oczyszczano zestawem Clean-Up zgodnie z 

protokołem producenta. Następnie przeprowadzano reakcję sekwencjonowania z zasto-

sowaniem zestawu BigDye Terminator v3.1. Produkty reakcji oczyszczano przy użyciu 

zestawu ExTerminator, w oparciu o dołączony protokół. Po denaturacji termicznej 

(3min w 95°C), próbki przetrzymywano w temperaturze -20°C, do czasu rozdziału elek-

troforetycznego. Analiza wyników sekwencjonowania wykonywana była przy użyciu 

programu Sequencher 4.10.1. Składniki i warunki reakcji sekwencyjnej zamieszczono w 

tabelach 22 i 23. Przykładowe elektroforegramy, stanowiące cyfrowy zapis wyniku se-

kwencjonowania znajdują się poniżej tabel (ryc. 9). 
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Tabela 22. Table 22. Skład mieszaniny w reakcji sekwencyjnej. Components of sequencing reaction mix. 

 

Składnik 

Component 

Objętość 

(ul) 

Volume  

BigDye 1  

Starter / Primer 2  

Bufor / Buffer 4  

ddH2O 11 

Produk PCR / PCR product 2  

Objętość całkowita / Final volume 20 

 

 

Tabela 23. Table 23. Warunki reakcji sekwencyjnej. Sequencing reaction conditions. 

Etap reakcji 

Reaction stage 

Temperatura 

(°C) 
Temperature  

Czas 

(s) 

Time 

Denturacja wstępna / Initial denaturation 96 60 

Amplifikacja (25 cykli) 

Amplification (25 cycles) 

Denaturacja / Denaturation 96 10 

Przyłączanie starterów  
Primer annealing 

50 5 

Wydłużanie starterów 

Primer extension 
60 240 

Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 ∞ 
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1) Polimorfizm CYP3A4 (rs2740574) 

 

Ryc. 9. Fig. 9. Elektroforegramy sekwencjonowania DNA dla polimorfizmu CYP3A4 (rs2740574). Nu-

merami oznaczono próbki od kolejnych pacjentów. Sygnały pochodzące od różnych nukleotydów ozna-

czono odrębnymi kolorami. Obecność danego sygnału pod symbolem literowym zasady azotowej, określa 
wariant genetyczny występujący w tym miejscu. Jedyne widoczne różnice między elektroforegramami, 
występują w oznaczonym na czarno miejscu polimorfizmu. W przypadku pacjenta nr 1 widać dwa rów-

norzędne sygnały: A oraz G, co oznacza heterozygotę. U pacjenta nr 2, obecny jest jedynie sygnał A, 

oznaczający homozygotę AA, natomiast u pacjenta nr 3, sygnał G, oznaczający homozygotę GG. W ana-

logiczny sposób określono warianty genetyczne, obecne u pozostałych pacjentów. Electropherograms of 

DNA sequnecing for polymorphism CYP3A4 (rs2740574). Numbers stand for samples of consecutive 

patients. Signals from different nucleotides are marked with different colors. Presence of a specific signal 

under the nitrogenous base letter determines genetic variant. The only difference between shown elec-

tropherograms is present under the black square marked letter meaning polymorphic site. In case 1, two 

signals are present: A and G standing for a heterozygote. I case 2, there is only one signal: A standing for 

an AA homozygote and in case 3: G signal standing for a GG homozygote. All other cases were analyzed 

in the same way. 

 

  

1 

 

 

2 

 

 

3 
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5.4.7. Analiza statystyczna 

 

W celu określenia wpływu badanych polimorfizmów na wolny od progresji czas 

przeżycia chorych, dla nosicieli danego wariantu wykreślono krzywe przeżycia Kapla-

na-Meiera. Jednocześnie sprawdzano istotność różnic pomiędzy tymi krzywymi w 

oparciu o test log-rank. Analizę zgodności uzyskanych rozkładów genotypów z równo-

wagą Hardy-Weinberga przeprowadzono w oparciu o test chi
2
.  

Obliczenia statystyczne zostały wykonane przy użyciu programu STATISTICA for 

Windows, wersja 10 (StatSoft Polska Sp. z o.o.). Za statystycznie istotną przyjęto war-

tość p<0,05. 
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6. WYNIKI 

  

6.1.1 Rozkład genotypów 

 

W badanej grupie 68 pacjentów przeprowadzono genotypowanie przy użyciu technik 

PCR-RFLP oraz sekwencjonowania DNA. U trzech chorych, ze względu na małą ilość 

DNA, nie przeprowadzono analizy wszystkich wariantów polimorficznych. Wyniki 

genotypowania przedstawiono w tabeli 24. 

 
Tabela 24. Table 24. Wyniki genotypowania w badanej grupie pacjentów. Genotyping results in the stu-

died group of patients. 

Polimorfizm 

Polymorphism 

Liczba pacjentów 

(n=) 

Number of patients 

Poszczególne genotypy (częstość 

%) 

Particular genotypes (frequency) 

CYP3A4 (rs2740574) 66 

AA – 63 (95,5) 

AG – 2 (3) 

GG – 1 (1,5) 

CYP3A5 (rs776746) 68 
GG – 62 (91,2) 

AG – 6 (8,8) 

CYP2C9 (rs28371674) 68 
CC – 53 (77,9) 

CT – 15 (22,1) 

CYP2C19 (rs4244285) 67 
GG – 48 (71,6) 

AG – 19 (28,4) 

CYP2C19 (rs4986893) 66 GG – 66 (100) 

CYP2D6 (rs1800716) 68 

GG – 45 (66,2) 

AG – 18 (26,5) 

AA – 5 (7,3) 

ABCB1 (rs1045642) 68 

TT – 21 (30,9) 

CT – 30 (44,1) 

CC – 17 (25) 

ABCG2 (rs2231142) 65 

CC – 46 (70,8) 

AC – 18 (27,7) 

AA – 1 (1,5) 

SCL22A4 (rs1050152) 66 

CC – 25 (37,9) 

CT – 33 (50) 

TT – 8 (12,1) 

SLC22A5 (rs2631372) 66 

GG – 31 (47) 

CG – 28 (42,4) 

CC – 7 (10,6) 

 

 

Za wyjątkiem polimorfizmu CYP3A4 (rs2740574), rozkłady genotypów pozostałych 

polimorfizmów były zgodne z zasadą równowagi Hardy-Weinberga.  
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6.1.2 Znacznie lokalizacji guza pierwotnego 

 

Przed przystąpieniem do analizy wpływu badanych polimorfizmów na efekt lecze-

nia, sprawdzono zależność między lokalizacją guza pierwotnego, a skutecznością tera-

pii, wyrażoną czasem upływającym od rozpoczęcia terapii do progresji choroby. Okaza-

ło się, że czas ten jest istotnie dłuższy (p=0,022; wykres w załączniku) u pacjentów z 

guzami żołądka niż u chorych z guzami jelita cienkiego lub dwunastnicy. Inne lokaliza-

cje nie były dość licznie reprezentowane, by przeprowadzić podobne porównania. 

Otrzymany wynik oznaczał jednak, że pacjentów należy podzielić na dodatkowe pod-

grupy, zależne od lokalizacji guza pierwotnego (tabela 8). Tylko grupa pacjentów z gu-

zami jelita cienkiego lub dwunastnicy (35 przypadków), okazała się wystarczająco licz-

na do przeprowadzenia wiarygodnej analizy. Omawiane dalej wyniki dotyczą zatem 

tylko tej grupy chorych.  

 

 

6.2. WYNIKI ANALIZY STATYSTYCZNEJ  

 

W celu określenia związku badanych polimorfizmów ze skutecznością leczenia ima-

tynibem chorych z GIST przeprowadzono dwa rodzaje analizy: jedno- i wieloczynni-

kową. W obu przypadkach oceniano wpływ danych polimorfizmów na czas, jaki upły-

nął od rozpoczęcia terapii do progresji choroby. Ocena ta polegała na obliczeniu i wy-

kreśleniu krzywych przeżycia Kaplana-Meiera dla nosicieli danego genotypu bądź 

układu genotypów. Następnie porównywano te krzywe przy zastosowaniu testu równo-

ści log-rank. Za istotne statystycznie przyjęto wartości p<0,05. Test log-rank pozwala 

na porównanie dwóch grup. W przypadku niektórych badanych polimorfizmów ziden-

tyfikowano trzy warianty genetyczne. W takich sytuacjach grupowano heterozygoty z 

jednym z wariantów homozygotycznych. Podziału tego dokonywano na podstawie ana-

lizy wcześniej opublikowanych doniesień naukowych. Szczegółowe wyniki badań 

przedstawiono w dwóch, znajdujących się poniżej podrozdziałach.  
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6.2.1. Wyniki analizy jednoczynnikowej   

 

W analizie jednoczynnikowej przebadano każdy polimorfizm z osobna, jako poten-

cjalny czynnik ryzyka, który może wpływać na różnice w wolnym od progresji czasie 

przeżycia pacjentów z GIST. W przypadku czterech polimorfizmów CYP3A4 

(rs2740574), CYP3A5 (rs776746), ABCG2 (rs2231142) oraz SLC22A5 (rs2631372), ze 

względu na zbyt małą liczbę poszczególnych podgrup, nie było możliwości wykreślenia 

wiarygodnych krzywych przeżycia. Natomiast genotypowanie polimorfizmu CYP2C19 

(rs4986893) wykazało obecność genotypu GG u wszystkich pacjentów. Wykresy krzy-

wych przeżycia dla pozostałych polimorfizmów znajdują się w załączniku. 

Analiza jednoczynnikowa przeprowadzona dla pięciu z dziesięciu badanych poli-

morfizmów nie wykazała wpływu któregokolwiek z nich na wolny od progresji czas 

przeżycia pacjentów z GIST poddanych terapii imatynibem. W przypadku pięciu pozo-

stałych polimorfizmów analiza nie była możliwa z uwagi na zbyt małą liczbę nosicieli 

rzadszych genotypów. Wyniki testów log-rank przedstawiono w tabeli 25. 

 

 

6.2.2. Wyniki analizy wieloczynnikowej 

 

W analizie wieloczynnikowej poddano badaniu wpływ układu genotypów na sku-

teczność terapii. Na podstawie przeglądu literatury wytypowano warianty genetyczne, 

które mogą potencjalnie obniżać efektywność leczenia imatynibem. Następnie w opar-

ciu o genotyp podzielono pacjentów na odpowiednie grupy. Z analizy wyłączono poli-

morfizmy, których na podstawie danych literaturowych nie powiązano w istotny sposób 

z profilem farmakokinetycznym imatynibu. Były to geny, których produkty są tylko w 

niewielkim stopniu zaangażowane w metabolizm leku: CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 

oraz CYP3A5. Ostatecznie analizę statystyczną przeprowadzono dla pięciu polimorfi-

zmów: genu CYP3A4 kodującego enzym odpowiedzialny za metabolizm imatynibu oraz 

genów ABCB1, ABCG2, SCL22A4 i SLC22A5, których produkty białkowe biorą udział 

w transporcie imatynibu. Genotypy, które w ramach tych polimorfizmów mogą nega-

tywnie oddziaływać na skuteczność terapii, to: CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCB1 3435 

TT, ABCG2 421 AC lub CC, SCL22A4 1672 TT i SLC22A5 -2087 CC. W oparciu o 

obecność wymienionych wariantów pacjentów podzielono na dwie grupy. W pierwszej 
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znaleźli się chorzy będący nosicielami dwóch lub mniej, potencjalnie niekorzystnych 

genotypów. Drugą grupę utworzyli pacjenci, u których wykryto co najmniej trzy takie 

genotypy. Wyniki analizy zamieszczono poniżej.  

 

 

Krzywe wolnego od progresji czasu przeżycia, w zależności od liczby potencjalnie niekorzystnych
genotypów
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Ryc. 10. Fig. 10. Wykres krzywych przeżycia w analizie wieloczynnikowej. W prawym górnym rogu 
zamieszczono wynik testu log-rank. Oznaczenia 0-2 oraz 3-4 to liczby potencjalnie niekorzystnych geno-

typów, obecnych w danej grupie (CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCB1 3435 TT, ABCG2 421 AC lub CC, 

SCL22A4 1672 TT i SLC22A5 -2087 CC). Graphic presentation of survival curves in multivariate analy-

sis. Result of the log-rank test placed in the top right corner. 0-2 or 3-4 indicate number of potentially 

unfavourable genotypes, present in the given group (CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCB1 3435 TT, 

ABCG2 421 AC lub CC, SCL22A4 1672 TT i SLC22A5 -2087 CC).  

 

 

Wynik testu log-rank (p=0,057), porównującego krzywe przeżycia nosicieli dwóch 

lub mniej potencjalnie niekorzystnych genotypów z nosicielami co najmniej trzech ta-

kich genotypów, wskazuje na możliwy wpływ obecności przynajmniej trzech nieko-

rzystnych wariantów na skrócenie wolnego od progresji czasu przeżycia chorych z 

GIST. Wyniki przeprowadzonych analiz, zamieszczono w tabeli 25.  
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Tabela 25. Table 25. Wyniki analizy statystycznej oceniającej wpływ badanych polimorfizmów na wolny 

od progresji czas przeżycia pacjentów z GIST, leczonych imatynibem. Statistical analysis results of the 

influence of the chosen polymorphisms on progression free survival of GIST patients. 

 
Polimorfizm 

Polymorphism 

Liczba pacjentów 

(n=) 

Number of patients 

Wartość P* 

P value* 

Analiza jedno-

czynnikowa 

Univariate 

analysis 

CYP3A4 (rs2740574) 34 ** 

CYP3A5 (rs776746) 35 ** 

CYP2C9 (rs28371674) 35 0,38 

CYP2C19 (rs4244285) 35 0,87 

CYP2C19 (rs4986893) 34 ** 

CYP2D6 (rs1800716) 35 0,44 

ABCB1 (rs1045642) 35 0,98 

ABCG2 (rs2231142) 33 ** 

SCL22A4 (rs1050152) 34 0,98 

SLC22A5 (rs2631372) 34 ** 

Analiza wieloczynnikowa 

Multivariate analysis 
34 0,057 

* wynik testu log-rank; log-rank test result 

** analiza statystyczna nie została przeprowadzona w związku z niewystarczającą frekwencją 
rzadszych alleli; statistical analysis was not performed, due to insuffucient frequency of minor 

allels 
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7. DYSKUSJA 
 

GIST to najczęstsze guzy pochodzenia mezenchymalnego zlokalizowane w ścianie 

przewodu pokarmowego na całej jego długości. U podstaw rozwoju blisko 80% nowo-

tworów podścieliskowych przewodu pokarmowego leżą mutacje genu KIT [25]. Muta-

cje te powodują zmiany w budowie receptora, prowadzące do jego konstytutywnej ak-

tywacji i w efekcie do niekontrolowanej proliferacji komórek. Zdecydowaną ich więk-

szość wykrywa się w eksonie 11 genu KIT, znacznie rzadziej w eksonie 9, 13, 17 tego 

genu lub w genie PDGFRA [107]. Podstawową metodą leczenia jest resekcja zmian, 

jednak w przypadku nieoperacyjnych/rozsianych GIST stosuje się terapię z wykorzy-

staniem imatynibu [18]. Jest to selektywny inhibitor kinaz tyrozynowych, do których 

należą receptory KIT i PDGFRA. Jego działanie opiera się na kompetycyjnym wzglę-

dem ATP wiązaniu do części enzymatycznej receptora, co uniemożliwia fosforylację 

substratu i w efekcie hamuje ścieżkę sygnałową, prowadzącą do proliferacji [136]. 

Większość poddanych terapii pacjentów prezentuje przynajmniej częściową odpowiedź 

na leczenie lub pozostaje w stadium choroby ustabilizowanej [11]. Niestety u większo-

ści chorych dochodzi po pewnym czasie do progresji choroby, wynikającej z pojawienia 

się mutacji wtórnych. 

Uważa się, że jednym z mechanizmów odpowiedzialnych za powstawanie guzów 

wtórnie opornych na leczenie, jest zmiana w profilu farmakokinetycznym imatynibu, 

wiążąca się na przykład ze zwiększeniem tempa usuwania leku z ustroju [171]. Innymi 

słowy, długotrwała ekspozycja komórek nowotworowych na działanie imatynibu o stę-

żeniu niższym niż wynikałoby z wielkości przypisanej dawki, może przyczyniać się do 

szybszego wystąpienia progresji. Okazuje się, że okres czasu upływającego od rozpo-

częcia terapii do progresji choroby może się bardzo różnić, nawet pomiędzy pacjentami, 

u których wykryto podobne mutacje w guzach pierwotnych. Jednym z czynników mo-

gących przyczyniać się do istnienia tego zjawiska są właśnie różnice w profilu farma-

kokinetycznym imatynibu, wynikające z indywidualnej dla każdego pacjenta aktywno-

ści metabolicznej enzymów, które biorą udział w biotransformacji leku. Metabolizm 

imatynibu odbywa się głównie w wątrobie, przy udziale izoenzymów cytochromu P450, 

a przede wszystkim CYP3A4. W mniejszym stopniu zaangażowane są w ten proces 

także enzymy CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 oraz CYP3A5. Imatynib może być także 

substratem dla transporterów z rodzin ABC (ABCB1, ABCG2) i SLC (OCTN1, 
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OCTN2), które są białkami transbłonowymi, odpowiedzialnymi między innymi za 

transport ksenobiotyków. W ramach genów kodujących wszystkie wymienione białka 

zidentyfikowano szereg wariantów polimorficznych, mogących wpływać na ich aktyw-

ność. Oznacza to, że aktywność ta może być różna u pacjentów będących nosicielami 

różnych wariantów. To z kolei może być przyczyną innego tempa metabolizmu imaty-

nibu u nosicieli danego polimorfizmu, a tym samym powodować, np. zmniejszenie sta-

łego poziomu leku u chorego, mimo otrzymywania standardowej dawki. W jednym z 

badań zaobserwowano, że indukcja tempa metabolizmu imatynibu fenytoiną spowodo-

wała drastyczny spadek stężenia leku u chorego, co było przyczyną niepowodzenia te-

rapii [42]. Jest zatem możliwe, że również uwarunkowania genetyczne mogą przełożyć 

się na skuteczność leczenia. Dlatego celem niniejszej pracy było określenie wpływu 

wybranych polimorfizmów genów, których produkty zaangażowane są w metabolizm 

imatynibu, na efekt leczenia chorych z GIST. Skuteczność terapii wyrażona była cza-

sem, jaki upłynął od rozpoczęcia terapii do progresji choroby. 

Chorych włączonych do badania, podzielono na podgrupy w zależności od rodzaju 

mutacji w guzie pierwotnym, z uwagi na związek tych zmian genetycznych z odpowie-

dzią na leczenie. Tylko grupa pacjentów z guzami, w których wykryto mutację eksonu 

11 genu KIT, okazała się na tyle liczna (68 osób), aby móc uwzględnić ją w analizie 

statystycznej. Od chorych pobrano po 5ml krwi obwodowej w celu wyizolowania DNA 

stanowiącego materiał do badań genetycznych. Genotypowanie wariantów polimorficz-

nych przeprowadzono z wykorzystaniem techniki PCR-RFLP oraz sekwencjonowania 

bezpośredniego DNA metodą Sangera. 

W pierwszej kolejności zbadano polimorfizmy genów kodujących enzymy biorące 

udział w metabolizmie imatynibu. Jednym z nich jest CYP2C9, czyli najpowszechniej-

szy przedstawiciel rodziny CYP2C we frakcji wątrobowej. Polimorfizm CYP2C9*2 

(430C>T; rs28371674) występuje w obrębie kodonu 144 i powoduje zastąpienie argini-

ny cysteiną, co może prowadzić do obniżenia aktywności enzymu względem części 

substratów [135]. Wykazano między innymi, że w grupie osób przyjmujących klopido-

grel, homozygoty TT prezentowały istotnie niższe stężenie aktywnego metabolitu tego 

leku i wiążącą się z tym słabszą odpowiedź niż nosiciele pozostałych wariantów 

(CC+CT) [13]. W innym badaniu wykazano, że nosiciele przynajmniej jednego allelu T 

wymagają niższej dawki warfaryny w porównaniu do osób przyjmujących ten lek i bę-

dących homozygotami WT [49]. W niniejszej pracy nie stwierdzono związku tego po-
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limorfizmu z efektem leczenia imatynibem chorych z GIST (p=0,38). Częstość wykry-

tych alleli wynosiła: C-89%, T-11% i była zbliżona do wcześniej opisanych w literatu-

rze częstości charakterystycznych dla populacji kaukaskiej [13]. Rozkład genotypów 

był zgodny z równowagą Hardy-Weinberga (p=0,6). 

Następnym badanym polimorfizmem był CYP2C19*2 (681G>A; rs4244285). Jego 

obecność jest przyczyną defektu składania i tym samym powstawania skróconego, nie-

aktywnego enzymu [33]. Podobnie jak w przypadku CYP2C9*2, powoduje to obniżenie 

stężenia aktywnego metabolitu klopidogrelu i w konsekwencji słabszą odpowiedź na 

leczenie, z tą różnicą, że efekt był już widoczny u heterozygot [13]. Wyniki te potwier-

dziły się w badaniu przeprowadzonym wśród otrzymujących klopidogrel pacjentów z 

chorobami wieńcowymi. Okazało się, że nosiciele przynajmniej jednego allelu A wy-

magają istotnie wyższej dawki leku, w porównaniu z homozygotami WT [104]. Ponadto 

obecność tego wariantu wiąże się ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia zdarzeń ser-

cowo-naczyniowych podczas przyjmowania klopidogrelu [151]. Analiza statystyczna 

przeprowadzona w ramach niniejszej pracy nie wykazała związku pomiędzy poszcze-

gólnymi wariantami polimorficznymi tego genu, a efektem leczenia imatynibem w ba-

danej grupie chorych (p=0,87). Częstość wykrytych alleli wynosiła: G-86%, A-14% i 

była zgodna z wcześniej obserwowaną częstością w populacji kaukaskiej [13, 47]. Roz-

kład genotypów był zgodny z równowagą Hardy-Weinberga (p=0,39). 

Drugim wariantem polimorficznym tego genu analizowanym w niniejszym badaniu 

był CYP2C19*3 (636G>A; rs4986893). Wariant ten prowadzi do utworzenia kodonu 

stop i braku funkcjonalnego produktu białkowego [32]. Jego znaczenie kliniczne wyda-

je się być zbliżone do wariantu CYP2C19*2 i wiąże się również ze zwiększonym ryzy-

kiem wystąpienia zdarzeń sercowo-naczyniowych u pacjentów przyjmujących klopido-

grel [118, 151]. Ponadto, obecność jednego z tych wariantów w układzie homozygo-

tycznym lub obu w układzie heterozygotycznym określana jest jako fenotyp słabego 

metabolizmu i wiąże się ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia raka wątrobowo-

komórkowego u nosicieli wirusa HCV z marskością wątroby [20]. Ocena wpływu tego 

wariantu na skuteczność leczenia imatynibem w badanej grupie chorych z GIST była 

niemożliwa ze względu na fakt, że u wszystkich osób stwierdzono genotyp GG. Uzy-

skany wynik nie jest zaskoczeniem z uwagi na fakt, iż frekwencja tego wariantu w po-

pulacji kaukaskiej jest bardzo niska [56, 118]. 
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Kolejnym badanym polimorfizmem był wariant CYP2D6*4 (1846G>A; rs1800716), 

powodujący błędne składania genu, co prowadzi do powstawania skróconego, nieak-

tywnego białka [55]. Wyniki wcześniejszych badań wykazały istotnie większą frekwen-

cję tego wariantu u nieodpowiadających na leczenie kolchicyną chorych na rodzinną 

gorączkę śródziemnomorską w porównaniu do osób, które odpowiedziały na terapię 

[175]. Wariant ten wiąże się także z istotnie niższym stężeniem aktywnego metabolitu 

tamoksyfenu u przyjmujących ten lek pacjentek z rakiem piersi [74]. Mimo to okazało 

się, że nie ma on wpływu na ogólne przeżycie pacjentek [119]. W niniejszej grupie pa-

cjentów z GIST, podobnie jak w przypadku poprzednich wariantów genetycznych, nie 

wykazano wpływu wariantów CYP2D6*4 na wolny od progresji czas przeżycia 

(p=0,44). Obecność nawet jednego allelu A wiąże się z niższym poziomem aktywnego 

metabolitu tamoksyfenu [74], dlatego też w przeprowadzonej analizie porównano ho-

mozygoty WT (GG) z nosicielami pozostałych wariantów (AA+AG). By upewnić się, że 

inne kombinacje genotypów nie wpływają na efekty leczenia, przeprowadzono analizy 

porównujące: AA vs AG+GG oraz AA vs AG vs GG. Uzyskane wyniki nie wykazały 

związku pomiędzy poszczególnymi genotypami a skutecznością terapii. Częstość wy-

krytych alleli wynosiła: G-79%, A-21% i była zgodna z wynikami uzyskanymi przez 

inne zespoły badawcze [140]. Rozkład genotypów był zgodny z równowagą Hardy-

Weinberga (p=0,3). 

Przedostatnim przebadanym polimorfizmem, dotyczącym genów cytochromu P450, 

był CYP3A5*3C (6986A>G; rs776746). Powoduje on alternatywne składanie i skróce-

nie produktu białkowego w skutek pojawienia się kodonu stop, czego efektem jest brak 

funkcjonalnego enzymu [83]. Okazało się, że poszczególne warianty genetyczne mają 

wpływ na wielkość dawki koniecznej do uzyskania zamierzonego stężenia leku takroli-

mus u pacjentów po przeszczepie nerki [64]. Inne badanie przeprowadzone w grupie 

chorych z CML leczonych imatynibem wykazało, że obecność tego wariantu w układzie 

homozygotycznym (GG) jest związana z gorszą odpowiedzią na terapię [8]. Sprzeczne 

wyniki otrzymano w innym badaniu przeprowadzonym również wśród pacjentów z 

CML poddanych terapii imatynibem. W badaniu tym to pacjenci będący homozygotami 

AA charakteryzowali się gorszą odpowiedzią na leczenie [76]. W niniejszej pracy, z 

uwagi na zbyt niską frekwencję rzadszego allelu, ocena związku poszczególnych wa-

riantów genetycznych CYP3A5*3C z czasem upływającym od rozpoczęcia terapii do 

progresji choroby nie była możliwa. Frekwencja alleli wyniosła G-96%, A-4% i była 
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zgodna z wynikami uprzednio opublikowanych badań [76], a rozkład genotypów był 

zgodny z równowagą Hardy-Weinberga (p=0,93). Warto zauważyć, że allel A jest rzad-

ki w populacji kaukaskiej. W związku z czym, z uwagi na stosunkowo niską liczebność 

badanej grupy, zaobserwowano jedynie sześć heterozygot i żadnej homozygoty AA. 

Trudno zatem na podstawie przedstawionej analizy wyciągnąć jednoznaczne wnioski 

odnośnie znaczenia tego wariantu. Konieczne byłoby przeprowadzenie analogicznych 

badań w parokrotnie liczniejszej grupie chorych, w której można byłoby zidentyfikować 

przynajmniej kilka homozygot AA.  

Żaden z opisanych powyżej polimorfizmów nie okazał się być związany ze skutecz-

nością leczenia chorych z GIST z wykorzystaniem imatynibu. Można się jednak było 

tego spodziewać z uwagi na fakt, iż przedstawiciele rodziny CYP2 nie odgrywają klu-

czowej roli w metabolizmie leku, natomiast CYP3A5 występuje u niemal wszystkich 

pacjentów w nieaktywnej postaci. Zatem z punktu widzenia metabolizmu imatynibu, 

najważniejszy z badanych polimorfizmów, dotyczył genu CYP3A4, którego produkt jest 

głównym enzymem odpowiedzialnym za biotransformację leku [126]. Wykazano, że 

obecność wariantu CYP3A4*1B (-392A>G; rs2740574) może powodować wzrost ak-

tywności transkrypcyjnej genu, a tym samym ekspresji enzymu [1]. Mogłoby to przeło-

żyć się na wzrost tempa metabolizmu substratów i w konsekwencji ich szybsze usuwa-

nie z ustroju. Taki właśnie mechanizm zdaje się być przyczyną obniżonego stężenia 

leku takrolimus u nosicieli przynajmniej jednego allelu G względem homozygot AA w 

grupie osób po przeszczepie nerki [64]. Takrolimus, podobnie jak imatynib, jest meta-

bolizowany przez CYP3A4. Dlatego też u pacjentów z GIST leczonych imatynibem i 

będących nosicielami allelu G również mogłoby dojść do obniżenia stężenia leku i tym 

samym zmniejszenia skuteczności terapii. Takie badanie przeprowadzono wśród przyj-

mujących imatynib pacjentów z GIST, jednak z uwagi na zbyt niską frekwencję allelu 

G, nie można było dokonać wiarygodnej oceny znaczenia tego wariantu [127]. Niestety 

również w ramach niniejszej pracy określenie wpływu tego polimorfizmu na czas upły-

wający od rozpoczęcia terapii do progresji choroby, okazało się niemożliwe z uwagi na 

zbyt niską częstość występowania rzadszego allelu. Allel ten został jednak ujęty w ana-

lizie wieloczynnikowej, omówionej w dalszej części rozdziału. Warto też zauważyć, że 

frekwencja rzadszego allelu w populacjach kaukaskich wynosi nieco ponad 5% [164, 

167]. Tymczasem w badanej grupie frekwencja allelu G wyniosła 3%, a rozkład często-

ści genotypów był, w przeciwieństwie do pozostałych polimorfizmów, niezgodny z 
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równowagą Hardy-Weinberga. Interpretację uzyskanego wyniku utrudnia jednak zbyt 

mała liczebność badanej grupy.  

Pozostałe cztery badane polimorfizmy zlokalizowane były w obrębie genów kodują-

cych transportery ABC oraz SLC. Pierwszym z nich był ABCB1 3435C>T (rs1045642). 

Jego obecność w układzie homozygotycznym (TT) powoduje obniżoną stabilność 

mRNA, co prowadzi do spadku ekspresji białka [67, 168]. Dotychczas uzyskane wyniki 

badań dotyczące jego potencjalnego znaczenia klinicznego są jednak rozbieżne. W jed-

nym z takich badań, przeprowadzonym wśród pacjentów z CML, nie wykazano związ-

ku rs1045642 ze stężeniem imatynibu u chorych czy z efektem terapeutycznym [148]. 

Wyniki badań przeprowadzonych w innej grupie pacjentów z CML leczonych imatyni-

bem wskazały na związek obecności wariantu T z gorszą odpowiedzią na leczenie 

[116]. W kolejnym badaniu wykazano, że chorzy z CML, będący homozygotami TT, 

mają mniejsze szanse na uzyskanie większej lub całkowitej odpowiedzi na terapię ima-

tynibem [36]. Także ogólne przeżycie wśród pacjentów z CML może być związane z 

obecnością genotypu TT [76]. Mimo rozbieżnych wyników przedstawionych badań, 

można zaobserwować związek allelu T, szczególnie w układzie homozygotycznym, z 

gorszym rokowaniem u pacjentów przyjmujących imatynib. Dlatego w ramach niniej-

szej pracy porównano wolne od progresji czasy przeżycia pomiędzy homozygotami TT, 

a nosicielami pozostałych wariantów (CT+CC). W badanej grupie pacjentów z GIST 

nie wykazano jednak istotnej statystycznie różnicy (p=0,98). Dodatkowo wykonano 

analizy innych kombinacji genotypów, czyli: CC vs CT vs TT oraz CC vs CT+TT, ale 

uzyskane wyniki również nie wykazały istotnych różnic. Częstość występowania alleli 

wynosiła: T-53%, C-47% i była zgodna z wartością uzyskaną przez inne zespoły ba-

dawcze [76]. Rozkład genotypów był zgodny z równowagą Hardy-Weinberga (p=0,64). 

Kolejnym badanym polimorfizmem był ABCG2 421C>A (rs2231142), prowadzący 

do zamiany glutaminy w lizynę w kodonie 141 (Q141K). Komórki z ekspresją tego wa-

riantu charakteryzują się zmniejszonym poziomem białka i obniżoną lekoopornością w 

porównaniu do komórek WT [71]. Polimorfizm ten był przedmiotem przywołanego już 

wyżej badania, w którym wykazano, że obecność wariantu C niekorzystnie wpływa na 

uzyskanie przez leczonych imatynibem pacjentów z CML większej lub całkowitej od-

powiedzi molekularnej [76]. Niedawne badanie przeprowadzone w grupie pacjentów z 

GIST wydaje się potwierdzać te obserwacje. Badanie to wykazało, że homozygoty AA 

charakteryzują się istotnie dłuższym, wolnym od progresji czasem przeżycia niż nosi-
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ciele pozostałych wariantów [82]. Niestety w ramach prezentowanej pracy wykryto 

tylko jedną homozygotę AA. Dlatego też, jedyną możliwą do przebadania kombinacją, 

było porównanie wariantów CC vs AC+AA. Analiza nie wykazała jednak istotnej różni-

cy w wolnym od progresji czasie przeżycia pomiędzy nosicielami poszczególnych wa-

riantów. Rozkład genotypów był zgodny z równowagą Hardy-Weinberga (p=0,89), a 

frekwencja alleli wynosiła C-85%, A-15% i była zbliżona do wartości opisanych w lite-

raturze [76].  

Polimorfizm SLC22A4 (rs1050152) powoduje zastąpienie leucyny fenyloalaniną w 

kodonie 503 (L503F), co jest przyczyną zmiany powinowactwa enzymu do substratu 

[161]. Wcześniejsze badania wykazały związek obecności wariantu C ze wzrostem 

szans na uzyskanie większej odpowiedzi na poziomie molekularnym wśród pacjentów z 

CML leczonych imatynibem [3]. Zbliżone wyniki otrzymano w innej badanej grupie 

chorych z GIST, w której obecność wariantu C sprzyjała wydłużeniu czasu upływające-

go od rozpoczęcia terapii do progresji choroby [2]. Wyniki te sugerują, że genotyp TT 

może stanowić niekorzystny czynnik rokowniczy. W związku z tym, w ramach niniej-

szej pracy, porównano wolne od progresji czasy przeżycia pomiędzy homozygotami TT, 

a nosicielami pozostałych wariantów (CT+CC). W niniejszym badaniu nie potwierdzo-

no, by różnice pomiędzy czasami przeżycia w badanych grupach były istotne staty-

stycznie (p=0,98). Wykluczono też potencjalny wpływ innych układów genotypów, 

czyli: CC vs CT vs TT oraz CC vs CT+TT. Częstość występowania alleli wyniosła C-

63%, T-37% i była zbliżona do opisanych w literaturze [2]. Rozkład genotypów był 

zgodny z równowagą Hardy-Weinberga (p=0,84). 

Ostatnim badanym polimorfizmem był SLC22A5 -2087G>C (rs2631372). O warian-

cie tym wiadomo najmniej ze wszystkich badanych w niniejszej pracy. Wyniki wcze-

śniejszych badań wykazały jednak jego związek z podatnością na chorobę Leśniewskie-

go-Crohna. Okazało się, że homozygot CC było znacząco więcej w grupie chorych niż 

w kontroli, a wariant ten wiązał się z obniżeniem ekspresji genu [134]. Ponadto, wyka-

zano niekorzystny wpływ tego genotypu na czas upływający od rozpoczęcia terapii do 

progresji u pacjentów z GIST leczonych imatynibem [2]. Niestety w prezentowanej 

pracy nie było możliwości porównania CC vs CG+GG z uwagi na obecność tylko 

dwóch homozygot CC. Analiza alternatywnych kombinacji genotypów CC vs CG vs 

GG oraz GG vs CC+CG nie przyniosła istotnych statystycznie wyników. Frekwencje 
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alleli wynosiły G-68%, C-32% a rozkład genotypów był zgodny z równowagą Hardy-

Weinberga (p=0,99) [2]. 

Podsumowując, na podstawie uzyskanych wyników, można stwierdzić, że żaden z 

badanych polimorfizmów nie wpływał samodzielnie na wolny od progresji czas przeży-

cia pacjentów z GIST. Należałoby tu jednak zwrócić uwagę na kilka istotnych kwestii. 

Po pierwsze badana grupa jest stosunkowo niewielka i niejednolita klinicznie, dlatego 

też jednoznaczne wykluczenie znaczenia badanych wariantów polimorficznych byłoby 

przedwczesne. Po drugie brak związku pomiędzy polimorfizmami dotyczącymi enzy-

mów z rodziny CYP2, a skutecznością terapii był brany pod uwagę. Enzymy te są bo-

wiem tylko w nieznacznym stopniu zaangażowane w metabolizm imatynibu. Dotych-

czas nie opublikowano również wyników badań, które łączyłyby poszczególne warianty 

genów z tej grupy, z efektem leczenia pacjentów z wykorzystaniem terapii angażują-

cych imatynib. Być może ich znaczenie ujawniłoby się u chorych z niekorzystnym 

układem genotypów CYP3A4 oraz CYP3A5, a więc prawdopodobnie w sytuacjach epi-

zodycznych. Po trzecie niska frekwencja rzadszych alleli w potencjalnie istotnych ge-

nach, takich jak CYP3A4, CYP3A5, ABCG2 oraz SLC22A5 uniemożliwiła przeprowa-

dzenie wiarygodnej analizy ich znaczenia dla skuteczności terapii. Zaskakiwać może 

brak związku z efektem leczenia polimorfizmów w genach ABCB1 oraz SLC22A4. W 

przypadku genu ABCB1, potencjalnie niekorzystny efekt wariantu T nie został prawdo-

podobnie zaobserwowany ze względu na wspomnianą niską liczebność i niejednorod-

ność kliniczną badanej grupy. Podobnie może być w przypadku wariantów dotyczących 

genów SLC22A4 oraz SLC22A5. Dotychczas opublikowano jedną pracę poświęconą 

analizie wariantów tych genów w grupie pacjentów z GIST. W pracy tej autorzy prze-

badali warianty polimorficzne genów SLC22A4 oraz SLC22A5 u 54 chorych z GIST, 

wykazując ich wpływ na czas upływający od rozpoczęcia terapii do progresji choroby. 

W przebadanej grupie u 19 osób nieznana była mutacja w guzie pierwotnym, a u czte-

rech stwierdzono inną niż w eksonie 11 mutację genu KIT [2]. Tymczasem w niniejszej 

pracy analogiczną analizę przeprowadzono w grupie 34 chorych, u których w guzach 

wykryto mutację eksonu 11 genu KIT i uwzględniono znaczenie lokalizacji guza pier-

wotnego. Zatem wyniki niniejszego badania wydają się być bardziej wiarygodne. 

Z drugiej jednak strony w przypadku polimorfizmu dotyczącego genu SLC22A4, 

opublikowano wyniki wyraźnie potwierdzające niekorzystny wpływ wariantu T w ukła-

dzie homozygotycznym na efekt leczenia w grupie 188 chorych z CML. Na podstawie 
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danych literaturowych, jak i wyników badań własnych, można stwierdzić, że wpływ 

pojedynczych polimorfizmów na efekt leczenia imatynibem chorych z GIST, jeśli ist-

nieje, to nie jest tak istotny, jak innych czynników ryzyka, takich jak: rodzaj mutacji w 

guzie, indeks mitotyczny, wielkość czy lokalizacja guza. Także ogólny stan zdrowia 

pacjenta, jego sytuacja społeczno-ekonomiczna czy choćby stosowanie się do zaleceń 

lekarza mają bez wątpienia duże znaczenie dla efektów prowadzonego leczenia farma-

kologicznego. Wydaje się zatem, że chcąc jednoznacznie określić wpływ poszczegól-

nych wariantów polimorficznych na efekt leczenia, należałoby przeprowadzić taką ana-

lizę w dużej i bardzo szczegółowo scharakteryzowanej klinicznie grupie chorych. Bio-

rąc jednak pod uwagę proces rekrutacji pacjentów, jak i logistykę takiego badania, wy-

daje się to zadaniem szczególnie trudnym.  

W dalszym etapie badania przeprowadzono analizę wieloczynnikową wariantów po-

limorficznych genu CYP3A4 – kodującego główny enzym odpowiedzialny za metabo-

lizm imatynibu oraz genów ABCB1, ABCG2, SLC22A4 i SLC22A5. Wyniki wcześniej 

przeprowadzonych badań wykazały istnienie związku pomiędzy poszczególnymi wa-

riantami polimorficznymi tych czterech genów, a skutecznością terapii z wykorzysta-

niem imatynibu. Następnie, w oparciu o dane literaturowe dla każdego z polimorfi-

zmów wybrano genotypy, które mogą potencjalnie niekorzystnie wpływać na skutecz-

ność terapii. Należą do nich: CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCB1 3435 TT, ABCG2 421 

AC lub CC, SCL22A4 1672 TT i SLC22A5 -2087 CC. Na podstawie wyników genoty-

powania pacjentów podzielono na dwie grupy. W pierwszej znaleźli się chorzy, będący 

nosicielami dwóch lub mniej potencjalnie niekorzystnych genotypów. Drugą grupę 

utworzyli pacjenci, u których wykryto co najmniej trzy takie genotypy. Statystyczne 

porównanie krzywych przeżycia otrzymanych dla obu grup wykazało, że nosiciele 

przynajmniej trzech niekorzystnych genotypów, charakteryzują się krótszym czasem 

przeżycia wolnego od progresji (p=0,057). Wynik znajduje się na granicy istotności 

statystycznej. Ze względu na ten fakt, jak i stosunkowo małą liczebność badanej grupy, 

należy traktować go z ostrożnością. Bez wątpienia, powtórzenie badania na większej 

grupie pacjentów z GIST pozwoliłoby na weryfikację uzyskanego w niniejszym bada-

niu wyniku.  

Należy podkreślić, że istnieją także polimorfizmy innych genów mogące mieć 

wpływ na profil farmakokinetyczny imatynibu lub skuteczność leczenia w terapiach 

wykorzystujących ten inhibitor. Wykazano na przykład związek niektórych wariantów 
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polimorficznych genów SLC22A1 oraz SLCO1B3 z istotnymi różnicami w badanych 

parametrach klinicznych. Układ kilku polimorfizmów genu SLC22A1 wiązał się z uzy-

skaniem większej odpowiedzi molekularnej u pacjentów z CML leczonych imatynibem. 

Natomiast wariant 334GG genu SLCO1B3 wiązał się z zwiększonym tempem usuwania 

imatynibu, w analogicznej grupie chorych [3, 176]. Potwierdzenie wpływu określonych 

wariantów polimorficznych, przebadanych w ramach niniejszej pracy lub też prac in-

nych zespołów, na skuteczność terapii przy jednoczesnym ich powiązaniu z profilem 

farmakokinetycznym imatynibu, mogłoby dać podstawy do stworzenia zindywiduali-

zowanego systemu precyzyjnego dawkowania leku. Badania molekularne znanych po-

limorfizmów są stosunkowo proste i tanie, więc nie komplikowałyby postępowania dia-

gnostycznego u pacjentów z GIST, a mogłyby się przyczynić do obniżenia ogólnych 

kosztów związanych z leczeniem. Co ważne, prowadzenie takich badań mogłoby mieć 

również pozytywny wpływ na poprawę skuteczności leczenia z wykorzystaniem terapii 

celowanej u pacjentów z GIST. 
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8. WNIOSKI 
 

Na podstawie otrzymanych wyników badań, przeprowadzonych w grupie 35 pacjen-

tów z GIST leczonych imatynibem, można wyciągnąć następujące wnioski: 

 

1. Nie wykazano związku pomiędzy poszczególnymi wariantami polimorficznymi 

genów CYP2C9 (rs28371674), CYP2C19 (rs4244285), CYP2D6 (rs1800716), 

ABCB1 (rs1045642) oraz SCL22A4 (rs1050152), a wolnym od progresji cza-

sem przeżycia chorych.  

 

2. Brak lub niewystarczająca częstość występowania potencjalnie istotnych geno-

typów dla polimorfizmów CYP3A4 (rs2740574), CYP3A5 (rs776746), 

CYP2C19 (rs4986893), ABCG2 (rs2231142) oraz SLC22A5 (rs2631372) unie-

możliwiła przeprowadzenie wiarygodnej oceny ich ewentualnego wpływu na 

wolny od progresji czas przeżycia chorych z GIST.  

 

3. Analiza wieloczynnikowa, w której badano addytywny efekt potencjalnie nieko-

rzystnych genotypów: CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCB1 3435 TT, ABCG2 421 

AC lub CC, SCL22A4 1672 TT oraz SLC22A5 -2087 CC, wykazała, że współ-

występowanie przynajmniej trzech powyższych wariantów polimorficznych u 

jednego pacjenta może istotnie wpływać na skrócenie wolnego od progresji cza-

su przeżycia chorych. 
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10. ZAŁĄCZNIK 

 

Krzywe wolnego od progresji czasu przeżycia, w zależności od lokalizacji guza pierwotnego
Kompletne Ucięte

 Jelito cienkie i dwunastnica
 Żołądek

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Czas w miesiącach

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

P
ra

w
d
o
p
o
d
o
b
ie

ń
st

w
o
 p

rz
e
ży

ci
a
 w

o
ln

e
g
o
 o

d
 p

ro
g
re

sj
i

p = 0,02  

 
Ryc. 11. Fig. 11. Wykres krzywych przeżycia, w zależności od lokalizacji guza pierwotnego. W prawym 

górnym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presentation of survival curves depending on 

primary tumor location. Results of the log-rank test placed in the top right corner. 

 

 

Krzywe wolnego od progresji czasu przeżycia, w zależności od genotypu rs28371674
Kompletne Ucięte
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Ryc. 12. Fig. 12. Wykres krzywych przeżycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu 
CYP2C9 (rs28371674). W prawym górnym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presenta-

tion of survival curves in univariate analysis of the CYP2C9 (rs28371674) gene polymorphism. Results of 

the log-rank test placed in the top right corner. 
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Krzywe wolnego od progresji czasu przeżycia, w zależności od genotypu rs4244285
Kompletne Ucięte
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Ryc. 13. Fig. 13. Wykres krzywych przeżycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu 

CYP2C19 (rs4244285). W prawym górnym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presenta-

tion of survival curves in univariate analysis of the CYP2C19 (rs4244285) gene polymorphism. Results of 

the log-rank test placed in the top right corner. 

 

 

Krzywe wolnego od progresji czasu przeżycia, w zależności od genotypu rs1800716
Kompletne Ucięte
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Ryc. 14. Fig. 14. Wykres krzywych przeżycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu 
CYP2D6 (rs1800716). W prawym górnym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presenta-

tion of survival curves in univariate analysis of the CYP2D6 (rs1800716) gene polymorphism. Results of 

the log-rank test placed in the top right corner. 
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Krzy we wolnego od progresji czasu przeży cia, w zależności od genoty pu rs1045642
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Ryc. 15. Fig. 15. Wykres krzywych przeżycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu 
ABCB1 (rs1045642). W prawym górnym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presentation 

of survival curves in univariate analysis of the ABCB1 (rs1045642) gene polymorphism. Results of the 

log-rank test placed in the top right corner. 

 

 

Krzywe wolnego od progresji czasu przeżycia, w zależności od genotypu rs1050152
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Ryc. 16. Fig. 16. Wykres krzywych przeżycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu 
SLC22A4 (rs1050152). W prawym górnym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presenta-

tion of survival curves in univariate analysis of the SLC22A4 (rs1050152) gene polymorphism. Results of 

the log-rank test placed in the top right corner. 

 

 
 

 


