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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABC — biatka transportowe z rodziny A TP-binding cassette
CML — przewlekla biataczka szpikowa (chronic myeloid leukemia)
CYP — biatka enzymatyczne nalezace do cytochromu P450

dNTPs  — dezoksyrybonukleotydy (adeninowy, guaninowy, cytozynowy i tyminowy

EC — domena zewnatrzkomorkowa (extracellular domain)

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy (ethylenediamine tetraacetic acid)
GIST — guz podscieliska przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tumor)
h — godzina (hour)

HCV — wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus)

HPF — pole widzenia w duzym powiekszeniu mikroskopu (high power field)
ICC — komorki Cajala (interstitial cells of Cajal)

JM — domena podbtonowa (juxtamembrane domain)

KI — insert kinazowy (kinase insert)

KIT — blonowy receptor dla czynnika komorek macierzystych

MDR — oporno$¢ wielolekowa (multi-drug resistance)

NBFs — rejon wigzania nukleotydow (nucleotide-binding folds)

PCR — fancuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction)

PDGFRA - btonowy receptor dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu o (platelet-
derived growth factor receptor o)

RBC —roztwor do lizy erytrocytow

RFLP — polimorfizm dhlugosci fragmentow restrykcyjnych (restriction fragment
length polymorphism)

SCF — czynnik komoérek macierzystych

SDS — siarczan dodecylu sodu (sodium dodecyl sulfate)

SLC — bialka transportowe z rodziny solute-carriers

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymorphism)

TBE — bufor do elektroforezy z kwasem bornym (7RIS-Borate-EDTA)

TK1 — domena 1 kinazy tyrozynowej (tyrosine kinase domain 1)



TK2 — domena 2 kinazy tyrozynowej (tyrosine kinase domain 2)

™ — domena transbtonowa (transmembrane domain)
TRIS — 2—amino—2-hydroksymetylo—1,3—propanodiol
WT — typ dziki (wild type)



2. STRESZCZENIE

Wedhug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia, nowotwory stanowia druga
przyczyne zgondéw wywotanych przez choroby niezakazne, ust¢pujac jedynie chorobom
uktadu sercowo-naczyniowego. Najczegsciej nowotwory dotykaja drog oddechowych,
uktadu pokarmowego, watroby oraz piersi i prostaty. W walce z nimi szczegodlnie istot-
na jest profilaktyka, pozwalajaca na wczesne ich wykrycie, co znacznie zwigksza szanse
na wyleczenie. Réwnie wazne jest opracowywanie nowych oraz udoskonalanie istnieja-
cych terapii przeciwnowotworowych, w tym terapii celowanych, ktére opieraja si¢ na
wykorzystaniu substancji leczniczych oddziatywujacych bezposrednio na komoérki no-
wotworowe przy minimalizacji efektow ubocznych w zdrowych tkankach. Wymaga to
szczegotowego poznania mechanizméw molekularnych zwigzanych zaréwno z inicja-
cja, jak 1 progresja nowotworu oraz z dystrybucja w organizmie potencjalnych lekow.

Proces transformacji nowotworowej zaczyna si¢ od uszkodzenia DNA prawi-
dtowej komorki w wyniku mutacji. Zdecydowana wigkszo$¢ tych zmian jest usuwana
przez systemy naprawy DNA, jednak niektdre ulegaja utrwaleniu 1 moga prowadzi¢ do
powstania nowotworu. Dotyczy to gldéwnie mutacji w genach odpowiadajacych za proli-
feracje 1 roznicowanie komorek (protoonkogeny), hamowanie wzrostu i apoptoze komo-
rek (geny supresorowe) lub stabilno$¢ genetyczng komorek (geny mutatorowe). Jednym
z takich genow jest protoonkogen KIT, ktorego mutacje mogg prowadzi¢ do powstania
nowotworu podscieliskowego przewodu pokarmowego (GIST, gastrointestinal stromal
tumor). GISTy to najczestsze nowotwory pochodzenia mezenchymalnego, wystepujace
w uktadzie pokarmowym, gtownie w zoladku lub jelicie cienkim. Czesto$¢ ich wyste-
powania w Polsce szacuje si¢ na okoto 15 przypadkdéw/milion osob/rok. Za powstawa-
nie GIST oprocz mutacji w genie KI/T odpowiadajg zmiany genetyczne w genie
PDGFRA. Zaréwno KIT, jak i PDGFRA koduja transblonowe receptory o aktywnosci
kinazy tyrozynowej. Mutacje tych gendw prowadza do uniezaleznia aktywnosci recep-
tora od liganda koniecznego do jego aktywacji w warunkach prawidtowych. Skutkuje to
nieograniczong proliferacjg komorek i w efekcie powstaniem nowotworu. Gtowng me-
tode leczenia stanowi resekcja guza, a w przypadkach nieoperacyjnych/rozsianych sto-
suje sie terapi¢ z wykorzystaniem imatynibu. Jest to inhibitor kinazy tyrozynowej, zdol-
ny do zablokowania fosforylacji substratu i tym samym niezaleznej od liganda $§ciezki

sygnalowej. U wigkszo$ci pacjentow obserwuje si¢ przynajmniej czesciowa odpowiedz
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na leczenie, jednak nawet w grupie tych chorych dochodzi po pewnym czasie do pro-
gresji choroby. Jest to zwigzane z wystgpieniem wtornej opornosci na leczenie. Za zja-
wisko to odpowiadaja mutacje wtdrne, warunkujace opornos¢ na imatynib. Poczatkowo
mutacje te obecne sa w nielicznej frakcji komorek guza, po pojawieniu si¢ presji wywo-
tanej podaniem leku, liczba tych komoérek wzrasta, prowadzac do progresji choroby.
Mimo znajomosci tego mechanizmu, wciaz nie wiadomo dlaczego w grupach pacjen-
tow o zblizonych parametrach klinicznych, wystgpuja znaczne roéznice w czasie, jaki
uptywa od rozpoczecia terapii do progresji choroby. Jednym z czynnikow mogacych
wyjasni¢ ten fenomen sg uwarunkowania genetyczne.

Metabolizm i transport imatynibu odbywa si¢ przy udziale migdzy innymi biatek
z rodziny cytochromu P450 oraz transporteréw ABC (ATP-binding cassette) 1 SLC (so-
lute-carriers). Charakteryzuja si¢ one wysokim polimorfizmem genetycznym, majagcym
konsekwencje funkcjonalne, a co za tym idzie — niejednokrotnie takze kliniczne. Okre-
Slone warianty polimorficzne moga modyfikowa¢ efekty réznych terapii farmakolo-
gicznych poprzez wplyw na tempo metabolizmu lekéw, ich dystrybucje czy dostgpnosé
biologiczng w organizmie. Wyniki wczes$niejszych badan wykazaly zwigzek pomiedzy
okreslonymi wariantami polimorficznymi genoéw kodujacych wymienione rodziny bia-
tek, a profilem farmakokinetycznym imatynibu lub efektem jego leczenia u chorych z
przewlekla biataczka szpikowsa. Istnieje zatem przypuszczenie, ze podobny zwigzek
moze wystepowaé w przypadku chorych z GIST. Parametry farmakokinetyczne i far-
makodynamiczne imatynibu wigza si¢ ze skutecznoscia terapii, za$ ich modyfikacja lub
zaburzenie moze wynika¢ z uwarunkowan genetycznych. Oznaczaloby to koniecznos$¢
uwzglednienia indywidualnego profilu genetycznego w planowaniu terapii. Dlatego
celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu dziesieciu wybranych polimorfizméw
cytochromu P450 oraz transporterow ABC i SLC, na efekt leczenia imatynibem w gru-
pie chorych z GIST.

W badaniu wzigto udziat 101 pacjentow leczonych w Centrach Onkologicznych
w Gdansku, Kielcach i Warszawie oraz w I Katedrze Chirurgii Ogoélnej i Klinice Chi-
rurgii Ogolnej, Onkologicznej 1 Gastroenterologicznej Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie. Badania uzyskaty zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan
Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym, a udziat w nich byt dobrowol-
ny. Kryterium wiaczenia do badania stanowilo rozpoczecie terapii imatynibem w dawce

400 mg na dobe, u pacjenta z wykrytym i poddanym analizie molekularnej GIST. Z



uwagi na zwigzek rodzaju mutacji w guzie pierwotnym z wynikiem leczenia, chorych
podzielono na odpowiednie grupy. Tylko grupa pacjentow z guzami z mutacja w ekso-
nie 11 genu KIT okazata si¢ wystarczajaco liczna (71 przypadkow) do przeprowadzenia
wiarygodnej analizy statystycznej. Badania molekularne wykonano w Katedrze 1 Zakta-
dzie Biologii 1 Genetyki Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Warianty
genetyczne obecne u poszczegdlnych chorych determinowano przy uzyciu technik
PCR-RFLP oraz sekwencjonowania DNA. Analiz¢ statystyczng wykonano przy zasto-
sowaniu programu STATISTICA for Windows, wersja 10.

Niniejsze badania zaktadaty, ze kazdy rozpatrywany polimorfizm jest potencjal-
nym czynnikiem ryzyka, mogacym wptywaé na r6znice w wolnym od progresji czasie
przezycia, pomiedzy pacjentami z GIST. Oceniano zatem znaczenie statystyczne roznic
w czasie, jaki uptywat od rozpoczecia terapii do progresji choroby, z uwzglednieniem
obecnosci danego wariantu genetycznego. Analiza przeprowadzona dla pigciu z dziesig-
ciu badanych polimorfizméw nie wykazata wplywu ktoregokolwiek z nich na wolny od
progresji czas przezycia pacjentdéw z GIST poddanych terapii imatynibem. W przypad-
ku pieciu kolejnych polimorfizmoéw analiza nie byla mozliwa z uwagi na zbyt malg
liczbe nosicieli rzadszych genotypdéw. Wobec takich wynikéw, zdecydowano si¢ na
przeprowadzenie analizy mozliwego addytywnego wplywu obecnosci kilku potencjal-
nie niekorzystnych genotypow, na czas uptywajacy od rozpoczecia terapii do progresji
choroby. Na podstawie przegladu literatury wytypowano warianty genetyczne, ktore
moga potencjalnie obniza¢ efektywno$¢ leczenia imatynibem. Z analizy wylaczono po-
limorfizmy, ktorych na podstawie danych literaturowych nie powigzano w istotny spo-
sob z profilem farmakokinetycznym imatynibu lub skutecznos$cig terapii. Ostatecznie
analize¢ przeprowadzono dla pieciu polimorfizméw: genu CYP344 kodujacego enzym
odpowiedzialny za metabolizm imatynibu oraz genéw ABCBI, ABCG2, SCL22A44 i
SLC22A45, ktorych produkty biatkowe biorg udzial w transporcie imatynibu. W oparciu
o genotyp podzielono pacjentdw na odpowiednie grupy. W pierwszej znalezli si¢ chorzy
bedacy nosicielami dwdch lub mniej, potencjalnie niekorzystnych genotypow. Druga
grupe utworzyli pacjenci, u ktorych wykryto co najmniej trzy takie genotypy. Wynik
testu log-rank (p=0,057), porownujacego krzywe przezycia nosicieli dwoch lub mniej
potencjalnie niekorzystnych genotypdw z nosicielami co najmniej trzech takich genoty-
poéw, wskazuje na mozliwy wplyw obecnosci przynajmniej trzech niekorzystnych wa-

riantow na skrocenie wolnego od progresji czasu przezycia chorych z GIST.
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Wyniki przeprowadzonych badan wykluczyly samodzielny wplyw ktéregokol-
wiek wariantu polimorficznego na skuteczno$¢ terapii, wyrazong czasem uptywajacym
od rozpoczecia terapii do progresji choroby. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na kilka
aspektow. Po pierwsze wyniki bylyby bardziej przekonujace, gdyby oceniano wptyw
badanych polimorfizméw na poziom leku w osoczu chorych. Niestety takich pomiaréw
nie wykonywano u pacjentow poddanych terapii. Po drugie badana grupa chorych, cho¢
dos¢ liczna w poréwnaniu z wieloma podobnymi, opublikowanymi badaniami wsrod
pacjentow z GIST, to w ujeciu statystycznym byta jednak niewielka. Po trzecie w przy-
padku genow, ktérych produkty odpowiadajg za metabolizm imatynibu, trudno mowic o
jakichkolwiek rozstrzygnigciach. Produkty genéw z rodziny CYP2 nie sg znaczaco za-
angazowane w biotransformacj¢ leku, dlatego brak ich znaczenia nie jest az tak zaska-
kujacy. Mozliwe, ze ewentualne znaczenie wariantow tych genow ujawnitoby si¢ jedy-
nie w sytuacjach nadzwyczajnych, a wigc w znacznie liczniejszych grupach. Natomiast
w przypadku polimorfizméw z rodziny CYP3, ktoérej produkty odgrywaja kluczowa role
w metabolizmie imatynibu, rzadsze allele okazaly si¢ na tyle nieliczne, Ze Zadna wiary-
godna analiza nie byla mozliwa. Podobny problem dotyczyt jednego z transporteréw
(ABCG?2). Bardziej zaskakujacy jest brak znaczenia statystycznego dla przebiegu tera-
pii, polimorfizméw w obrebie pozostalych transporterow: ABCBI, SLC22A4 oraz
SLC2245. W literaturze opisano do§¢ wyrazne roznice miedzy poszczegdlnymi genoty-
pami w obrgbie tych genéw. Mozliwe jednak, ze w niniejszej pracy niska liczebno$¢
grupy okazata si¢ czynnikiem uniemozliwiajacym identyfikacje ewentualnej zaleznosci.
Uwage zwraca jednak wynik analizy addytywnego wplywu potencjalnie istotnych po-
limorfizmoéw, na czas uplywajacy od rozpoczgcia terapii do progresji choroby. Cho¢
grupa pacjentéw z potencjalnie niekorzystnym uktadem wariantow jest nieliczna (pig¢é
przypadkéw), a wynik znajduje si¢ na granicy istotnosci statystycznej (p=0,057), to
jednak pozostaje on zgodny z zalozonym przypuszczeniem, ze negatywny wplyw bada-
nych polimorfizméw na efekt leczenia moze si¢ kumulowaé. W zwigzku z niewielkg
liczebnoscig grupy nie mozna jednak wykluczy¢ przypadkowej zbiezno$ci wyniku z
zatozong teza. Wskazane wydaje si¢ zatem przebadanie pod tym katem wigkszej liczby
pacjentow. Jednoznaczne potwierdzenie wyniku otrzymanego w niniejszej pracy, sta-
nowiloby powazng przestanke do poszerzenia diagnostyki molekularnej w$rdd chorych
z GIST, leczonych z wykorzystaniem imatynibu, o analiz¢ wariantow polimorficznych

genow kodujacych produkty biatkowe 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 Gdansk, Kielce
and Warsaw and in the First Department of General Surgery and Clinic of General, On-
cological and Gastroenterological Surgery, Jagiellonian University in Krakéw. The
study was approved by the Independent Bioethics Commission for Research of the
Medical University of Gdansk. 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 Gdansk. 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: CYP344 encoding main imatinib metabolizer and
ABCBI, ABCG2, SCL2244 and SLC22A45 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 ABCBI, SLC2244 and SLC22A45 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. WSTEP

3.1. CHOROBY NOWOTWOROWE

3.1.1. Dane populacyjne

Wedtug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organiza-
tion), w 2012 roku na $wiecie zanotowano okoto 38 milionéw zgonow, ktérych przy-
czyng byly choroby niezakazne. W tej grupie najliczniejsze okazaty si¢ choroby uktadu
sercowo-naczyniowego (46,2%; 17,5 miliona), a na drugim miejscu znalazty si¢ nowo-
twory (21,7%; 8,2 miliona). W 2015 roku na $wiecie liczba nowych zachorowan na
ztosliwe nowotwory wyniosta 17,5 miliona, a w latach 2005-2015 odnotowano 33%
wzrost liczby zachorowan. W 2012 roku w Polsce choroby nowotworowe byty odpo-
wiedzialne za ponad 30% wszystkich zgonow wywotanych przez choroby niezakazne
[46, 174]. Najczestszymi 1 zarazem odpowiedzialnymi za najwigkszg liczbe zgonow
nowotworami na $wiecie sg przede wszystkim nowotwory: drog oddechowych (glownie
ptuc), jelita grubego, zotadka, watroby, piersi i prostaty [173]. Bardziej szczegdtowe
dane dotyczace czesto$ci wystgpowania poszczegodlnych nowotworéw w Europie i na

swiecie podano w tabelach 11 2.

Tabela 1. Table 1. Najczesciej wystepujace ztosliwe nowotwory u mezczyzn na §wiecie i w Europie.
Frequency of the most common cancers in men, in Europe and in the World [173].

Kolejnosé wedlug czestosci
wystepowania Lokalizacja (Swiat) Lokalizacja (Europa)
Order accordind to frequ- Location (World) Location (Europe)
ency
1 Tchawica, oskrzela, ptuca | Tchawica, oskrzela, ptuca
Trachea, bronchus, lung Trachea, bronchus, lung
5 Zotadek Zotadek
Stomach Stomach
3 Watroba Jelito grube i1 odbytnica
Liver Colon and rectum
4 Jelito grube i odbytnica Prostata
Colon and rectum Prostate
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Tabela 2. Table 2. Najczgsciej wystgpujace nowotwory u kobiet na swiecie i Europie. Frequency of the
most common cancers in women, in Europe and in the World [173].

Kolejnos¢ wedtug czestosci
wystgpowania Lokalizacja (Swiat) Lokalizacja (Europa)
Order accordind to frequ- Location (World) Location (Europe)
ency
| Piersi Piersi
Breast Breast
) Tchawica, oskrzela, ptuca Jelito grube i odbytnica
Trachea, bronchus, lung Colon and rectum
3 Zotadek Zotadek
Stomach Stomach
4 Jelito grube i odbytnica Tchawica, oskrzela, ptuca
Colon and rectum Trachea, bronchus, lung

Szacuje si¢, ze w Polsce z powodu choréb nowotworowych zmarto w 2010 roku po-
nad 92.000 oso6b i zgltoszono ponad 140.000 nowych przypadkoéw nowotworow ztosli-
wych. Ponadto, 320.000 0sob zyto z nowotworem zdiagnozowanym w ciagu poprzedza-
jacego pieciolecia [159].

Dlatego tez, niezwykle istotna wydaje si¢ profilaktyka, majaca na celu wczesne wy-
krywanie, a przez to bardziej skuteczne zwalczanie nowotworow. Wazne jest roOwniez
opracowywanie nowych oraz udoskonalanie istniejacych terapii, sposrod ktorych szcze-
golnego znaczenia nabierajg terapie celowane. Czg$¢ z nich opiera si¢ na zastosowaniu
substancji leczniczych, ktore oddziatywuja bezposrednio na komorki nowotworowe co
minimalizuje efekty uboczne w zdrowych tkankach. To podejscie terapeutyczne wyma-
ga jednak szczegdtowego poznania mechanizméw molekularnych, zwigzanych zaréwno
z inicjacja 1 progresja nowotworu, jak i z dystrybucjg w organizmie potencjalnych le-

kow.

3.1.2. Onkogeneza

Proces transformacji nowotworowej, czyli przeksztalcenia si¢ zdrowej komorki w
nowotworowa, jest ztozony i dlugotrwaty. Jego poczatek zawsze wiaze si¢ z uszkodze-
niem DNA prawidlowej komorki. Defekt taki, czyli mutacja, nie musi jednak prowadzi¢
do powstania nowotworu. Wiekszo$¢ mutacji jest bowiem usuwana przez systemy na-
prawy DNA, a nawet jezeli do takiej naprawy nie dojdzie, nie oznacza to, ze mutacja
objawi si¢ fenotypowo. Niemniej jednak utrwalenie si¢ mutacji moze prowadzi¢ do wie-

lu powaznych nieprawidlowosci, w tym takze do powstania nowotworu, ktérego biolo-

17



gia, przebieg 1 podatnos¢ na leczenie moga by¢ bardzo rézne [91]. Nie kazda utrwalona
mutacja jest zdolna do zainicjowania procesu nowotworzenia, ktorego etapy przedsta-
wiono w tabeli 3. Potencjal kancerogenny majg tylko te mutacje, ktére nie maja charak-
teru letalnego 1 do ktorych dochodzi w obrgbie okreslonych genow. Geny te dzieli si¢ 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 CHARAKTERYSTYKA CZAS TRWANIA
STAGE CHARACTERISTIC DURATION
PREINICJACIJA | ekspozycja na kancerogeny cale zycie
PREINITIATION | exposure on carcinogens lifetime
INICJACJA nagromadzenie mutacji prowadzacych do | od kilku do kilku-
INITIATION transformacji dziesieciu lat
accumulation of mutations leading to can- | several to tens of
cer transformation years
PROMOCIJA selekcja klonalna
PROMOTION clonal selection kilka lat
nabycie zdolnosci do migracji several years
migration ability acquisition
PROGRESJA dalsza selekcja mutacji od kilku miesiecy do
PROGRESSION | further selection of mutations kilku lat
nabycie zdolno$ci do przerzutowania several months to
metastatic ability acquisition several years

Protoonkogeny zaangazowane sg w procesy proliferacji i roznicowania komorek.
Istniejg trzy mechanizmy przeksztatcenia protoonkogendw w onkogeny na skutek mu-
tacji: niewielkie mutacje zmieniajace aktywno$¢ biatka; amplifikacje prawidtowych
genoéw, prowadzace do nadekspresji kodowanych bialek oraz translokacje miedzy
chromosomami, polegajace na przemieszczeniu si¢ fragmentu jednego chromosomu i
jego potaczeniu z innym. W skutek tych ostatnich moze doj$¢ do przeniesienia calego
protoonkogenu do obszaru, w ktorym DNA ulega wzmozonej ekspresji lub do przenie-
sienia jedynie fragmentu protoonkogenu i jego potaczeniu z innym genem, co skutkuje
powstaniem genu fuzyjnego, kodujacego biatko, ktorego aktywnos$¢ jest przyczyng
nadmiernej proliferacji. Przykladem aktywacji onkogenu moze by¢ protoonkogen KI7,
ktérego mutacja powoduje powstawanie nieprawidtowego receptora blonowego. Zmu-
towany receptor, w przeciwienstwie do swojego prawidtowego odpowiednika, nie wy-
maga aktywacji ligandem, przez co nieustannie pobudza proliferacje komorek i tym
samym powstanie nowotworu. Onkogen ten jest wykrywany w przewazajacej wigkszo-

sci guzow podscieliska przewodu pokarmowego (GIST, gastrointestinal stromal tu-
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mors). Mutacje protoonkogendw maja charakter dominujacy, co oznacza, ze objawig si¢
fenotypowo nawet wtedy, gdy nieprawidtowos¢ dotyczy tylko jednego allelu [91].

Geny supresorowe to antagonisci protoonkogenoéw bioracy udziat w procesach ha-
mujacych wzrost oraz indukujacych naprawe¢ DNA 1 apoptoz¢. Ich inaktywacja przez
mutacje, zaburzenie transkrypcji lub utrate catych alleli, uniemozliwia m.in. wlaczenie
sciezki apoptotycznej w nieprawidtowych komorkach. Przyktadem takiego genu jest
RB1, ktorego produkt biatkowy zapobiega nadmiernemu wzrostowi komorek. Brak jego
funkcjonalnej formy jest przyczyng siatkowczaka ztosliwego. Charakterystyczng cechg
tych genoéw jest recesywny model ich dziatania. Oznacza to, ze w przeciwienstwie do
protoonkogenow, aby zaburzenie ujawnito si¢ fenotypowo, utrata funkcji musi nastgpic
w obu allelach [91].

Geny mutatorowe lub inaczej stabilizujace genom, odpowiadaja za procesy napra-
wy DNA 1 prawidtowg segregacje chromosomow, czyli za stabilno$¢ genetyczng komo-
rek. Jej zaburzenie jest charakterystyczne dla komoérek nowotworowych i wigze si¢ z
ulatwionym nabywaniem przez nie nowych mutacji. Ludzki genom jest nieustannie
narazony na dzialanie zarowno wewnetrznych, i jak zewnetrznych czynnikow mutagen-
nych, ktérych negatywne efekty sa niwelowane przez geny mutatorowe, zapewniajace
integralno$¢ genomu. Przykladowymi genami stabilizujacymi sa MSH2, MLHI oraz
MSHG6, ktorych mutacje wykrywa sie¢ w niektorych dziedzicznych niepolipowatych ra-
kach jelita grubego [91].

Zrédtem nowotworéw sa zatem okreslone mutacje mogace mieé¢ charakter germi-
nalny lub somatyczny. Pierwsze z nich, to mutacje dziedziczne, obecne w kazdej ko-
morce organizmu. Dotyczy to zazwyczaj niewielkich mutacji u 0sob z rodzinng predys-
pozycja do wystgpienia nowotworu. Zdecydowana wigkszo$¢ nowotworow wyksztatca
si¢ na skutek wystgpienia w trakcie zycia mutacji somatycznej, czyli nowopowstatej
mutacji pojedynczej komorki, nieobecnej poza tkanka nowotworowa. Prawdopodobien-
stwo wystgpienia takiej mutacji wzrasta wraz ze zwigkszajacym si¢ narazeniem organi-

zmu na czynniki rakotworcze [91].

3.1.3. Czynniki rakotworcze

W kazdym organizmie dochodzi do mutacji spontanicznych, wynikajacych z ,,ble-

dow” w procesie replikacji. Sg one jednak zazwyczaj usuwane przez wspomniany apa-
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rat naprawczy, dlatego w procesie nowotworzenia wigksze znaczenie maja te mutacje,
ktore sg indukowane przez zewnetrzne czynniki rakotworcze, czyli karcynogeny. Istnie-
je wiele takich czynnikow, a spos$rdd nich najlepiej poznane sg te, ktére na skutek swo-
jej bezposredniej zdolnosci do wywotywania mutacji, okresla si¢ mutagenami. Wsrod
nich mozna wyr6zni¢ trzy zasadnicze grupy: fizyczne, biologiczne i chemiczne. Do
mutagendw fizycznych zalicza si¢ m.in. promieniowanie jonizujace. Mutageny biolo-
giczne to gtéwnie niektdre wirusy, zdolne do wprowadzania swoich genéw do genomu
komorki gospodarza i tym samym zmieniania jego sekwencji [91].

Najszersza 1 zarazem odpowiedzialng za wigkszo$¢ zachorowan na nowotwory zto-
sliwe grupa sa mutageny chemiczne, ktoére moga zaburza¢ sekwencj¢ DNA w sposob
bezposredni (np. alkilacja, interkalacja) lub za posrednictwem swoich metabolitow. W
tym drugim przypadku mowa jest o prokancerogenach. Sg to najszerzej rozpowszech-
nione z mutagenéw chemicznych, a ich nazwa wynika z faktu, ze w swojej naturalnej
formie nie majg tak silnego potencjalu mutagennego, jak po aktywacji metabolicznej,
do ktérej dochodzi w organizmie. Naleza do nich migdzy innymi policykliczne weglo-
wodory aromatyczne, powstajagce w procesach spalania zwigzkow organicznych, np.
paliw kopalnych czy roslin (w tym tytoniu), a takze przy obrobce termicznej Zywnosci.
Zatem prokancerogeny obecne s3 w atmosferze, niektorych uzywkach czy w zywnosci,
co oznacza, ze jesteSmy nieustannie wyeksponowani na ich dziatanie. Dlatego niebaga-
telne znaczenie majg tryb zycia i dieta, od ktérych zalezna jest wielko$¢ dawek prokan-
cerogendw, na ktore jesteémy narazeni. Zeby usuna¢ je z ustroju, musi doj$¢ w organi-
zmie do ich przeksztatcenia w posta¢ rozpuszczalng w wodzie. To wihasnie aktywne
metabolicznie produkty przej$ciowe tego procesu maja wtasciwosci kancerogenne. Po-
wstaja one gtownie w watrobie przy udziale migdzy innymi izoenzymoéw cytochromu
P450, ktorych zadaniem jest taka przemiana ksenobiotykow, czyli zewnetrznych zwigz-
koéw obcych dla organizmu, by mozliwe stato si¢ ich wydalenie. Wydajno$¢ 1 przebieg
tego procesu zaleza miedzy innymi od poprawnego funkcjonowania zaangazowanych w
niego enzymow, ktorych budowa i dziatanie mogg si¢ r6zni¢ nawet migdzy przedstawi-
cielami tego samego rodzaju biatka. Wynika to z faktu, iz enzymy te kodowane sg przez
geny wystepujace w réznych formach allelicznych, czyli alternatywnych wersjach se-
kwencji tego samego genu, okreslanych jako polimorfizmy. Taki stan rzeczy sprawia,
ze kazdy organizm ma indywidualny, uwarunkowany genetycznie uktad enzymatyczny,

wplywajacy na skuteczno$¢ metabolizmu ksenobiotykow, do ktérych naleza takze leki
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przeciwnowotworowe. Oznacza to, ze nie tylko charakter transformacji nowotworowej,
ale takze przebieg terapii, polegajacej na zastosowaniu okreslonych substancji leczni-
czych, zalezy od uwarunkowan genetycznych, ktérych poznanie moze pozwoli¢ na do-

pasowanie leczenia do indywidualnych potrzeb pacjenta [91].
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3.2. NOWOTWORY STROMALNE PRZEWODU POKARMOWEGO (GIST)

3.2.1. Definicja

Ztosliwe nowotwory przewodu pokarmowego to jedne z najczeséciej diagnozowa-
nych chordob nowotworowych (tabele 1 i1 2). Znaczng wigkszo$¢ z nich stanowig raki,
natomiast niewielka cze$¢ to stosunkowo niedawno wyodrgbniona grupa guzow okre-
slana jako: nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego (GIST, gastrointestinal
stromal tumors). W przesztosci wigkszo$¢ z nich byta klasyfikowana jako mig$niaki
gltadkokomorkowe, nerwiakowtokniaki czy nerwiaki ostonkowe, jednak bardziej szcze-
gotowe badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej wykazaty brak cech typo-
wych dla komorek migsniowki gtadkiej [106, 166]. Podobne wyniki uzyskano poprzez
analize ultrastrukturalng i immunohistochemiczng, ktore wykluczyty ich potencjalne
pochodzenie zaréwno od komorek Schwanna, jak 1 migsnidowki gtadkiej. W zwiazku z
tym autorzy uzyli neutralnego 1 do dzisiaj stosowanego okreslenia ,,nowotwor stromal-

ny przewodu pokarmowego” [102].

3.2.2. Epidemiologia

GIST to najczestsze guzy pochodzenia mezenchymalnego, wystepujace w $cianie cate-
go przewodu pokarmowego. Najczesciej GIST zlokalizowane s3 w zotadku (60-70%),
jelicie cienkim (25-30%), dwunastnicy (5%), odbycie (5%), przeltyku (1-3%) oraz jeli-
cie grubym (1%) [105]. Do 10% wszystkich guzéw moze wystgpowaé w innych prze-
strzeniach jamy brzusznej, najczgsciej sa to jednak przerzuty z przewodu pokarmowego
[105, 107, 108, 133]. Czestos¢ zachorowan waha si¢ od okoto 7 do 20 przypadkow na
milion osob na rok (tabela 4). Szacuje si¢, ze w Polsce dochodzi do okoto 600 zachoro-
wan rocznie, z czego do 190 to GIST rozsiany [138]. Zdecydowana wigkszo$¢ diagno-
zowanych przypadkéw wystepuje po 40. r.z., a mediana przypada na 60. — 65. r.z.
[107]. U dzieci GIST sa niezwykle rzadkie, stanowig ponizej 1% wszystkich przypad-
kéw 1 prawdopodobnie charakteryzuja sie odmienng niz u dorostych patogeneza [106,

130].
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Tabela 4. Table 4. Zapadalnos¢ na GIST w wybranych regionach $wiata. Incidence of GIST in different
regions of the world.

KRAJ (region) Liczba zachorowan / milion mieszkancow / rok
COUNTRY (province) Number of events / million residents / year
Chiny (Szanghaj) [97] 211

China (Shanghai) ’

Francja [110] 8.5-10

France

Hiszpania (Girona) [137] 12.4

Spain (Girona) ’

Holandia [52]

Netherlands 12,7

Islandia [158] 11

Iceland

Szwecja (zachodnia cz¢$¢) [117] 145

Sweden (western part) ’

TaJ.wan [21] 19,7

Taiwan

USA [157] 6,8

Witochy (Modena) [111] 142

Italy (Modena) ’

3.2.3. Objawy i rokowanie

Najczesciej towarzyszace GIST objawy to przede wszystkim krwawienia z przewo-
du pokarmowego prowadzace do anemii oraz bole podobne do tych, jakie zazwyczaj
towarzysza wrzodom. Guzy niewywotujace owrzodzen mogg by¢ wyczuwalne ze-
wngetrznie, nie dajac przy tym innych wyraznych objawow. Ponad 30% guzow, w
szczegblnosci tych niewielkich, jest wykrywanych przypadkowo podczas badan radio-
logicznych lub endoskopowych oraz podczas zabiegdw chirurgicznych zwigzanych z
innymi chorobami. Cze$¢ guzow odbytu jest réwniez przypadkowo diagnozowana pod-
czas badan ginekologicznych lub prostaty [105, 107].

Rokowanie uzaleznione jest gtownie od wielkosci guza oraz indeksu mitotycznego,
okreslonego jako liczba podziatow komoérkowych widocznych pod duzym powigksze-
niem mikroskopu, przypadajacych na okreslong liczbe pdl widzenia. Istotna jest row-
niez lokalizacja ogniska pierwotnego GIST. Zalezno$ci pomigdzy wymienionymi para-

metrami a stopniem agresywnosci przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Table 5. Zaleznosci pomigdzy stopniem agresywnosci GIST a indeksem mitotycznym, wielko-
$cig 1 lokalizacja 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].

Indek Stopien agresywnosci
mi tl:) ¢ eczsn Wielko$¢ guza w cm Malignant potential
Mi yerny Tumor size in cm Zoladek Jelito cienkie | Dwunastnica Odbyt
itotic rate . .
Stomach Small intestine Duodenum Rectum
< Brak
- None
Bardzo niski Niski Niski Niski
>2<3 Very low Low Low Low
< 5/50 HPF < —_—
~5<10 Niski Sredni
- Low Moderate Wysoki Wysoki
~ 10 Sredni Wysoki High High
Moderate High
<9 Brak
~ None
Sredni Wysoki Wysoki Wysoki
>2<
> 5/50 HPF <3 Moderate High High High
>5<10 Wysoki
> 10 High

HPF - pole widzenia w duzym powigkszeniu (400x); high power field (400x)

3.2.4. Histologia

GIST zbudowane s3 z komorek wrzecionowatych, epitelioidnych lub rzadziej pleo-
morficznych. Guzy skladajace si¢ z komorek wrzecionowatych stanowig 60 — 70%
GIST i charakteryzujg si¢ syncytialng budowa, duzg gestoscig jader oraz nieznaczng
iloscig cytoplazmy. Czestg cechg guzow zotadka jest okotojadrowa wakuolizacja. Po-
nadto, niektore mate guzy zbudowane sa z komorek rozproszonych w wyraznym, amor-
ficznym podtozu kolagenowym. Okoto polowa guzéw wystepujacych miedzy dwunast-
nicg a jelitem kretym charakteryzuje si¢ wystepowaniem wyraznych, okragtych, owal-
nych lub wydtuzonych ztogdw zewnatrzkomorkowych widkien kolagenu, co najczgsciej
wiaze si¢ z lepszym rokowaniem. W pozostatych lokalizacjach guzy wrzecionowato-
komorkowe stanowig zdecydowang wiekszos¢. Guzy zbudowane z komorek epitelioid-
nych stanowig 20 — 30% GIST. Granice komérkowe sg wyrazne 1 w przypadku guzow
zotadka, wystepujacych zarbwno w postaci tagodnej, jak 1 ztosliwej, wida¢ wieloboczne
komorki z okragtymi jadrami i1 obfita cytoplazma. Guzy zlokalizowane w jelicie cien-
kim okazuja si¢ niemal zawsze ztosliwe i1 roznig si¢ zarowno morfologicznie, jak 1 kli-
nicznie od swoich odpowiednikow z zotadka. W innych lokalizacjach wystepuja rzadko,

cho¢ obserwowano guzy sieci czy odbytu. Guzy charakteryzujace si¢ pleomorfizmem
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nie przekraczaja 5% GIST — wigkszo$¢ guzow tego typu okazuje si¢ migsniakomigsa-
kami gladkokomorkowymi lub migsakami niezréznicowanymi [105].

GIST najprawdopodobniej wywodzg si¢ z komodrek Cajala (ICC, interstitial cells of
lub podsluzowo [77, 105, 106]. Komorki te, laczac autonomiczny uktad nerwowy z
migsnidwka gladkg przewodu pokarmowego, kontrolujg tempo skurczow tej migsniow-
ki i w ten sposdb posrednio odpowiadajg za perystaltyke uktadu pokarmowego [70, 99,
106]. Komorki Cajala charakteryzuja si¢ obecnoscig receptora KIT, ktorego aktywacja
ligandem SCF (stem cell factor) prowadzi do wzrostu i stabilizacji populacji ICC [65,
156, 179]. Mechanizm dzialania receptora (ryc. 1) polega na przytaczeniu liganda do
jego zewnatrzkomoérkowej domeny co prowadzi do jego dimeryzacji. Efektem tego jest
fosforylacja wewnatrzkomorkowej kinazy tyrozynowej, ktora uruchamia kaskadg sy-

gnatowa.

SCF Przestrzer miedzykomoérkowa
Extracellular space

Cytoplazma
Cytoplasm

dimeryzacja receptora KIT i
fosforylacja kinaz tyrozynowych
KIT receptor dimerization and
phosphorylation of tyrosine kinase

nieaktywny receptor KIT
inactive KIT receptor

Ryec. 1. Fig. 1. Mechanizm dziatania receptora KIT. KIT receptor activation mechanism. SCF — czynnik
komorek macierzystych; stem cell factor; EC — domena zewnatrzkomorkowa; extracellular domain;, TM
— domena transbtonowa; transmembrane domain;, JM — domena podblonowa; 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 zwierzecych udowodnity, ze blokada lub brak re-
ceptora KIT, prowadzi do zaburzen perystaltyki jelit, wywotanej najprawdopodobnigj
niedoborem prawidlowych ICC [73, 99]. Ponadto wykazano, ze u myszy, u ktérych po
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urodzeniu zablokowano receptor KIT, dochodzi do zaniku ICC wzdtuz jelita cienkiego
przy jednoczesnym nagromadzeniu ich niezréznicowanych prekursorow i1 komorek
przypominajacych komoérki miesniowki gladkiej [156]. Sugeruje to istnienie zaleznego
od receptora KIT procesu réznicowania ICC w komorki migsnidwki gladkiej. Oznacza
to, ze receptor ten odgrywa kluczowa role w utrzymaniu stanu rownowagi migdzy tymi
komoérkami, a tym samym w prawidlowym funkcjonowaniu przewodu pokarmowego

[156].

3.2.5. Molekularne podloze GIST

Badania immunohistochemiczne GIST wykazuja ekspresje protoonkogenu KIT
(CD117; c-Kit) w zdecydowanej wigkszosci guzow [65, 109, 141]. W ponad 85% przy-
padkow za przyczyng powstania guza odpowiadajg mutacje w genie KIT lub PDGFRA
(platelet-derived growth factor receptor o — receptor ptytkopochodnego czynnika wzro-
stu a) [27, 62]. Oba te geny zlokalizowane sag w regionie okolocentromerowym w ra-
mionach q chromosomu 4. Geny te kodujg receptory wykazujace wysoka homologie
zarowno pod wzgledem budowy, jak 1 funkcji. Obserwowana homologia, a takze lokali-
zacja KIT 1 PDGFRA sugeruja, ze geny te powstaty najprawdopodobniej w wyniku du-
plikacji [53, 177]. Receptory te nalezg do rodziny transbtonowych biatek o aktywnosci
kinazy tyrozynowej i sktadaja si¢ z trzech czesci: zewnatrzkomorkowej, transbtonowej i
wewnatrzkomoérkowej (ryc. 1). Zbudowana z pigciu petli biatkowych domena ze-
wnatrzkomorkowa (EC, extracellular), odpowiedzialna za wigzanie liganda, peni funk-
cje receptorowa. Jest ona zakotwiczona w btonie komoérkowej przez hydrofobowa do-
meng transbtonowa (TM, transmembrane), ktéra laczy si¢ bezposrednio z domeng
przybtonowa (JM, juxtamembrane) wewnatrzkomorkowej czesci receptora. Ta ostatnia
sktada si¢ z dwoch domen kinazy tyrozynowej przedzielonych hydrofilowym insertem
(K1, kinase insert). Pierwsza domena (TK1) stanowi rejon wigzania ATP, podczas gdy
druga (TK2) wykazuje aktywno$¢ fosfotransferazy [121, 177]. Mutacje genow KIT i
PDGFRA prowadza do konstytutywnej autofosforylacji kodowanych przez nie recepto-

réw, niezaleznej od obecnosci lub braku liganda [107].
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A Proces zaleznej od liganda aktywacji receptora B Autoakitywacja receptora
Ligand dependent receptor activation Receptor self-activation

L

Uruchomienie kaskady sygnatowej
Signaling cascade activation

Ryec. 2. Fig. 2. Schemat aktywacji receptora KIT, zaleznej od liganda (A) i wywotanej mutacja (B). KIT
receptor activation mechanism: by ligand (A) and mutation-driven activation (B). JM — nieprawidtowa
konformacja domeny podbtonowej; disrupted conformation of juxtamembrane domain. Zmodytfikowano
na podstawie; modified on the basis of: www.gistsupport.org.

3.2.5.1. Mutacje pierwotne genu KIT

Mutacje stwierdzane w obrgbie genu KIT (ryc. 3) stanowig przyczyne od 70% do
80% zachorowan na GIST 1 w okoto 90% przypadkéw wykrywane sag w eksonie 11 tego
genu [25, 107]. Oznacza to, ze zaburzenia sekwencji tego jednego eksonu odpowiadaja
za powstanie ponad 2/3 wszystkich GIST. Ekson 11 koduje domen¢ JM receptora KIT,
taczaca czegs¢ efektorowa receptora z jego domeng TM 1 odgrywajaca kluczowa role w
jego prawidlowym funkcjonowaniu. Pod nieobecnos¢ liganda, jej struktura zapobiega
przyjeciu przez kinaz¢ tyrozynowa konformacji aktywnej. Mutacje zaburzajace t¢ struk-
ture, powoduja niezalezng od liganda dimeryzacj¢ receptora, i aktywacj¢ jego czeSci
efektorowej (ryc. 2) [78]. Mutacje te, sg przewaznie wykrywane w obszarze miedzy
kodonami 550 a 561. Ponad 60% mutacji stanowia delecje, wsrdd ktérych najczestsze
dotyczg utraty kodonow 557 (Trp) 1 558 (Lys) co wiaze si¢ z gorszym rokowaniem [26,
65, 101, 152, 170]. Ponadto, czesto wykrywane sg substytucje pojedynczych nukleoty-
dow, gtownie w kodonach 557, 559, 560 i 576. Wystepowanie duplikacji, insercji lub

kombinacji r6znych rodzajow mutacji jest rzadkie [107].
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KIT
EC
Ekson 9: 11%
™

Ekson 11: 67% Ekson 12: 1%
JM

Ekson 13: 1% TK1 Ekson 14: <1%
Ki

Ekson 17: 1% TK2 Ekson 18: 5%

Ryec. 3. Fig. 3. Przyblizona czesto$¢ 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 wzgledem czestosci wystepowania w GIST zajmuja mutacje w
eksonie 9 genu KI7. Niemal wylacznie wykrywana jest duplikacja 6 nukleotydow
obejmujacych kodony 502-503 (p.Ala502_ Tyr503dup) [5, 87, 89, 96]. W pojedynczych
przypadkach zaobserwowano duplikacje p-Ser501 Ala502dup oraz
p.Phe506 Phe508dup [61, 93]. Mutacje te wystepuja w przyblonowym rejonie domeny
EC (ryc. 3) 1 prawdopodobnie powoduja zmian¢ konformacji, ktéra prowadzi do dime-
ryzacji sgsiadujacych domen pod nieobecno$¢ liganda SCF 1 aktywacji kinazy tyrozy-
nowej [178]. Mutacje eksondéw 9 i 11, stanowigce zdecydowang wigkszos¢ wszystkich
mutacji wykrywanych w GIST, mozna sklasyfikowa¢ jako mutacje typu regulatorowe-
go. Mutacje te nie wystgpuja w obrgbie domeny o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ale
w rejonach kontrolujacych jej aktywnos¢ [94].

Znacznie rzadziej wystepuja mutacje w eksonach 13 1 17 genu KI7 kodujacych do-
meny enzymatyczne receptora (TK1 1 TK2). Czgstos¢ wystgpowania tych mutacji w
GIST nie przekracza 2% [84]. Najczestsza mutacja eksonu 13 to substytucja 1945A>G
w kodonie 642 (NG _007456.1:p.Lys642Glu), ktora prowadzi do zamiany lizyny na
kwas glutaminowy. Mutacja ta zlokalizowana jest w rejonie wigzania ATP kinazy tyro-
zynowej (ryc. 3) [84]. W pojedynczych przypadkach opisano inne substytucje, o kto-
rych nie wiadomo czy prowadza do konstytutywnej fosforylacji receptora KIT [84].

Mutacje eksonu 17, kodujacego rejon o aktywnosci fosfotransferazy, to rowniez substy-
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tucje. Najczestsza z nich to 2487T>A w kodonie 822 (NG_007456.1:p.Asn822Lys),
prowadzaca do zamiany asparaginy na lizyne [84]. Mutacje w eksonach 13 1 17 powo-
duja niezalezng od liganda aktywacj¢ kinazy tyrozynowej. Jednak do dnia dzisiejszego
nie poznano doktadnie mechanizmu ich dzialania. Prawdopodobnie mutacje w eksonie
13 zaburzaja autoinhibicj¢ domeny JM, natomiast substytucje w eksonie 17 stabilizuja

konformacje¢ aktywna domeny enzymatycznej [25, 153].

3.2.5.2. Mutacje pierwotne genu PDGFRA

Wyniki dotychczasowych badan wykazaty, ze okoto 30% GIST pozbawionych mu-
tacji w genie KIT, posiada mutacje w genie PDGFRA [107]. Mutacje te wystepuja za-
tem znacznie rzadziej niz mutacje genu KI/7T 1 wzajemnie si¢ z nimi wykluczajg [62,
103]. W wigkszos$ci przypadkéw zaburzenia wystepuja w eksonach 12, 14 i 18 odpo-
wiadajacych eksonom 11, 13 1 17 genu KIT (ryc. 3) [106]. Najczesciej wykrywane sg
mutacje w eksonie 18, z posrod ktorych zdecydowang wigkszo$¢ stanowi substytucja
2664A>T w kodonie 842 (NG _009250.1:p.Asp842Val), prowadzaca do zamiany kwasu
asparaginowego na walin¢ [85]. Inne mutacje, zar6wno substytucje, jak i delecje wy-
krywane sg rzadko [28]. Mutacje w obrebie tego eksonu powoduja zmiany konforma-
cyjne prowadzace do aktywacji kinazy tyrozynowej [136]. Wystepujace rzadko mutacje
w eksonach 12 i 14, to gtownie substytucje lub delecje, ktorych mechanizm aktywacji
receptora uwaza si¢ za analogiczny, jak w przypadku odpowiadajagcych im mutacji w
eksonach 111 13 genu KIT [28, 62, 88].

W rzadkich przypadkach mutacje w genach KI/7 lub PDGFRA moga mie¢ charakter
germinalny. U cztonkéw rodzin nimi dotknigtymi obserwuje si¢ miedzy innymi hiper-
pigmentacje¢ skory 1 hiperplazje komorek ICC, a w jej konsekwencji czgsto powstanie
licznych GIST. Mutacje te sa podobne do wykrywanych w guzach sporadycznych, cho¢
w jednej rodzinie stwierdzono mutacj¢ eksonu 8 genu K/7. Guzy rodzinne przez dlugi

czas mogg pozostawac tagodne, ale zazwyczaj ostatecznie ulegaja zeztosliwieniu [107].
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3.2.6. Inne czynniki patogenezy

Jak wspomniano, zdecydowana wigkszo$¢ GIST charakteryzuje si¢ obecno$ciag mu-
tacji w genie KIT lub PDGFRA. Istnieje jednak grupa zblizonych klinicznie guzow, w
ktoérych nie wykrywa si¢ mutacji tych genow [25]. Sg to tak zwane WT-GIST (WT,
Wild Type). Poczatkowo podtoze molekularne tych guzéw byto nieznane, dzi§ jednak
mozna wyrozni¢ kilka wigzacych si¢ z nimi zaburzen. Jednym z nich s3 mutacje kinazy
serynowo-treoninowej zaangazowanej mi¢dzy innymi w procesy proliferacji 1 réznico-
wania komorek [142]. Hostein i wsp. w grupie 70 GIST-WT wykryli w 9 przypadkach
substytucj¢ w kodonie 600 w eksonie 15 genu BRAF prowadzacg do zamiany waliny na
kwas glutaminowy [68]. Ponadto u czg¢s$ci, szczegolnie mlodych pacjentoéw, WT-GIST
wigza si¢ z wystepowaniem mutacji zaburzajacych prawidlowe funkcjonowanie kom-
pleksu dehydrogenazy bursztynianowej, zaangazowanego w metabolizm kwasoéw trdj-
karboksylowych i mitochondrialny przeptyw elektronéw [107, 114]. WT-GIST stano-
wig réwniez element tzw. triady Carneya, stwierdzanej gléwnie u mtodych kobiet 1 ob-
jawiajacej si¢ wystepowaniem licznych nowotwordw ptuc, zotadka, przetyku, kory nad-
nerczy 1 uktadu przyzwojowego [17, 114]. Moga rowniez wystgpowac u pacjentéow z
NF1 (nerwiakowtokniatowato$c typu 1), czyli rodzinng, dziedziczong autosomalnie
dominujaco choroba, zwigzang z mutacja genu kodujacego neurofibroming [114, 169].
W ostatnich latach wyr6zniono dodatkowa grupe podobnych klinicznie guzéw, nie-
zwigzanych z zadnym z wyzej wymienionych zaburzen. Okresla si¢ je jako ,,quadruple-
WT GIST” (KIT/PDGFRA/SDH/RAS-pathway wild-type GIST) [113, 120]. Stanowia
one okoto 5% wszystkich GIST i sg przedmiotem badan, majacych na celu okreslenie
molekularnego podtoza patogenezy [120]. Do tej pory doniesiono o pojedynczych przy-
padkach quadruple-WT GIST, w ktorych wykryto geny fuzyjne: ETV6—NTRK3 oraz
FGFRI-TACCI [14, 143]. Wyjasnienie ich znaczenia klinicznego wymaga jednak dal-
szych badan. Ponadto, w niektorych guzach zidentyfikowano mutacje genu PIK3CA
[86]. Cho¢ we wszystkich przypadkach byla to mutacja towarzyszaca innym (np. KIT
lub BRAF), to niewykluczone, ze jest ona odpowiedzialna za oporno$¢ na imatynib [86].
Daje to nadzieje na skuteczne zastosowanie innej terapii, wycelowanej w nowoodkryty

mechanizm.
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3.2.7. Diagnoza i leczenie

Podstawa rozpoznania GIST jest badanie mikroskopowe wycinkéw z guza nowo-
tworowego uzupetnione badaniem immunofenotypu komorek nowotworowych. Do
rozpoznania konieczne jest wykazanie dodatniej reakcji immunohistochemicznej komo-
rek nowotworowych na obecno$¢ antygenu CD117. W zwigzku z ograniczong specy-
ficzno$cig tego markera zalecane jest wykonane dodatkowych testow z uzyciem prze-
ciwcial skierowanych przeciwko antygenom: CD34 i DOGI.

Schemat postepowania (ryc. 4) po wykryciu potencjalnego GIST jest uzalezniony od
jego wielkosci, lokalizacji i szacowanego stopnia agresywnos$ci. Jednak najpowszech-
niejszg 1 dajacag najlepsze wyniki metoda leczenia jest resekcja guza [18, 106]. W przy-
padku podejrzenia GIST niewielkich rozmiarow (ponizej 2 cm), nalezacych do grupy
niskiego ryzyka, zaleca si¢ ich ocen¢ endoskopowa, a nastepnie obserwacje pacjenta.
Resekcje wykonuje sie¢ dopiero w momencie wystapienia ktorego§ z objawow choroby
lub wzrostu guza. Wyjatek stanowig guzy odbytu, ktore bez wzgledu na wielkos¢, nale-
73 do grupy podwyzszonego ryzyka. Dlatego tez, o ile to mozliwe, guzy te nalezy pod-
da¢ natychmiastowej resekcji. W przypadku GIST wigkszych niz 2 cm po uprzednim
badaniu histologicznym nalezy usuna¢ guz. W przypadku GIST nieoperacyjnych lub
rozsianych stosuje si¢ leczenie farmakologiczne imatynibem, czyli selektywnym inhibi-
torem kinaz tyrozynowych [18].

Do niedawna leczenie GIST imatynibem byto w Polsce ograniczone wytacznie do
nieoperacyjnych lub rozsianych guzéw. Okazuje si¢ jednak, ze w niektorych przypad-
kach warto zastosowac leczenie przedoperacyjne (neo-adjuwantowe), mogace przyczy-
ni¢ si¢ do zmniejszenia guza oraz zniwelowania ryzyka jego peknigcia podczas operacji
[18]. Ponadto czg¢s¢ pacjentdw, spetniajacych odpowiednie kryteria, moze odnie$s¢ wy-
mierne korzys$ci z zastosowania pooperacyjnej terapii uzupelniajacej (adjuwantowej)
[19, 132]. W zwiazku z tym, zgodnie z obwieszczeniem Ministerstwa Zdrowia z dnia 24
lutego 2014 r. (wykaz refundowanych lekoéw, srodkéw spozywczych specjalnego prze-
znaczenia zywieniowego oraz wyrobow medycznych na dzien 1 marca 2014 r.), umoz-
liwiono zastosowanie refundowanej terapii uzupelniajacej u pacjentow, u ktérych
stwierdza si¢: ,,obecno$¢ wysokiego ryzyka > 50% nawrotu po zabiegu radykalnego
usuni¢cia nowotworu z KIT (CD117- dodatniego GIST Zotadka, dwunastnicy, jelita
cienkiego i odbytnicy, okreslonego wedlug klasyfikacji AJCC-NCCN-AFIP ); czas od
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operacji pierwotnego GIST, a wdrozeniem leczenia uzupetniajacego nie powinien prze-
kroczy¢ 4 miesiecy; obecno$¢ mutacji KIT lub PDGFR-o. z wykluczeniem mutacji

PDGFR-aD842V”.

Zmiany wyj$ciowo nieresekcyj- Pierwotny, resekcyjny GIST
ne i/lub przerzuty — biopsja (R2) Leczenie operacyjne (RO, R1)
Badanie histopatologiczne — GIST Badanie histopatologiczne — GIST
Dodatnie barwienie immunohistoche- Dodatnie barwienie immunohistoche-
miczne na CD117 (DAKO) miczne na CD117 (DAKO)
(badania molekularne genow KIT i (badania molekularne)*; ocena katego-
PDGFRA)* rii ryzyka wg NCCN-AFIP
Ocena zmian (zmiany mierzal- Badania kontrolne: tomografia komputerowa
ne) w tomografii komputerowej jamy brzusznej i miednicy z kontrastem do-
(CT) jamy brzusznej i miednicy zylnym i doustnym
\
Margines R2 i/lub Brak nawrotu (MO0) — dalsza obserwa-
nawr6t choroby = cja lub leczenie uzupelniajace imatyni-
Ml bem przez minimum rok
w przypadku znacznego ryzyka nawro-
tu

Imtinib 400 mg dziennie
(w przypadku mutacji w eksonie 9 KIT

do rozwazenia wezesniejsze zwickszenie dawki Monitorowanie leczenia
do 800 mg) za pomocg seryjnych
l ) badan CT z oceng zmia-
P roglreSJ a ny wielkosci
. . N i gestosci zmian; ocena
Imatinib 800 mg dziennie pod katem ewentualnej
! . resekcji zmian resztko-
progresja wych
!

Sunitinib 50 mg dziennie
(dawka wyjsciowa; schemat 4/2 tygodnie)

proglresja * zalecane, wymagane
przy kwalifikacji do
Postgpowanie indywidualizowane (badania klinicz- leczenia uzupetniajace-

ne, imatynib z doksorubicyng; leczenie skojarzone;
postepowanie zabiegowe)

Ryc. 4. Aktualny algorytm postgpowania u chorych na GIST [139].
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3.3. IMATYNIB

3.3.1. Wdrozenie leku

Jak wspomniano powyzej, resekcje guzoéw sg najskuteczniejsza metoda leczenia
GIST. Standardowa chemioterapia i radioterapia w przypadku tych nowotwordéw czesto
okazuja si¢ nieskuteczne [9, 38]. W zwiazku z tym, konieczne stato si¢ opracowanie
alternatywnej terapii dla pacjentow niezakwalifikowanych do leczenia operacyjnego.

W pierwszej potowie lat 90. XX wieku, prowadzono badania nad niskoczgsteczko-
wymi zwigzkami chemicznymi zdolnymi do selektywnej inhibicji wybranych recepto-
row  komoérkowych. Jednym z  takich zwigzkow byla  pochodna  2-
fenyloaminopirymidynowa — CGP 57148 (imatynib, Glivec, ST1571 — ryc. 5). Substan-
cja ta, okreslana jako imatynib, okazata si¢ zdolna do hamowania autofosforylacji re-
ceptora BCR/ABL. Badania in vitro z wykorzystaniem komorek pacjentow z CML wy-
kazujacych ekspresje BCR/ABL wykazaly, Zze imatynib prowadzi do zahamowania ich
proliferacji oraz indukcji apoptozy. Ponadto nie zaobserwowano negatywnego wplywu
czasteczki na komoérki prawidlowe czy komorki wykazujace ekspresje innych, za wy-
jatkiem PDGFR, receptoréw o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej [15, 43, 50]. Dlatego
tez, imatynib wykorzystano w badaniu pierwszej fazy w grupie 83 pacjentéw z CML, u
ktorych zawiodta lub nie mogta by¢ wdrozona terapia interferonem o. Wyniki badania
wykazaty, ze 98% pacjentow otrzymujacych przynajmniej 300 mg imatynibu dziennie,
uzyskato catkowita odpowiedz hematologiczng. Ponadto, nie zaobserwowano powaz-
nych efektow ubocznych. U czgéci pacjentoéw wystgpowaty w stopniu tagodnym lub
srednim nudnosci, bole migsniowe, obrzeki 1 biegunki [42]. Obecnie imatynib jest po-
wszechnie stosowany w leczeniu pacjentoéw z CML, dajac zdecydowanie lepsze wyniki

w poréwnaniu do wceze$niej wykorzystywanych terapii [66, 69].
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Ryc. 5. Fig. 5. Wzér strukturalny 4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]-N-[4-metylo-3-[[4-(pirydyn-3-
ylo)pirymidyn-2-yloJamino]fenylo]benzamidu. Chemical  structure of 4-[(4-Methyl-1-
piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-3-[[4-(3-pyridinyl)-2-pyrimidinyl] amino] -phenyl] benzamide.

Jak juz wspomniano, znane bylo hamujace dziatanie imatynibu nie tylko wobec re-
ceptora BCR/ABL, ale rowniez PDGFRA. Wysoka homologia receptorow PDGFRA i
KIT wskazywata na potencjalng aktywno$¢ imatynibu wzgledem tego ostatniego recep-
tora. W celu potwierdzenia tej hipotezy przeprowadzono badania z wykorzystaniem
linii komérkowych, wywodzacych si¢ z ludzkiej biataczki szpikowej oraz mastocytozy,
wykazujacych ekspresje zmutowanych wariantéw receptora KIT [63]. Okazalo sig, ze
inkubacja komorek z imatynibem prowadzi do zahamowania fosforylacji receptora i
aktywnos$ci antyapoptotycznej. Ponadto wykazano, ze stopien zahamowania aktywnosci
receptora jest wickszy w przypadku komodrek zmutowanych niz prawidtowych [63].
Obserwacje te byly podstawg do proby wykorzystania imatynibu w leczeniu pacjentow
z GIST.

W pazdzierniku 1996 roku u pacjentki szpitala w Helsinkach zdiagnozowano guzy
przewodu pokarmowego, ktore po analizie histopatologicznej i molekularnej zdefinio-
wano jako GIST z ekspresjg CD117 1 delecjag w eksonie 11 genu KI/7. Chora zostata
poddana kilkukrotnym resekcjom oraz kilku cyklom chemioterapii z wykorzystaniem
mesny, doksorubicyny, ifosfamidu, dakarbazyny oraz talidomidu z interferonem a, co
nie zapobiegto nawrotom i progresji choroby. W zwiazku z tym, za zgoda pacjentki, w
marcu 2000 roku zastosowano terapi¢ imatynibem. W wyniku wdrozonej terapii doszto
do zahamowania rozwoju choroby, nie zaobserwowano nowych zmian, a istniejace ule-
gly zmniejszeniu lub catkowitej remisji. Efekty uboczne byly nieznaczne i1 ograniczaty
si¢ do zwigkszenia aktywno$ci perystaltycznej 1 lekkich, ustepujacych obrzgkow w oko-
licy kostek. W lutym 2001 pacjentka znajdowata si¢ w klinicznie dobrej kondycji [75].

Pdzniejsze badania na linii komoérkowej wywodzacej sie z GIST potwierdzity hamujacy
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wplyw imatynibu na komorki wykazujace ekspresj¢ nieprawidtowego receptora KIT.
Badania te wykazaty, ze imatynib prowadzi do zahamowania fosforylacji receptora, co
z kolei prowadzi do zmniejszenia proliferacji komorek, a nawet ich apoptozy [160].

Obecnie, podobnie jak w przypadku leczenia pacjentéw z CML, imatynib zostat
rowniez wlaczony do rutynowego schematu leczenia u chorych na rozsia-
ny/nieoperacyjny GIST (ryc. 4), co znacznie wydtuza §redni czas przezycia pacjentow
($rednio o 5 lat). Imatynib coraz cz¢sciej znajduje zastosowanie w leczeniu uzupetniaja-
cym, po resekcji guza w celu zniwelowania ryzyka nawrotu lub przed zabiegiem chirur-
gicznym w celu zmniejszenia rozmiaru guza. Leczenie imatynibem wigze si¢ z niewiel-
kimi i zazwyczaj stosunkowo tagodnymi efektami ubocznymi [107].

Wdrozenie imatynibu stanowi przetom w leczeniu GIST. Niemniej jednak pierwsze
dluzsze obserwacje pacjentow poddanych terapii wykazatly, ze tylko okoto 5% chorych
uzyskuje catkowita odpowiedz na leczenie. U wigkszosci, okoto 50-60% pacjentow,
obserwuje si¢ czesciowa odpowiedz na leczenie, u kilkunastu do 30% pacjentow stabili-
zacj¢ choroby, a u kolejnych 10% wystepuje progresja choroby. Odpowiedz na leczenie
jest uzalezniona od wielu réznych czynnikéw, w tym od uwarunkowan genetycznych.
Na przyktad, znacznie wyzszy odsetek chorych, ktérzy uzyskali czesciowa odpowiedz
na leczenie, obserwuje si¢ u pacjentow z guzami, w ktorych wykryto mutacj¢ w eksonie

11 genu KIT niz z mutacjg w eksonie 9 [10, 35].

3.3.2. Mechanizm dzialania

Zaréwno w przypadku CML, jak 1 GIST przyczyng rozwoju nowotworu jest mutacja
powodujaca konstytutywna, niezalezng od liganda aktywacje receptora. Mutacje akty-
wujace tych receptoréw prowadza do konstytutywnej ekspozycji substratéw na dziata-
nie fosfotransferazy, co prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komoérek. Mecha-
nizm dziatania imatynibu na nieprawidiowe receptory KIT i PDGFRA (ryc. 6) polega
na jego kompetycyjnym wobec ATP wigzaniu do domeny TK1 kinazy tyrozynowej, co
uniemozliwia fosforylacje substratu i w efekcie hamuje $ciezke sygnalowa, mimo obec-

no$ci aktywnego receptora [42, 136].
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Zalezna od receptora KIT akytwacja $ciezki sygnalowsj, Blokada zaleznej od receptora KIT $ciezki sygnatowej,
prowadzaca do proliferacji komérek i rozwoju guza  prowadzgca do zahamowania proliferacji lub apoptozy komérek
KiT-dependent signalling pathway activation, KiT-dependent signalling pathway inhibition,
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Ryc. 6. Fig. 6. A — ATP przyltacza si¢ do miejsca wigzania domeny TK1, umozliwiajac fosforylacj¢ sub-
stratu i aktywacje Sciezki sygnatowej. ATP binds to its binding site in the TKI1 domain of the enzyme,
activating the substrate and thus signaling pathway. B — imatynib blokuje miejsce wigzania ATP, unie-
mozliwiajac fosforylacje substratu i aktywacje $ciezki sygnatowej. 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

Zaréwno w przypadku pacjentow z CML jak i z GIST profil farmakokinetyczny
imatynibu jest bardzo podobny [40, 125]. Badanie z wykorzystaniem linii komorkowe;j
z mutacjg w genie KI/T pochodzacej od pacjenta z GIST wykazato catkowite zahamo-
wanie fosforylacji tyrozyny receptora, po osiggni¢ciu st¢zenia imatynibu rownego okoto
1uM [160]. Analogiczny wynik uzyskano w podobnym badaniu przeprowadzonym na
komorkach pochodzacych od chorego z CML [43]. Uzyskanie i utrzymanie takiego ste-
zenia na statym poziomie w osoczu krwi jest mozliwe po doustnym podaniu przynajm-
niej 350 mg imatynibu dziennie [125]. Badania nad korelacja wielko$ci dawki poczat-
kowej ze skutecznoscia leczenia, przeprowadzone w duzych grupach chorych nie wyka-
zaly zwigzku zastosowania wyzszej dawki (600-800 mg) z lepszym efektem terapeu-
tycznym, przy jednoczesnym wzroscie toksycznosci [10, 11]. Z tego powodu przyjetym
standardem u chorych z GIST, jest doustne przyjmowanie 400 mg metanosulfonianu
imatynibu raz na dobg (ryc. 4), w formie tabletki [139]. W takiej dawce i postaci regu-

larnie przyjmowany lek osigga maksymalne stezenie w osoczu $rednio po okoto trzech
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godzinach od podania. Jego czas pottrwania wynosi okoto 19 godzin, a dostepnos$¢ bio-
logiczna siega okoto 98% [124, 125]. Gdy dochodzi do progresji choroby zwigksza si¢
dawke dobowa do 800 mg, a w przypadku wystapienia silnej toksycznosci do 600 mg
[139]. W leczeniu farmakologicznym GIST istotng rolg odgrywaja badania molekularne
pozwalajace na identyfikacje obecnosci 1 rodzaju mutacji w genie KIT 1 PDGFRA. Wy-
kazano, zalezno$¢ pomigdzy dawka imatynibu, a odpowiedzig na leczenie w grupie pa-
cjentow z mutacjg w eksonie 9 genu K/7. U chorych z guzami z tg mutacja otrzymuja-
cych 800 mg zaobserwowano istotnie dluzszy czas przezycia wolnego od progresji w

poréwnaniu do grupy pacjentow, ktorzy otrzymywali 400 mg [34, 139].

3.3.4. Metabolizm i wydalanie

W stezeniach klinicznie istotnych 95% imatynibu wigze si¢ z biatkami osocza,
glownie z albuming 1 al-kwasna glikoproteing (AGP). Wykazano, Ze interakcja imaty-
nibu z AGP moze mie¢ znaczenie w terapii pacjentow z CML. Metabolizm imatynibu
odbywa si¢ w watrobie przy udziale izoenzymdw cytochromu P450, gioéwnie CYP3A4.
Szereg ksenobiotykéw, w tym takze lekow, aktywuje (np. deksametazon, fenytoina,
barbituraty) lub hamuje (np. simwastatyna, cyklosporyna) funkcj¢ tych enzyméw. Jed-
noczesne podanie ktorejs z tych substancji i imatynibu moze wptyna¢ na zmiane jego
stezenia i tempa metabolizmu. Opisano przypadek pacjenta z CML, ktory otrzymywat
jednoczes$nie imatynib i fenytoine. Pacjent ten, jako jedyny nie uzyskat catkowitej od-
powiedzi hematologicznej na terapi¢ w grupie chorych otrzymujacych 350 mg imatyni-
bu. Przyczyng bylo niskie st¢zenie imatynibu, ktorego warto$¢ byta zblizona do tych
obserwowanych u pacjentow otrzymujacych 85 mg leku. Przerwanie leczenia fenytoing
1 zwigkszenie dawki imatynibu do 500 mg pozwolito na uzyskanie catkowitej odpowie-
dzi hematologicznej, a st¢zenie imatynibu odpowiadato wartosci obserwowanej u in-
nych pacjentow otrzymujacych takg dawke [42]. W metabolizm imatynibu zaangazo-
wane sg rowniez enzymy: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 oraz CYP3AS.
Gléwnym metabolitem jest N-demetylowana pochodna piperazynowa (CGP 74588),
ktéra wykazuje aktywno$¢ zblizong do imatynibu, ale jej wspotczynnik stezenia w oso-
czu wzgledem czasu, jest znacznie nizszy i stanowi okolo 16% obserwowanego dla
imatynibu. Jest on takze substratem dla bialek transportowych ABCB1 oraz ABCG2,

ktére biorg udzial w usuwaniu ksenobiotykow z komorek [16, 54]. Okoto 81% zaapli-
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kowanej dawki ulega wydaleniu w ciggu 7 dni, z czego 68% wraz z6lcia, a 13% z mo-

czem [23, 29, 126].

3.3.5. Opornos¢ na leczenie

Wdrozenie leczenia imatynibem u chorych z GIST okazato si¢ pierwsza i do nie-
dawna jedyna skuteczng terapig farmakologiczng przeciw tej chorobie. Cho¢ odsetek
catkowitych remisji jest nieznaczny, to jednak wigkszo$¢ pacjentOw przynajmniej cze-
sciowo odpowiada na leczenie. Mimo oczywistych korzysci ptyngcych z opracowania
tej terapii, przyniosta ona ze soba rowniez nowe problemy i wyzwania. Najpowazniej-
szym z nich wydaje si¢ by¢ kwestia opornosci guzow na leczenie. U okoto 10% pacjen-
tow wystepuje progresja choroby pomimo wprowadzenia terapii. Jesli opornos¢ pojawia
si¢ w trakcie pierwszych 6 miesiecy od wdrozenia imatynibu, to okresla si¢ ja jako
opornos¢ pierwotng [39]. Najpowszechniejsza jej przyczyna jest mutacja D842V
(NG _009250.1:p.Asp842Val) w eksonie 18 genu PDGFRA [35, 61]. Jest to zarazem
najczestsza mutacja genu PDGFRA wykrywana w GIST. Mutacja ta wystepuje w ekso-
nie kodujagcym domene¢ TK2 kinazy tyrozynowej o aktywnos$ci enzymatycznej. Mutacja
ta odpowiada mutacji D816V (NG _007456.1:p.Asp816V) eksonu 17 genu KIT, ktéra
jest wykrywana u pacjentOw z mastocytoza i odpowiada za oporno$¢ na imatynib tej
grupy chorych. W obu genach powoduje substytucj¢ prowadzaca do zamiany kwasu
asparaginowego na waling, co sugeruje duze znaczenie tego aminokwasu dla aktywno-
$ci enzymatycznej receptora [61]. Obecnos¢ tej mutacji utrudnia dopasowanie czastecz-
ki imatynibu do miejsca wigzania i tym samym obniza jego skutecznos¢ [98]. Ma to
duze znaczenie w praktyce klinicznej, poniewaz wykrycie tej mutacji w guzie pacjenta
stanowi kryterium wylaczenia z refundowanej terapii uzupetniajacej po resekcji guza.
Przyczyng opornosci pierwotnej rzadko sg mutacje genu KI/7. Dotychczas opisano wy-
krycie mutacji N822K w eksonie 17 (NG _007456.1:p.Asn822Lys) czy mutacje ztozone
zlokalizowane w obrebie eksonu 11 u pojedynczych pacjentow z GIST [60, 153]. Opor-
no$¢ na leczenie warunkuja réwniez mutacje wykrywane w eksonie 9 genu K/7. Jednak
ta oporno$¢ pierwotna ustepuje po zwickszeniu dawki imatynibu do 800 mg. Oporno$¢
pierwotng obserwuje si¢ rowniez w WT-GIST, w przypadku ktérych rozwdj choroby
nie wigze si¢ bezposrednio z zaburzeniem funkcji receptorow KIT i PDGFRA [39, 60,
107]. Podsumowujac, jedyna powszechnie opisywang mutacjg pierwotng, wywolujaca
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opornos¢ GIST na leczenie imatynibem, jest D842V, wykrywana w genie PDGFRA.
Biorgc jednak pod uwage fakt, ze mutacje tego genu wystepuja znacznie rzadziej niz
mutacje genu K/7T, zjawisko opornosci pierwotnej nie jest tak problematyczne jak opor-
nos¢ wtorna.

Oporno$¢ wtdrna wystepuje u pacjentoéw poczatkowo odpowiadajacych na leczenie,
u ktérych po co najmniej 6 miesigcach dochodzi do progresji choroby [39]. Przyczyne
oporno$ci wtornej stanowig przede wszystkim mutacje wtorne, ktdre pojawiaja si¢ w
guzach wigkszosci pacjentow [39, 107]. Powstajg one podczas podziatow komorek no-
wotworowych i poczatkowo obecne sg w nielicznej ich frakcji. Jednak po rozpoczgciu
terapii i pojawieniu si¢ presji selekcyjnej, jaka wywiera imatynib, sprawiaja, ze liczba
takich komorek wzrasta, co w efekcie prowadzi do progresji choroby, tym razem opor-
nej na lek. Zjawisko takie okresla si¢ jako selekcje klonalng [112, 145]. Mutacje wtorne
wystepuja w eksonach 13, 14 1 17 genu KI7, kodujacych domeny enzymatyczne kinazy
tyrozynowej. Zaburzenie tego rejonu zmniejsza powinowactwo imatynibu do miejsca
wigzania (eksony 13 1 14) lub utrudnia do niego dostep (ekson 17). Mutacje wtorne wy-
stepuja najczesciej u pacjentow, u ktorych stwierdzono mutacj¢ pierwotng eksonu 11
genu KIT. Znacznie rzadziej obserwowane sg u pacjentdw z mutacjg pierwotng eksonu
9 genu KIT. Jesli chodzi o gen PDGFRA, to mutacje wtdrne praktycznie nie wystepuja,
cho¢ znany jest przypadek mutacji V561D (NG _009250.1:p.Val561Asp; ekson 12) w
guzie pierwotnym pacjenta, u ktérego po wystapieniu progresji w trakcie terapii,
stwierdzono nowa, tym razem oporng na leczenie mutacj¢ D842V [60]. Mutacji wtor-
nych praktycznie nie obserwuje si¢ u pacjentow, u ktorych wczesniej wystgpita opor-
nos¢ pierwotna [4, 39, 60, 171].

Problem opornosci na leczenie, szczegdlnie w przypadku mutacji w eksonie 9 genu
KIT, mozna niekiedy rozwigza¢ poprzez zwigkszenie dziennej dawki imatynibu. Jesli
nie ma takiej mozliwosci lub nie przynosi to efektu, stosuje si¢ lek drugiej linii, czyli
sunitinib. Podobnie jak imatynib, jest to inhibitor receptoroéw KIT i PDGFRA, ale o
wiekszym spektrum dziatania. Hamuje bowiem réwniez m.in. receptory czynnika wzro-
stu §rodbtonka naczyniowego (VEGFR), wywierajac tym samym efekt antyangiogene-
tyczny, co wigze si¢ z powazniejszymi efektami ubocznymi. Niemniej jednak wielu
pacjentdw opornych na leczenie imatynibem, po wdrozeniu sunitinibu, uzyskuje istotnie
dluzsze czasy przezycia [39]. Po pojawieniu si¢ opornosci na sunitinib stosuje si¢ lek

trzeciej linii — regorafenib. Wykazano, ze wydtuza on istotnie czas przezycia wolnego
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od progresji, cho¢ nie wplywa na catkowity czas przezycia chorych. Stosuje si¢ go w
28-dniowych cyklach, az do wystgpienia progresji lub zbyt nasilonej toksycznos$ci
[129]. Wystapienie opornosci na regorafenib, nie pozostawia obecnie pacjentom dalszej
mozliwo$ci skutecznego leczenia farmakologicznego. Prowadzone s3a jednak badania
nad inhibitorami kolejnych generacji, takich jak: sorafenib, dasatinib czy nilotinib. Ba-
dania daja nadziej¢ na opracowanie, w oparciu o te substancje, terapii przeciw guzom

opornym na oba wczesniej stosowane leki [39].

Na podstawie dotychczasowych obserwacji mozna stwierdzi¢, ze badania moleku-
larne GIST stanowig kluczowy element oceny rokowania i szans powodzenia terapii z
wykorzystaniem imatynibu. W oparciu o ich wyniki, podejmowane sg decyzje o kierun-
ku dalszego, zindywidualizowanego postepowania klinicznego. Ponadto znamy, dzigki
nim, spektrum mutacji w genach KIT i PDGFRA, begdacych przyczyng choroby, co po-
zwala skuteczniej opracowywac terapie celowane. Najliczniejsza grupe chorych stano-
wig pacjenci, w guzach ktérych wykrywa si¢ mutacje w eksonie 11 genu KIT. Jest to
zarazem grupa, ktora najlepiej odpowiada na leczenie imatynibem. Niestety, mimo tera-
pii, u wigkszosci pacjentow dochodzi po pewnym czasie do progresji choroby, co jest
zwigzane z wystapieniem mutacji wtornych. Okres tego czasu jest jednak bardzo rézny,
nawet pomigdzy pacjentami, u ktérych wykryto podobne mutacje w guzach pierwot-
nych 1 moze wynosi¢ od kilku miesi¢cy do kilku lat. Rdznice te moze thumaczy¢ wiele
czynnikow. Za jeden z nich uwaza si¢ profil farmakokinetyczny imatynibu, indywidual-
ny dla kazdego pacjenta. Jesli na przyktad, w trakcie trwania terapii wystapi zwigksze-
nie tempa metabolizmu 1 usuwania imatynibu z ustroju, moze doj$¢ do obnizenia stgze-
nia leku wobec zaplanowanej warto$ci, a tym samym, do zmniejszenia ekspozycji ko-
moérek nowotworowych na jego dziatanie [171]. Moze to by¢ przyczyng wczesniejszego
wystapienia progresji choroby. Metabolizm, transport 1 usuwanie imatynibu z organi-
zmu, to parametry $ci§le zwigzane z wydajnoscig enzymow zaangazowanych w prze-
miany ksenobiotykdéw. Wydajnos¢ ta zalezy migdzy innymi od obecno$ci w organizmie
induktoréw 1 inhibitoréw enzymoéw metabolizujacych imatynib, dlatego nalezy zwracaé
szczegolng uwage na inne leki i substancje czynne, jakie przyjmuje pacjent. Zalezy jed-
nak ona rowniez od indywidualnego dla kazdego pacjenta profilu genetycznego.

Bialka zaangazowane w metabolizm i transport imatynibu, wyst¢puja w wielu wa-

riantach polimorficznych, ktore moga znaczaco r6zni¢ si¢ aktywnoscia lub powinowac-
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twem do substratu. Oznacza to, ze profil genetyczny pacjenta moze wptywac na takie
parametry, jak poziom leku czy tempo jego usuwania, oddzialujgc tym samym na sku-
teczno$¢ terapii. Zatem zakres zainteresowania biologii molekularnej, w konteks$cie
terapii przeciwnowotworowej, nie moze ograniczac¢ si¢ jedynie do oceny rodzaju muta-
cji w guzie. Powinien rowniez obja¢ mozliwy wplyw wariantow polimorficznych en-
zymow metabolizujacych imatynib na wynik terapii. Do biatek zaangazowanych w
przemiany imatynibu, naleza m.in. niektore izoenzymy cytochromu P450 (np. CYP3A4,
AS5) czy tez biatka transportowe ABC (ABCB1, ABCG2).
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3.4. ENZYMY ZWIAZANE Z METABOLIZMEM I TRANSPORTEM
IMATYNIBU

3.4.1. Wybrane polimorfizmy bialek enzymatycznych metabolizujacych imatynib

Metabolizm ksenobiotykow, a wiec rowniez lekow przeciwnowotworowych, w tym
takze imatynibu, odbywa si¢ glownie przy udziale enzymoéw cytochromu P450. Stano-
wig one olbrzymig grup¢ hemoprotein, ktorych przedstawiciele obecni s3 w kazdym
organizmie. Przypuszcza si¢, ze przodkiem tej licznej wspoiczesnie grupy byt gen, wy-
stepujacy w prostych organizmach sprzed ery eukariontow i bogatej w tlen atmosfery.
Wraz z postgpowaniem zmian klimatycznych i pojawianiem si¢ coraz bardziej rdézno-
rodnych 1 skomplikowanych form zycia, dochodzito prawdopodobnie do kolejnych du-
plikacji tego genu 1 przyjmowania nowych funkcji przez jego kolejne wersje. Wspdlnie
z naturalnymi mechanizmami odpowiedzialnymi za wystegpowanie réoznorodnosci gene-
tycznej, doprowadzilo to do powstania jednej z wigkszych, znanych dzi§ nadrodzin bia-
ek, ktére zaangazowane sg w szereg kluczowych proceséw zyciowych. W przypadku
ssakow wystepuja one niemal w kazdej tkance, a ich lokalizacja komdrkowa dotyczy
przede wszystkim retikulum endoplazmatycznego (frakcja mikrosomalna) i blony mito-
chrondriow. Najciekawsza z medycznego punktu widzenia jest oczywiscie ludzka grupa
przedstawicieli enzymow cytochromu P450. Znanych jest 57 kodujacych je genow, po-
dzielonych na 18 rodzin. Najwigksze i w kontek§cie metabolizmu lekéw najwazniejsze,
sg rodziny CYPI, CYP2 1 CYP3 [30, 115]. Kilku przedstawicieli tych rodzin jest w roz-
nym stopniu zaangazowanych w metabolizm imatynibu, sg to miedzy innymi: CYP3A4,
CYP345, CYP2CY, CYP2C19 oraz CYP2D6. Jak wspomniano wyzej, geny cytochromu
P450, w tym takze te przed chwila wymienione, charakteryzuja si¢ wystepowaniem w
wielu wariantach polimorficznych. Niektore z tych wariantow moga powodowa¢ zmia-
ny w ekspresji, budowie lub funkcji kodowanych biatek, co z kolei, moze przektadac si¢
na wydajno$¢ metabolizmu okreslonych substratow. Ponizej przedstawiono kilka wy-
branych polimorfizmow, ktore moga mie¢ znaczenie w procesach przemian niektorych

lekow.
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3.4.1.1. Polimorfizm CYP3A4A4*1B

Metabolizm imatynibu odbywa si¢ gtownie w watrobie, przy udziale enzymow z
grupy CYP3A, a przede wszystkim izoenzymu CYP3A4 [29, 126]. Hemoproteiny z tej
grupy odpowiadaja za biotransformacj¢ okoto 50% wszystkich metabolizowanych far-
maceutykow [163, 172]. Sam izoenzym CYP3A4 jest prawdopodobnie najistotniej-
szym, z punktu widzenia metabolizmu lekow, przedstawicielem cytochromu P450. Cha-
rakteryzuje si¢ olbrzymim spektrum substratoéw, odpowiadajgc za metabolizm 120 le-
kéw. Uwaza si¢ rOwniez, ze w przynajmniej pewnym stopniu jest zaangazowany w
przemiany okoto 60% wszystkich farmaceutykéw bedacych w uzyciu. Wystepuje w
watrobie, gdzie stanowi do 60% wszystkich obecnych tam przedstawicieli cytochromu
P450, a takze w jelitach [30]. Gen CYP3A44 jest zlokalizowany na chromosomie 7 i
sktada si¢ z 13 eksondow [57]. Opisano ponad 30 dotyczacych go polimorfizméw poje-
dynczego nukleotydu (SNP, single nucleotide polymorphism), czyli wariantow allelicz-
nych réznigcych si¢ migdzy soba tylko jednym nukleotydem. Jednym z nich jest naj-
wczesniej opisany polimorfizm tego genu: CYP344*1B (rs2740574), ktory prowadzi do
-392A>G w rejonie promotorowym [163]. Wykazano jego zwiazek z bardziej agresyw-
nym zachowaniem raka prostaty [131]. Jest rowniez mozliwe, Zze polimorfizm ten po-
woduje wzrost ekspresji kodowanego enzymu, co oznaczatoby podwyzszenie jego ak-
tywnosci [1]. To z kolei mogtoby sie przetozy¢ na zwigkszenie tempa metabolizmu sub-
stratow, a tym samym na obnizenie ich stezenia w ustroju. Taki scenariusz zdaja si¢
potwierdza¢ badania przeprowadzone u oséb po przeszczepie nerki, przyjmujacych ta-
krolimus, ktory jest metabolizowany mi¢dzy innymi przy udziale izoenzymu CYP3A4.
Wykazano statystycznie istotnie nizszy poziom leku u nosicieli przynajmniej jednego
allelu CYP344*1B, wzgledem homozygot WT [64]. Z drugiej jednak strony, wyniki
badania przeprowadzonego w Australii w grupie chorych na raka piersi lub jajnika, wy-
kazaty brak zwigzku tego polimorfizmu z przebiegiem choroby. Podwazono réwniez
jego istotne znaczenie w regulacji transkrypcji [144]. Taki stan rzeczy uniemozliwia
uniwersalng ocen¢ znaczenia tego polimorfizmu i uzasadnia przeprowadzenie stosow-
nych badan w sytuacjach, w ktérych mamy do czynienia z powszechnym stosowaniem

substratow dla kodowanego przezen enzymu.
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3.4.1.2. Polimorfizm CYP3A5*3C

Drugim enzymem z rodziny CYP3A, zaangazowanym w metabolizm imatynibu, jest
CYP3AS [37, 126]. Jest on kodowany przez identycznie nazwany gen, ktory podobnie
do CYP3A44 znajduje si¢ na chromosomie 7 [163]. Jego ekspresje stwierdza si¢ m.in. w
ptucach, nerkach czy w przysadce [30, 83, 163, 172]. W przypadku watroby przyjmuje
sie, ze jest ona nizsza od ekspresji CYP3A44 i1 zarazem trudna do jednoznacznego osza-
cowania z uwagi na duze réznice etniczne, zwigzane z czg¢stoscig wystepowania nie-
funkcjonalnego allelu CYP345*3C [83, 163]. Spektrum substratéw dla enzymow
CYP3A4 i A5 w znacznej mierze si¢ pokrywa, w zwigzku z czym, mozna je w pewnym
sensie traktowa¢ jako wzajemnie uzupelniajacy sie uktad [163, 172]. Oznacza to, ze
udziat obu tych enzymow w metabolizmie danego substratu nie jest zawsze jednakowy 1
zalezy od indywidualnych uwarunkowan genetycznych [163]. W tym kontekscie szcze-
golnego znaczenia nabiera wspomniany, wykrywany w intronie 3, wariant polimorficz-
ny CYP3A5*3C (rs776746; 6986A>QG), ktory powoduje alternatywne sktadanie i skro-
cenie produktu biatkowego, w skutek pojawienia si¢ kodonu stop, czego rezultatem jest
absencja funkcjonalnego enzymu [83]. Szacuje si¢, ze u Amerykanéw europejskiego
pochodzenia i Europejczykow (populacja kaukaska), czesto$¢ tego wariantu wynosi od
60 do 90% [83, 163, 165]. Obecnos¢ prawidtowego allelu, wykrywanego u wickszosci
Afroamerykandéw 1 nieznacznej czesci przedstawicieli populacji kaukaskiej, powoduje
zrownanie poziomow ekspresji enzymoéw CYP3A4 i AS we frakcji watrobowej [83]. W
takiej sytuacji udziat obu enzymow w watrobowym metabolizmie lekéw moze by¢ po-
dobny. Niemniej jednak, u wigkszosci przedstawicieli populacji kaukaskiej, w tym
mieszkancow Polski, obserwuje si¢ brak funkcjonalnego wariantu CYP3AS, co moze
mie¢ znaczenie kliniczne. Okazuje si¢, ze obecnos¢ nieaktywnego wariantu koreluje ze
zmniejszeniem dawki koniecznej do uzyskania zamierzonego st¢zenia leku takrolimus u

pacjentdw po przeszczepie nerki, ze wspomnianego juz wyzej badania [64].

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

Enzymy z rodziny CYP2 stanowig najwieksza grup¢ ludzkich przedstawicieli cyto-
chromu P450, sktadajac si¢ na niemal jedna trzecig zidentyfikowanych w jego ramach

sekwencji [30]. Niektore izoenzymy z tej rodziny (CYP2C9 i 19 oraz CYP2D6), ogry-
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wajg pewna rol¢ w metabolizmie imatynibu, cho¢ ich udzial w tym procesie, jest mniej-
szy niz w przypadku enzymow CYP3A4 1 A5 [29, 126]. Moze si¢ to wigzac z ich nie-
wielkim, wzgledem rodziny CYP3, udziatem we frakcji watrobowej cytochromu P450 —
tylko CYP2A6 osigga w niej znaczacy poziom [30]. Podrodzina CYP2C sktada si¢ z 4
genoéw: CYP2C8, CYP2CY, CYP2C18 1 CYP2C19, ktére mieszcza si¢ w chromosomie
10, i ktorych produkty zaangazowane sa w metabolizm okoto 20% lekow [30, 163].
Wsrod gendéw tych zidentyfikowano warianty polimorficzne, ktore moga mieé istotny

wplyw na procesy biotransformacji niektorych substancji czynnych.

CYP2C9%2 (rs28371674) jest polimorfizmem wykrywanym, w zbudowanym z
dziewieciu eksonow, genie CYP2C9, ktérego udziat we frakcji watrobowej, jest w ra-
mach podrodziny CYP2C najwickszy [31, 44, 135]. Wariant ten dotyczy eksonu 3, w
ktorym dochodzi do tranzycji 430C>T, powodujacej] w kodowanym biatku substytucje
argininy cysteing (R144C) [135]. Moze to by¢ przyczyng obnizenia powinowactwa en-
zymu do, przynajmniej czgsci, jego substratow. Zaobserwowano na przyktad, ze wsrod
pacjentow przyjmujacych warfaryng, ci bedacy nosicielami allelu CYP2C9*2, potrzebu-
ja nizszej dawki leku, niz pacjenci WT [49]. Wigze si¢ to prawdopodobnie ze zmniej-
szeniem tempa metabolizmu warfaryny u pacjentow, ktérzy sa nosicielami tego poli-
morfizmu [135, 147].

CYP2C19%*2 oraz *3 to warianty polimorficzne genu CYP2C19, kodujacego enzym
wystepujacy w watrobie, dwunastnicy 1 jelicie cienkim [79]. Jest on przede wszystkim
odpowiedzialny za metabolizm mefenytoiny, z grupy lekow przeciwpadaczkowych, a
takze diazepamu, omeprazolu, niektérych lekéw przeciwnowotworowych i szeregu an-
tydepresantow [30, 163]. Kliniczne znaczenie tych polimorfizméw zostalo po raz
pierwszy opisane w zwigzku z uposledzeniem metabolizmu mefenytoiny, bedacego
wynikiem absencji funkcjonalnego enzymu [32, 33]. Wariant CYP2C19%*2 (rs4244285),
wykrywany w eksonie 5, powoduje tranzycje 681G>A, wskutek czego dochodzi do
defektu skfadania i ostatecznie do powstania skrdéconego, 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 biatkowego [32]. Obecnos¢ jednego z tych wariantéw w uktadzie homozygo-
tycznym lub obu w uktadzie heterozygotycznym, jest okreslana, wobec aktywnosci en-

zymu CYP2C19, jako fenotyp stabego metabolizmu [20]. Wykazano jego zwigzek ze
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zwigkszonym ryzykiem wystgpienia raka watrobowo-komorkowego, u nosicieli wirusa
HCV z marskos$cig watroby [20]. Ponadto, otrzymujacy klopidogrel, pacjenci z choro-
bami wiencowymi, ktorzy sg nosicielami wariantu CYP2CI19*2, wymagaja istotnie
wyzsze] dawki leku w poroéwnaniu z homozygotami WT [104].

CYP2D6*4 to polimorfizm genu CYP2D6, bedacego jedynym funkcjonalnym
przedstawicielem podrodziny CYP2D [30]. Ztozony z dziewigciu eksondw gen miesci
si¢ na chromosomie 22, a kodowany przez niego enzym jest obecny przede wszystkim
w watrobie, jak rowniez w moézgu 1 jelicie cienkim [59, 122]. Charakteryzuje si¢ on
szerokim spektrum substratow, bedac zaangazowanym w metabolizm wielu farmaceu-
tykow, w tym: B-blokerow, antydepresantow oraz lekow przeciwbolowych, przeciw-
psychotycznych, przeciwarytmicznych i przeciwnowotworowych [30, 163]. W sumie
bierze on udzial w przemianach nawet 25% wszystkich lekéw, a wykrywane w jego
ramach warianty genetyczne wywierajg wplyw na metabolizm okoto 50% z nich. Czyni
go to, najwazniejszym, polimorficznym enzymem zwigzanym z biotransformacja far-
maceutykow [72]. Istnieje ponad 60 znanych alleli tego genu, w r6znym stopniu oddzia-
tujacych na jego funkcje. Za jeden z istotniejszych, a w kontekscie fenotypowego efektu
stabego metabolizmu by¢ moze najistotniejszy, uwaza si¢ wariant CYP2D6*4
(rs1800716), obecny na granicy 3 intronu i 4 eksonu, i powodujacy btedne sktadania
genu [55, 72]. Wskutek tego powstaje skrdcone, niefunkcjonalne biatko [55]. Moze by¢
to przyczyng spadku tempa metabolizmu wielu lekoéw, co z kolei przektada si¢ na efek-
tywnos¢ terapii. W jednym z badan wykazano, ze pacjenci z chorobami psychicznymi,
leczeni substratami dla genu CYP2D6, bedacy nosicielami jego niefunkcjonalnych alle-
li, charakteryzowali si¢ powazniejszymi efektami ubocznymi i dluzszym pobytem w
szpitalu niz nosiciele prawidtowych wersji genu [22]. W przypadku chor6b nowotwo-
rowych obecno$¢ tego wariantu rowniez moze mie¢ znaczenie. Wykazano na przyktad,
jego zwiazek z istotnie nizszym stezeniem aktywnego metabolitu tamoksifenu u przyj-

mujacych ten lek pacjentek z rakiem piersi [74].

3.4.2. Wybrane polimorfizmy transporteréw bialkowych

Przebieg metabolizmu wielu lekéw zalezy m.in. od wydajnosci enzymoéw odpowie-
dzialnych za ten proces. W przypadku imatynibu, odbywa si¢ on gtéwnie w watrobie,

przy udziale niektérych izoenzymow mikrosomalnej frakcji cytochromu P450. Wyste-
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puja one w wielu wariantach polimorficznych, z ktorych kilka, mogacych wptywa¢ na
przebieg biotransformacji, opisano powyzej. Jednak nie tylko wydajnos¢ metabolizmu
leku ma zwigzek z efektem terapeutycznym. Moze go rowniez mie¢ ilo§¢ farmaceutyku,
jaka zostanie poddana przemianom w okreslonym czasie (innymi stowy: ile leku trafi w
danym okresie do komorki i jak dtugo w niej pozostanie). To za$ zalezy od funkcji bia-
tek zaangazowanych w komoérkowy ,,naptyw” i ,,odptyw”, czyli transport ksenobioty-
kéw. Proteiny te mozna podzieli¢ na dwie grupy: ABC (ATP-binding cassette) i SLC
(solute-carriers) [48, 58]. Ludzka rodzina transporterow ABC liczy 48 genow, ktorych
produkty to biatka transblonowe wykorzystujace energie ATP do aktywnego transportu
wielu substancji chemicznych, w tym takze lekow, gtownie z wnetrza do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej [34]. Wsrdd tych genow szczegdlng uwaga nauki ciesza sie¢ dwa
najczesciej badane: ABCBI oraz ABCGZ2. Zainteresowanie to wigze si¢ m.in. z ich
aspektem farmakogenetycznym, majacym znaczenie w wielu terapiach [48]. Druga gru-
p¢ stanowig transportery ze znacznie wigkszej, ale nie tak intensywnie badanej nadro-
dziny SLC. Liczy ona 55 rodzin genéw, kodujacych ponad 360 biatek blonowych. Dzia-
faja one najczesciej na zasadzie transportu pasywnego, posredniczac w przemieszczaniu
czastek przez btony lipidowe zgodnie z gradientem stezen lub ko-transportu, polegaja-
cego na jednoczesnym ruchu dwoch czastek, z ktorych jedna przemieszcza si¢ zgodnie
z gradientem, podczas gdy druga wbrew niemu. Substratami dla transporterow SLC sa
przede wszystkim substancje endogenne. Uwaza si¢ jednak, ze niektore ksenobiotyki
moga niejako ,,oportunistycznie” korzysta¢ z posrednictwa biatek SLC, dostajac lub
wydostajac si¢ z komorek [58]. Podobnie jak w przypadku cytochromu P450, w ramach
obu wyzej wymienionych rodzin genow, wystepuje wiele wariantow polimorficznych,
mogacych wptywaé¢ na funkcje bialek, a tym samym na przebieg i skutecznos$¢ terapii
angazujacych chemiczne zwigzki egzogenne [48]. Ponizej przedstawiono cztery wybra-

ne polimorfizmy genow kodujacych transportery biatkowe.

3.4.2.1. Polimorfizm ABCB1 3435C>T

Funkcjonalne biatka z rodziny ABC zbudowane sg zazwyczaj z czterech domen:
dwoch TM oraz dwoch NBFs (nucleotide-binding folds). Zakotwiczone w btonie dome-
ny TM odpowiadaja za okreslenie specyfikacji substratowej, natomiast obecne w cyto-

plazmie domeny NBFs, stanowig rejon wigzania ATP. Biatka ABC wystepuja w postaci
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kompletnych transporteréw (zbudowanych ze wszystkich 4 domen) lub tzw. poét-
transporterow, ktore uzyskuja funkcjonalnos¢ po utworzeniu homo lub heterodimeroéw
[34]. Do kompletnych transporterow nalezy ABCB1 (znany réwniez jako glikoproteina
P), ktory jest zarazem pierwszym i najlepiej poznanym przedstawicielem catej rodziny
ABC [48, 95]. Gen ABCBI zbudowany jest z 28 eksondéw, mieszczacych si¢ na chro-
mosomie 7 [48]. Jego wczesniejsza nazwa MDRI, wynika z fenotypowego efektu MDR
(multi-drug resistance), polegajacego na zwigkszonej opornosci na leczenie farmakolo-
giczne, nowotworow z podwyzszong ekspresja biatka ABCBI, zaangazowanego w
usuwanie ksenobiotykow z komorki [12, 48]. Wykazano, na przyktad, istnienie zwigzku
nadekspresji biatka ABCB1 w linii komorkowej wywodzacej si¢ z CML, z opornoscia
tych komorek na dzialanie imatynibu [100]. Sama zatem obecno$¢ tego transportera w
tkance nowotworowe] moze wptywac na skuteczno$¢ terapii. W zdrowych tkankach,
ekspresje ABCB1 obserwuje si¢ w okreslonych komoérkach watroby, jelit, nerek, nad-
nerczy i trzustki, a takze w komodrkach $rodbtonka naczyn wltosowatych, wchodzacych
w sklad bariery krew-moézg [24, 154]. W ramach sekwencji kodujacej ten transporter,
opisano ponad 100 wariantow polimorficznych, sposrdd ktorych jednym z najczescie)
badanych jest ABCBI 3435C>T (rs1045642) [48]. Jego obecnos¢ w uktadzie homozy-
gotycznym (77) powoduje spadek ekspres;ji biatka, co moze by¢ efektem obnizonej sta-
bilnosci mRNA zawierajacego ten wariant [67, 168]. Jednak zwigzek tego polimorfizmu
ze skuteczno$cig farmakologicznych terapii przeciwnowotworowych nie jest jedno-
znaczny. W jednym z badan nad jego wptywem na efekt leczenia imatynibem pacjen-
tow z CML, nie wykazano istotnej korelacji jego obecnos$ci ani ze stgzeniem imatynibu
u chorych, ani tez z efektem terapeutycznym [148]. Z drugiej strony wyniki innych ba-
dan wykazaty, ze wsrdd pacjentéw z CML leczonych imatynibem, istnieje zwigzek
obecnosci wariantu 7, z gorsza odpowiedzig na leczenie [116]. Okazato si¢ rowniez, ze
chorzy z CML, bedacy homozygotami 77, majg mniejsze szanse na uzyskanie wiekszej
lub catkowitej odpowiedzi molekularnej, na terapi¢ imatynibem [36]. Mimo rozbiezno-
sci wynikéw badan, mozna powiedzie¢, ze polimorfizm ABCBI 3435C>T nie jest bez

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

Drugim przedstawicielem rodziny transporteréw ABC jest ABCG2. Gen kodujacy
to biatko sktada si¢ z 16 eksonoéw 1 znajduje si¢ w chromosomie 4 [6]. Inna nazwa tego
genu — BCRP (breast cancer resistance protein) — wynika z faktu, ze zostat on wyizo-
lowany z opornych na mitoksantron, doksorubicyne¢ i daunorubicyn¢ komoérek raka
piersi, w ktorych jego obecnos¢ byta przyczyng fenotypu MDR [41]. ABCG?2 jest p6t-
transporterem, ktory podobnie jak ABCBI1, bierze udziat w przemieszczaniu substratow
z wnetrza komorki poza nig. Jego ekspresja tkankowa jest zblizona do prezentowanej
przez ABCBI i obejmuje: watrobg, nerki, jelita, mézg, a takze dodatkowo gruczoty
mlekowe, w ktorych w okresie laktacji bierze udziat w transporcie witaminy B2 do
mleka [48, 162]. W ramach sekwencji genu ABCG2, rdwniez wykryto szereg wariantow
polimorficznych, mogacych wptywac na funkcje biatka. Szczegolnie interesujacy wyda-
je si¢ polimorfizm 421C>A (rs2231142), powodujacy zastgpienie glutaminy lizyng w
kodonie 141 (Q141K). Komorki z ekspresja tego wariantu charakteryzuja si¢ zmniej-
szong ekspresja biatka 1 obnizong lekoopornoscia, wzgledem komoérek WT [71]. Ponad-
to wykazano, ze obecno$¢ wariantu C niekorzystnie wptywa na uzyskanie przez leczo-
nych imatynibem pacjentoéw z CML, wigkszej lub calkowitej odpowiedzi molekularne;j
[76]. Z kolei inny zespot powigzat ten polimorfizm z réznicami w stezeniu imatynibu w
osoczu chorych z CML [148]. Wcze$niejsze badania natomiast, przeprowadzone w gru-
pie chorych z GIST, wskazaty na brak zwigzku tego wariantu z profilem farmakokine-
tycznym imatynibu [51]. Ostatnio jednak przebadano wigksza grupe pacjentow z GIST 1
wykazano istnienie wptywu polimorfizmu 421C>A, na wolny od progresji czas przezy-
cia tych chorych [82]. Zatem podobnie jak w przypadku opisanego wyzej wariantu genu
ABCBI, tak 1 w tym wypadku, istniejg rozbieznosci w ocenie jego klinicznego znacze-
nia. Nie ulega jednak watpliwosci, ze w okreslonych okoliczno$ciach moze on modu-

lowa¢ dziatanie i tym samym skutecznos$¢ leku.

3.4.2.3. Wybrane polimorfizmy genéw SLC2244 oraz SLC22A5

Druga nadrodzing transporteréw stanowiag biatka SLC, tworzace 55 rodzin. Mimo
takiego ich usystematyzowania, podstawy podziatu nie stanowi ich pokrewienstwo

ewolucyjne, ktore uwazane jest za niewystarczajace (wyjatki stanowig rodziny SLC25
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oraz SLCO), a jedynie ich spektrum substratowe [58]. W ten sposdb wyodr¢bniono ro-
dzing SLC22, ktorej przedstawiciele to transportery organicznych kationdw, anionow i
jondéw obojnaczych. Proteiny z tej grupy, zbudowane sg z 12 domen TM 1 2 duzych,
hydrofilowych petli: zewnatrzkomérkowej (migdzy TM1 1 TM2) oraz wewnatrzkomor-
kowej (migdzy TM6 1 TM7) [81]. Biora udziat w absorpcji 1 wydzielaniu lub wydalaniu
substancji endogennych oraz ksenobiotykow, w tym takze lekow, w jelitach, watrobie i
nerkach. W ramach tej rodziny wyodregbnia si¢ 3 grupy: transportery kationow orga-
nicznych (OCT), transportery anionow organicznych (OAT) oraz transportery kationow
1 jonéw obojnaczych OCTN [80]. Do tej ostatniej grupy nalezg biatka OCTNI 1
OCTN?2, ktore biorg udzial w transporcie niektorych lekow [80, 81]. OCTNI jest kodo-
wany przez gen SLC22A44, ktdry miesci si¢ na chromosomie 5 [45]. Jego ekspresja do-
tyczy gldwnie miegsni szkieletowych, nerek, jelita cienkiego, ptuc, serca, prostaty i tozy-
ska [150]. Wykazano, ze polimorfizm w jego obr¢bie moze mie¢ zwigzek z podatnoscia
na reumatoidalne zapalenie stawow [155]. Wynikoéw tych nie potwierdzono jednak w
podobnych badaniach przeprowadzonych w Wielkiej Brytanii [7]. Jednym z badanych
wariantow byl polimorfizm SLC22A44 1672C>T (rs1050152; L503F). Jest on przyczyna
zaburzenia specyfikacji substratowej kodowanego biatka [161]. Wyniki kilku innych
badan wskazuja na jego zwigzek z podatnoscia na chorobe Le$niewskiego-Crohna [92,
123, 128]. Stanowilo to zachete do sprawdzenia roli tego polimorfizmu w innych scho-
rzeniach przewodu pokarmowego, migdzy innymi w raku jelita grubego, w przypadku
ktorego okazat si¢ on nie mie¢ jednak znaczenia [146]. Odmienne wyniki otrzymano w
badaniach przeprowadzonych w grupach chorych z CML i GIST leczonych imatyni-
bem. W przypadku pacjentow z CML obecno$¢ wariantu C wigzala si¢ z lepszym ro-
kowaniem w kontek$cie uzyskania wigkszej odpowiedzi molekularnej [3]. Zblizone
wyniki otrzymano w grupie chorych z GIST, w ktorej réwniez obecnos¢ wariantu C
sprzyjala wydhuzeniu czasu uptywajacego od rozpoczecia terapii do progresji choroby
[2]. Mimo, ze nie ma pewnosci czy 1 w jakim stopniu OCTNI jest zaangazowany w
absorpcje imatynibu, to jednak powyzsze wyniki sugeruja zwigzek tego biatka z efek-
tem terapii wykorzystujacych imatynib [3]. Drugim z przedstawicieli rodziny SLC22
jest OCTN2, kodowany przez mieszczacy si¢ na chromosomie 5 gen SLC2245 [45].
Wykazuje on silng homologie wobec OCTNI, ale jego ekspresja tkankowa jest po-
wszechniejsza, wykryto ja bowiem dodatkowo, miedzy innymi w: trzustce, watrobie,

mozgu czy macicy [149]. Jeden z polimorfizméw genu SLC22A45 -2087G>C
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(rs2631372) okazal si¢ mie¢ zwigzek z podatnoscig na chorobe Le$niewskiego-Crohna,
co wynikato z obnizonej ekspresji genu SLC22A45 u homozygot CC [134]. Niekorzystny
wpltyw tego genotypu wykazano réwniez w przypadku leczonych imatynibem pacjen-
tow z GIST, wiazat si¢ on bowiem ze skrdceniem czasu od rozpoczecia terapii do pro-
gresji choroby [2].

Z przytoczonych publikacji w literaturze naukowej wynika, ze wszystkie opisane
powyzej polimorfizmy moga wptywaé na przebieg niektérych chorob, takze w kontek-
$cie terapii angazujacych imatynib. W zwigzku z tym, zdecydowano si¢ przebadac te
warianty w ramach niniejszego projektu w grupie 101 pacjentow z nieoperacyjny-

mi/rozsianymi GIST, leczonych w kilku o§rodkach w Polsce.
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4. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto zbadanie zwigzku wybranych wariantow polimorficz-
nych w obrebie genow cytochromu P450 1 transporterow ABC 1 SLC z efektem leczenia
imatynibem w grupie 101 chorych z guzami podscieliska przewodu pokarmowego.
Analiza ta polegata na ocenie wplywu tych polimorfizmoéw na czas, jaki uptynat od roz-

poczgcia terapii do progresji choroby.
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5. MARERIALY I METODY

5.1. BADANA GRUPA

Do badan molekularnych zakwalifikowano pacjentoéw z nieoperacyjnymi lub rozsia-
nymi GIST, ktorzy zostali poddani leczeniu imatynibem. Udzial w badaniu byl dobro-
wolny. Wszyscy zakwalifikowani pacjenci podpisali deklaracje $§wiadomej zgody na
udzial w badaniu.

Badania molekularne wykonano w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Genetyki Me-
dycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego po wczesniejszym uzyskaniu zgody
Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwer-
sytecie Medycznym.

Do badan zostali wlaczeni pacjenci z GIST, u ktorych oznaczono obecnos¢ i rodzaj
mutacji w guzie pierwotnym oraz ktdrzy nie kwalifikowali si¢ do resekcji zmian — tera-
pia farmakologiczna imatynibem. Na podstawie rodzaju mutacji genow KI/7 1 PDGFRA
pacjenci zostali podzieleni na odpowiednie podgrupy (tabela 6).

Tabela 6. Table 6. Podziat pacjentow na podstawie rodzaju mutacji w guzie pierwotnym. Patients group
assignment in accordance to primary tumor mutation type.

Zmutowany gen / mutated gene
KIT PDGFRA WT
Ekson 9 Ekson 11 Ekson 14 Ekson 18

Liczba pacjentow 13
n (%) 11(10,9) 71(70,3) 1(1) 5(4,9) (12.9)
Number of patients ’
WT — brak mutacji w genie KIT lub PDGFRA; no mutation in KIT nor PDGFRA

W tabeli, oprécz zgodnego z rodzajem mutacji w guzie pierwotnym podziatu pa-
cjentdbw na podgrupy, podano czgstos¢ poszczegdlnych mutacji w badanej grupie.
Zgodnie z przewidywaniami, najliczniejszg grupe stanowili pacjenci z guzami z mutacjg
w eksonie 11 genu KIT. W zwigzku z niewystarczajacg liczebnoscia pozostatych grup,
analiza statystyczna zostala przeprowadzona jedynie w grupie pacjentdéw z guzami
pierwotnymi z mutacja w eksonie 11 genu KI/7. Charakterystyke tej grupy przedstawio-

no w tabeli 7.
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Tabela 7. Table 7. Charakterystyka badanej grupy pacjentéw (guz pierwotny z mutacja w eksonie 11 genu
KIT). Characteristics of patients enrolled for further analysis (primary tumor with KIT mutation in exon
11).

Liczba Wiek w latach' Ple¢ Poczatkowa dawka imatynibu
chorych Agein years' Sex Starting imatinib dose
Number of zakres Srednia
patients range mean K M 400 mg 800 mg b.d.
71 30-78 57 28 43 68 1 2

1 — w chwili rozpoczecia terapii; at the beginning of treatment
K — kobiety; women

M — mezezyzni; men

b.d. — brak danych; no data available

Badania opieraty si¢ na zatozeniu, ze obecno$¢ okreslonych wariantoéw genetycz-
nych moze wplywac na skuteczno$¢ terapii. Dlatego tez, z ostatecznej analizy wylaczo-
no trzy pacjentki, u ktérych dawka poczatkowa byta wyzsza niz 400 mg lub nieznana
(tabela 7). Zatem ostatecznie grupa chorych wiaczonych do badania liczyla 68 pacjen-
tow, u ktorych okreslono zaréwno stopien zaawansowania choroby (M0 — jeden pacjent,
M1 — 65 pacjentéw, u dwoch pacjentow stopien zaawansowania choroby nie zostal

okreslony) jak 1 lokalizacj¢ guza pierwotnego (tabela 8).

Tabela 8. Table 8. Lokalizacja guza pierwotnego w badanej grupie pacjentow. Primary tumor location in
a studied group of patients.

Lokalizacja guza pierwotnego Liczba przypadkoéw (%)
Primary tumor location Number of cases (%)
Zotadek (stomach) 24 (35)
Dwunastnica (duodenum) 2 (3)

Jelito cienkie (small intestine) 33 (49)
Odbytnica (rectum) 7 (10)
Przestrzen zaotrzewnowa (reroperitoneum) 2 (3)

5.2. MATERIAL I ODCZYNNIKI

Materiat do badan genetycznych stanowit DNA wyizolowany z limfocytow krwi
obwodowej pacjentow z GIST. Podczas wizyty kontrolnej pobierano od chorych po Sml
krwi na EDTA, a nastgpnie przetrzymywano ja w temperaturze -80°C. Wszystkie od-

czynniki i roztwory wykorzystane do badan podano w tabelach 9 i 10.
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Tabela 9. Table 9. Lista odczynnikow i zestawow wykorzystanych podczas pracy laboratoryjnej. Rea-
gents and kits used during laboratory procedures.

Odczynnik Firma
Reagent Company
Clean-Up .
Zestaw - A&A Biotechnology
Kit ExTerminator
BigDye Terminator v3.1 Applied Biosystems
GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium
Polimerazy Taq
Polymerases DreamTaq
Enzymy restrykeyjne Aval, BamHI, Bsll,
Restriction enzymes Mbol, = Msel,  Mval,
Sau96l, Sspl
10x Taq
Bufory do reakcji 10x DreamTagq Thermo Fisher Scientific
enzymatycznych 10x BamHI
Enzymatic reaction 10x G
buffers 10x R
10x Tango
DNTPs
MgCl,
Startery / Primers IBB PAN
Chloroform Merck
Izopropanol / Isopropyl alcohol
EDTA
Fenol / Phenol
Glicerol / Glycerol
Kwas borowy / Boric Acid MP Biomedicals
Proteinaza K / Proteinase K
SDS
TRIS
Etanol / Ethanol POCH
Agaroza / Agarose Prona
Blekit bromofenolowy / Bromophenol blue
Bromek etydyny / Ethidium bromide
KHCO, Sigma
Ksylen cyjanu / Xylene cyanol
NaCl
NH,CI
Marker wielkosci / DNA lader Thermo Fisher Scientific
ddH,0 *

* podwojnie destylowana woda, wykorzystana w doswiadczeniach, byta uzyskiwana w katedral-
nym laboratorium, przy uzyciu 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.

5x TBE (1000ml)

Roztwor (objetosc) Sklad
Solution (volume) Composition
TRIS - 54¢g

Kwas borowy / Boric acid —27,5g
0,5M EDTA (pH=8) — 20ml
ddH,0 — 980ml

5x RBC (500ml)

NH,Cl-20,73g
KHCO; - 2.3g

0,5M EDTA (pH=8) — 10ml
ddH,0 — 500ml

Zel agarozowy (50ml)
Agarose gel (50ml)

Agaroza / Agarose — 1g

0,5x TBE — 50ml

Bromek etydyny / Ethidium bromide — 2,51
lub / or

GelRed — 2pl

NaCI/EDTA (1000ml)

NaCl -4,37¢g
0,5M EDTA (pH=8) — 2ml
ddH,0 — 1000ml

Bufor obciazajacy DNA (50ml)
DNA loading buffer (50ml)

0,25% blekit bromofenolowy / bromophenol blue
0,25% cyjanol ksylenu / xylene cyanol

30% glycerol / glycerol

w / in ddH,0O — 50ml
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5.3. APARATURA

Tabela 11. Table 11. Aparatura wykorzystana w badaniach. Laboratory equipment used in experimenta-
tion.

Nazwa urzadzenia Firma
Device name Company
3130 Genetic Analyser

Termocykler GeneAmp PCR System 2700
Thermal Cycler GeneAmp PCR system
2700

Termocykler 2720
Thermal Cycler 2720

Transilluminator GelDoc 2000
Zasilacz Power Pac 300 BIO-RAD
Power supply unit Power Pac Basic
Waga laboratoryjna MW-II
Laboratory scales MW-I1

Pipety / Pipettes

Termomikser comfort 5355
Thermomixer comfort 5355

5804 R

5810 R

Mini Spin
System filtracji wody HLPS

Water filtration system HLPS

Thermo Fisher Scientific

CAS

Eppendorf

Wirowka
Centrifuge

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
Chtodziarko-zamrazarka

Fridge-freezer Vestfrost
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5.4. METODY

5.4.1. Izolacja DNA

W celu izolacji DNA rozmrazano krew obwodowa pacjentéw i niezwlocznie przy-

stepowano do opisanej ponizej procedury:

A) Liza erytrocytow:

B)

0

1) krew (5ml) mieszano z 1x RBC (5ml) i wirowano przez 10min, w 4°C, przy
4000rpm.;

2) po zwirowaniu zlewano supernatant znad powstatego osadu. Nastepnie do
probowek dodawano 5ml 1x RBC i silnie wstrzasano — az do rozbicia osadu,
po czym ponownie wirowano probki (10min, 4°C, 4000rpm);

3) punkt nr 2 powtarzano kilka razy, az do uzyskania przejrzystego supernatan-
tu 1 ja$niejszego osadu.

Degradacja biatek:

1) po ostatnim wirowaniu zlewano supernatant, dodawano 4ml NaCl/EDTA 1
silnie wstrzgsano — az do rozbicia osadu;

2) nastepnie dodawano 500ul 10% SDS 1 kilkakrotnie obracano probdéwki, po
czym dodawano 12ul roztworu proteinazy K (20ng/ml) i ponownie obraca-
no;

3) tak przygotowane probki umieszczano w cieplarce o temperaturze we-
wnetrznej 37°C 1 pozostawiano na okoto 20 godzin.

Odbiatczanie:

1) po trawieniu dodawano do probowek 3ml fenolu i umieszczano je na wytrza-
sarce na 30min. Po tym czasie, wirowano przez 15min — 4°C, 4000rpm 4°C,;

2) po zwirowaniu faz¢ wodng (gorng) przenoszono do nowych probowek, do-
dawano 5ml chloroformu 1 umieszczano na wytrzasarce, na 30min. Nastep-
nie wirowano probki — 10min, 4°C, 4000rpm;

3) punkt nr 2 powtarzano 3-4 razy.
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D) Precypitacja i oczyszczanie DNA:

1) po ostatnim wirowaniu, przenoszono faz¢ wodng do nowych probowek, do-
dawano 5ml izopropanolu i umieszczano na okoto 20 godzin w zamrazarce o
temperaturze -20°C;

2) kolejnego dnia wirowano probki przez 10min w temperaturze -4°C,
7000rpm, po czym znad powstatego osadu (DNA) zlewano supernatant, a
nastepnie dodawano 500ul 70% etanolu;

3) punkt nr 2 powtarzano 2-3 razy, po czym probowki z osadem DNA, pozo-
stawiano pod wyciggiem do wyschniecia (kilkanascie godzin w temperaturze
pokojowej);

4) po wyschnigciu osadu, dodawano do probéwek 200ul ddH,O i ponownie po-
zostawiano na kilkanascie godzin, do rozpuszczenia osadu. Kolejnego dnia

material byt gotow do dalszych procedur.

5.4.2. Oznaczanie stezenia DNA

Przed przystgpieniem do badan genetycznych oznaczono st¢zenie DNA w kazdej z
probek przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop1000. Po wykonaniu pomiaréw, do roz-
tworow, ktorych stezenia przekraczaty 60ng/ul, dodano odpowiednig ilos¢ ddH,O tak,
by uzyskaé stezenie robocze wynoszace okolo 50ng/ul. Materiat przechowywano w

temperaturze 4°C.

5.4.3. Amplifikacja wybranych fragmentow

W celu oznaczenia wariantow genetycznych wykorzystano reakcje PCR (Polymera-
se Chain Reaction). Reakcja opiera si¢ na zastosowaniu termostabilnej polimerazy
DNA, ktéra 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.
Skfady mieszanin reakcyjnych 1 warunki temperaturowe dla obu rodzajow PCR, przed-

stawiono ponizej.
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Tabela 12. Table 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej. Reaction mix used in Taq based PCR.

Odczynnik (stezenie) / Component (concentration) Objetos¢ / Volume [ul]
Polimeraza Taq / Tag polymerase (5u/pl) 0,1
Starter F / F primer (10uM) 1
Starter R / R primer (10uM) 1
dNTPs (SmM) 1
MgCl, 1,5
10x Bufor Taq / 10x Taq buffer 2,5
ddH,0 15,9
DNA (~50ng/ul) 2
Objetos¢ calkowita / Final volume 25

F — forward; R — reverse (rowniez w tabelach 13 i 14; also in tables 13 and 14)

Tabela 13. Table 13. Sktad mieszaniny w reakcji PCR opartej na polimerazie DreamTaq. Reaction mix
used in DreamTaq based PCR.

Odczynnik (stezenie) / Component (concentration) Objetosé¢ / Volume [ul]
Polimeraza DreamTaq / Dream7aq polymerase (5u/pl) 0,1

Starter F / F primer (10uM) 1

Starter R / R primer (10pM) 1

dNTPs (5SmM) 1

10x Bufor DreamTaq (zawierajacy Mg"")

10x DreamTaq buffer (containing Mg"") 2,5

ddH,0 18,4

DNA (~50ng/ul) 1
Objetosé caltkowita / Final volume 25

Amplifikacja dziesigciu réznych fragmentow DNA zawierajacych badane warianty
genetyczne wymagata zastosowania 10 par starteréw i 4 zestawoéw warunkow, ktore

przedstawiono w tabelach 14-18.

Tabela 14. Table 14. Warunki reakcji PCR dla polimorfizméw CYP344 (rs2740574), ABCG2
(rs2231142), SCL2244 (rs1050152) oraz SLC22A45 (rs2631372). PCR conditions for polymorphisms
CYP3A44 (rs2740574), ABCG?2 (rs2231142), SCL22A44 (rs1050152) and SLC22A45 (rs2631372).

Etap PCR Tempoeratura Czas
PCR stage ¢0) )
Temperature Time
Denturacja wstepna / Initial denaturation 95 300
Denaturacja / Denaturation 95 30
Amplifikacja (35 cykliy | Lreylaczanie starterow 58 30
. . Primer annealing
Amplification (35 cycles) — -
Wydluzanie starteréw
4 . 72 30
Primer extension
Wydhuzanie koncowe / Final extension 72 600
Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 o0
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Tabela 15. Table 15. Warunki reakcji PCR dla polimorfizmow CYP3A5 (rs776746) 1 CYP2D6
(rs1800716). PCR conditions for polymorphisms CYP3AS5 (rs776746) and CYP2D6 (rs1800716).

Etap PCR Temp:,ratura Czas
PCR stage 0 )
Temperature Time
Denturacja wstepna / Initial denaturation 95 300
Denaturacja / Denaturation 95 30
Amplifikacja (35 cykliy | Drzylaczanie starterow 57 30
. ; Primer annealing
Amplification (35 cycles) — -
Wydtuzanie starterow
4 . 72 30
Primer extension
Wydhizanie koncowe / Final extension 72 600
Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 s)

Tabela 16. Table 16. Warunki reakcji PCR dla polimorfizmu CYP2C9 (rs28371674). PCR conditions for
polymorphism CYP2C9 (rs28371674).

Etap PCR Temp:,ratura Czas
PCR stage ¢C) )
Temperature Time
Denturacja wstepna / Initial denaturation 95 300
Denaturacja / Denaturation 95 30
Amplifikacja (35 cykliy | Drzylaczanie starterow 61 45
. ; Primer annealing
Amplification (35 cycles) — -
Wydluzanie starterow
4 . 72 45
Primer extension
Wydtuzanie koncowe / Final extension 72 600
Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 0

Tabela 17. Table 17. Warunki reakcji PCR dla polimorfizméw CYP2C19 (rs4244285), CYP2CI19
(rs4986893) oraz ABCBI (rs1045642). PCR conditions for polymorphisms CYP2CI19 (rs4244285),
CYP2C19 (rs4986893) and ABCBI (rs1045642).

Etap PCR Tempoeratura Czas
PCR stage ¢0) )
Temperature Time
Denturacja wstepna / Initial denaturation 95 300
Denaturacja / Denaturation 95 30
Amplifikacja (35 cykliy | Lrzylaczanie starterow 58 45
. ; Primer annealing
Amplification (35 cycles) — -
Wydluzanie starteréw
4 . 72 45
Primer extension
Wydtuzanie koncowe / Final extension 72 600
Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 0
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Tabela 18. Table 18. Startery zastosowane do amplifikacji badanych polimorfizmoéw. Primers used in the
amplification of analysed polymorphisms.

Badany polimorfizm Para starteréw

Analysed polymorphism | Primers pair

CIP3A4 (32740579) | b TGAGGTATCATAAACAACTCAATCA
CIP3AS (STI6T40) | bt CATGACTTAGTAGACAGATGA
CIP2C9 (S8371674) | b GTGATATGGAGTAGAGTCACCCAC
CIP2CI9 ($4244285) | . CCTGTGCTGATCTCACTGGA
CIP2CI9 (S4986893) | b\ AGACTCCAAAGTGCCTGGA
CIPIDS (S1300716) | B ¥ anTecTaCTeTTOCAGGE
ABCBI (5104564 | ! GACAAGGTGGAGECTCAAG
ABCG?2 (rs2231142) g:: ?é%ﬁrg&r fég f%("}[(’i"?gTA
SCL2244 (S105015D) | bl CCTRCCTAGCTATTCTICCATGE
SLC2245 (S263137D) | Bl ACCTGGCCAGEAGATTTTTA

5.4.4. Elektroforeza agarozowa

Elektroforeza agarozowa jest technikg pozwalajacg na obrazowanie obecnosci m.in.
fragmentéw DNA w badanej probce. Polega to na umieszczeniu mieszaniny DNA z
buforem obcigzajacym na dnie studzienki w uprzednio przygotowanym zelu agarozo-
wym, ktéry zawiera barwnik fluorescencyjny. Cato$¢ zanurzona jest w roztworze do
elektroforezy pomiedzy elektroda ujemng a dodatnig. Do tak przygotowanego zestawu
przyktada si¢ prad elektryczny, co powoduje migracje DNA w kierunku elektrody do-
datniej w tempie zaleznym od wielko$ci fragmentéw, napigcia pradu i stezenia agarozy.
Po zakofczeniu umieszcza si¢ zel w aparacie do obrazowania, zaopatrzonym w lampe
UV. Barwnik zawarty w zelu $swieci pod wplywem promieniowania UV, szczegdlnie
intensywnie w miejscach, w ktorych obecne jest DNA. Dzigki temu przy jednoczesnym
zastosowaniu odpowiedniego markera wielkosci, mozna sprawdzi¢ czy badana probka
zawiera okreslonej dlugosci fragmenty DNA. Marker wielko$ci to mieszanina rdznej
dhugosci fragmentow DNA. Pozwala to na oceng wielkosci badanego fragmentu DNA.

W niniejszej pracy stosowano 2% zel agarozowy, ktory umieszczano w roztworze TBE.
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Do studzienek naktadano 12ul mieszaniny: 7ul produktu PCR 1 5ul buforu obciazajace-
go. Napiecie pragdu w wykonywanych pomiarach wynosito 120 V, a natezenie 400mA.
W zaleznosci od dtugosci produktow reakcji PCR elektroforeza trwata od 20 do 60 mi-
nut. Stosowanym barwnikiem fluorescencyjnym byt bromek etydyny lub GelRed. Zdj¢-
cia i ich archiwizacja byly wykonywane przy uzyciu GelDoc 2000 lub BioDoc-It. Przy-
ktadowe zdjgcie zelu agarozowego, zawierajacego produkty reakcji PCR, przedstawio-

no ponizej (ryc.7).

1000pz

100pz

Ryc. 7. Fig. 7. Wynik elektroforezy agarozowej, zawierajacej produkt reakcji PCR, dla badanego poli-
morfizmu CYP3A44. Poziomymi strzatkami oznaczono skrajne fragmenty markera wielkosci. M — marker
wielkosci; numerami 1-5 oznaczono produkty PCR dla kolejnych pacjentéw (kazdy prazek reprezentuje
innego; w nawiasie podano wielko$¢ 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

Jedng z technik stosowanych w celu okreslenia genotypu badanych wariantéw poli-
morficznych byt PCR oparty na polimorfizmie dlugos$ci fragmentow restrykcyjnych
(PCR-RFLP: polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism).
Polega to na poddaniu produktu PCR trawieniu enzymem restrykcyjnym. Enzymy te
rozpoznaja krotkie, okreslone sekwencje nukleotydow 1 w obrebie tej sekwencji lub w
ich bezposrednim sasiedztwie, przecinaja obie nici DNA. Wariant genetyczny, mutacja
lub polimorfizm, zmienia sekwencje DNA, co moze skutkowaé pojawieniem si¢ frag-
mentu rozpoznawanego przez restryktazeg lub wrgcz odwrotnie — moze spowodowac, ze
okreslone miejsce przestaje by¢ rozpoznawane przez enzym. Odpowiednio zaprojekto-

wane startery zapewniajg uzyskanie produktu PCR, ktory zawiera sekwencje restryk-
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cyjng dla wybranego enzymu. Produkt ten poddaje si¢ nastepnie trawieniu restryktazg.
W zalezno$ci od obecnosci badanego wariantu genetycznego produkt PCR jest trawiony
lub nie przez enzym restrykcyjny. Uzyskane fragmenty poddawane sg rozdzialowi w
elektroforezie agarozowej, co pozwala na okreslenie wariantu genetycznego obecnego
w badanej probce. W niniejszej pracy PCR-RFLP uzyto do wykrycia o$miu polimorfi-
zmoOw: CYP3AS5 (1s776746), CYP2C9 (1s28371674), CYP2C19 (1s4244285), CYP2C19
(rs4986893), CYP2D6 (rs1800716), ABCBI (rs1045642), ABCG2 (rs2231142) oraz
SLC22A45 (rs2631372). 7ul produktu PCR wykorzystywano do potwierdzenia prawi-
dtowosci reakcji w elektroforezie agarozowej. Do pozostalej objetosci (18ul) dodawano
buforu zawierajacego odpowiednig restryktaze (12ul). Uzyskang mieszaning umiesz-
czano w termobloku,. Warunki reakcji i zastosowane odczynniki wyszczegdlniono w

tabelach 19-21.

Tabela 19. Table 19. Ezymy restrykcyjne uzyte do okreslenia badanych polimorfizméw. Restriction en-
zymes used in detection of the studied polymorphisms.

Badany polimorfizm Enzym restrykcyjny | Rozpoznawana sekwencja*
Polymorphism analysed | Restriction engyme Recognized sequence*
v, v
CYP3A5 (1s776746) Sspl g ? ? 1 # ;:v._ ; g
i
v, .
CYP2C9 (rs28371674) Sau961 g i gg Egg 2
5 ..CYCGRG,...3
CYP2C19 (rs4244285) Aval 3,..GAGCY.C...5
CYP2C19 (1s4986893) BamHI g gg i ; gg ;
T Y
5...CCWGG...3
CYP2D6 (rs1800716) Mval 3..GGWCC...5
5 Y, ’
ABCBI (1s1045642) Mbol g S : 1 g E
¥ - i
ABCG? (1s2231142) Msel g ' ; 1 i ‘? ' g
- '
5 CCHNNNNNNNGG s
SLC22A45 (rs2631372) BslI q GGNNNNNNNCC.. . 5
[ + A 5 LRL .

* 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. Tréojkatami oz-
naczono miejsca cigcia.

* 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. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowany w trawieniu enzymatycznym. Composition
of reaction mix used in digestion with each of restriction enzymes.

Skladnik Objetos¢
Component (ul)
Volume
Product PCR / PCR product 18
Enzym / Enzyme 0,5
Bufor / Buffer 3
ddH,0 8,5
Objetos¢ calkowita / Final volume 30

Tabela 21. Table 21. Warunki trawienia produktéw PCR. Conditions of digestion of PCR products.

Enzym restrykeyjny Temperatura Czas
Restriction enzyme °O) (h)
Temperature Time
Sspl
Sau96l
Aval 37
BamHI 16 —20
Mbol
Mval
Bsll 55
Msel 65

Po trawieniu enzymem restrykcyjnym mieszaning poddawano rozdziatowi elektrofore-
tycznemu. Na podstawie otrzymanych zdjg¢ okreslano warianty genetyczne w poszczegol-
nych probkach. Techniki PCR-RFLP uzyto do wykrycia nast¢pujacych polimorfizmow:
CYP345 (1s776746), CYP2CY9 (1s28371674), CYP2C19 (rs4244285), CYP2CI9
(rs4986893), CYP2D6 (rs1800716), ABCBI1 (rs1045642), ABCG2 (rs2231142) oraz
SLC22A5 (rs2631372). Ponizej przedstawiono przyktadowe zdjecie zelu.

354pz
250pz

104pz

M 12 345 67 8 9 10

Ryc. 8. Fig. 8. Zdjecie zelu zawierajacego produkty trawienia DNA enzymem Mval, dla polimorfizmu
CYP2D6 (1s1800716). M — marker wielkosci; numerami 1-10 oznaczono kolejnych pacjentow. Strzatki
wskazuja na fragmenty DNA o okreslonej dtugosci. Image of gel containing DNA digested with Mval
enzyme, for CYP2DG6 (rs1800716) polymorphism. M — DNA ladder; numbers 1-10 stand for consecutive
patients. Arrows indicate DNA fragments of specified length.
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W celu potwierdzenia poprawnosci wynikéw uzyskanych technika PCR-RFLP, kil-
ka do kilkunastu probek dla kazdego badanego polimorfizmu poddano sekwencjonowa-
niu. Na szczeg6lng uwage zastlugiwaly homozygoty, u ktorych z powodu braku kontrol-
nego miejsca cigcia dla restryktazy, wynikiem trawienia byt niezmieniony produkt re-
akcji PCR. W Zadnym przebadanym obydwoma technikami przypadku, nie stwierdzono

rozbiezno$ci wynikow.

5.4.6. Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie bezposrednie dziata analogicznie do reakcji PCR, ale z pewnymi
réznicami. Po pierwsze matryca w reakcji nie jest genomowe DNA a produkt reakcji
PCR zwierajacy badany fragment DNA. Po drugie do mieszaniny reakcyjnej dodaje si¢
tylko jeden rodzaj startera (F lub R). Po trzecie oprocz zwyktych nukleotydow w reakcji
obecne sa réwniez dideoksynukleotydy wyznakowane fluorescencyjnie. Ich wbudowa-
nie przez polimeraze do nowopowstajacej nici uniemozliwia przylaczanie kolejnych
nukleotydow, co prowadzi do zatrzymania wydtuzania. Dzieki temu w reakcji powstaje
mieszanina fragmentdéw DNA o réznej dtugosci, z ktérych kazdy zakonczony jest wy-
znakowanym nukleotydem. Nast¢gpnie mieszaning umieszcza si¢ w sekwenatorze, ktory
przeprowadza elektroforeze kapilarng. Poczawszy od najkrotszego, fragmenty prze-
mieszczaja si¢ przez detektor, ktory odczytuje sygnaty z wyznakowanych nukleotydow.
W ten sposéb otrzymuje si¢ doktadng sekwencj¢ badanego fragmentu DNA. W ramach
niniejszej pracy wykorzystano ja do przebadania polimorfizméw CYP3A44 (rs2740574)
oraz SCL22A44 (rs1050152). Ponadto, sekwencjonowanie wykorzystano do sprawdzenia
poprawnos¢ czesci wynikéw otrzymanych technika PCR-RFLP. Do sekwencjonowania
wykorzystano produkty reakcji PCR, ktére oczyszczano zestawem Clean-Up zgodnie z
protokotem producenta. Nastepnie przeprowadzano reakcje sekwencjonowania z zasto-
sowaniem zestawu BigDye Terminator v3.1. Produkty reakcji oczyszczano przy uzyciu
zestawu ExTerminator, w oparciu o dofaczony protokot. Po denaturacji termicznej
(3min w 95°C), probki przetrzymywano w temperaturze -20°C, do czasu rozdziatu elek-
troforetycznego. Analiza wynikow sekwencjonowania wykonywana byta przy uzyciu
programu Sequencher 4.10.1. Sktadniki i warunki reakcji sekwencyjnej zamieszczono w
tabelach 22 i 23. Przyktadowe elektroforegramy, stanowiace cyfrowy zapis wyniku se-

kwencjonowania znajdujg si¢ ponizej tabel (ryc. 9).
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Tabela 22. Table 22. Sktad mieszaniny w reakcji sekwencyjnej. Components of sequencing reaction mix.

Skladnik Objetos¢
Component (ul)
Volume
BigDye 1
Starter / Primer 2
Bufor / Buffer 4
ddH,0 11
Produk PCR / PCR product 2
Objetosé¢ calkowita / Final volume 20

Tabela 23. Table 23. Warunki reakcji sekwencyjnej. Sequencing reaction conditions.

Etap reakcji Teml():, (l:';ltura C(Zs;ls
Reaction stage Temperature Time
Denturacja wstepna / Initial denaturation 96 60
Denaturacja / Denaturation 96 10
Amplifikacja (25 cykliy | LrAylaczanie starterow 50 5
. Primer annealing
Amplification (25 cycles) — -
Wydtuzanie starterow
4 . 60 240
Primer extension
Zatrzymanie reakcji / Reaction termination 15 0
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1) Polimorfizm CYP3A44 (rs2740574)

1

Ryc. 9. Fig. 9. Elektroforegramy sekwencjonowania DNA dla polimorfizmu CYP344 (rs2740574). Nu-
merami oznaczono probki od kolejnych pacjentow. Sygnaty pochodzace od réznych nukleotydéw ozna-
czono odrgbnymi kolorami. Obecnos¢ danego sygnatu pod symbolem literowym zasady azotowe;j, okresla
wariant genetyczny wystepujacy w tym miejscu. Jedyne widoczne rdznice migdzy elektroforegramami,
wystepuja w oznaczonym na czarno miejscu polimorfizmu. W przypadku pacjenta nr 1 wida¢ dwa réw-
norzedne sygnaty: 4 oraz G, co oznacza heterozygote. U pacjenta nr 2, obecny jest jedynie sygnat A,
oznaczajacy homozygote A4, natomiast u pacjenta nr 3, sygnat G, oznaczajacy homozygote GG. W ana-
logiczny sposob okreslono warianty genetyczne, obecne u pozostatych pacjentow. 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.
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5.4.7. Analiza statystyczna

W celu okreslenia wplywu badanych polimorfizméw na wolny od progresji czas
przezycia chorych, dla nosicieli danego wariantu wykreslono krzywe przezycia Kapla-
na-Meiera. Jednoczes$nie sprawdzano istotno$¢ roznic pomiedzy tymi krzywymi w
oparciu o test log-rank. Analiz¢ zgodnos$ci uzyskanych rozktadow genotypow z réwno-
waga Hardy-Weinberga przeprowadzono w oparciu o test chi’.

Obliczenia statystyczne zostaty wykonane przy uzyciu programu STATISTICA for
Windows, wersja 10 (StatSoft Polska Sp. z 0.0.). Za statystycznie istotng przyj¢to war-
tos¢ p<0,05.
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6. WYNIKI

6.1.1 Rozklad genotypow

W badanej grupie 68 pacjentdw przeprowadzono genotypowanie przy uzyciu technik
PCR-RFLP oraz sekwencjonowania DNA. U trzech chorych, ze wzgledu na matg ilos¢
DNA, nie przeprowadzono analizy wszystkich wariantéw polimorficznych. Wyniki

genotypowania przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 24. Table 24. Wyniki genotypowania w badanej grupie pacjentow. Genotyping results in the stu-
died group of patients.

Polimorfizm Liczba pacjentow | Poszczegélne genotypy (czestosé
Polymorphism (n=) %)

Number of patients | Particular genotypes (frequency)
AA - 63 (95,5)
CYP3A44 (1rs2740574) 66 AG-2(3)
GG-1(1,5)
GG -62(91,2)
AG -6 (8,8)
CC-53(77,9)
CT - 15 (22,1)
GG -48(71,6)
AG-19 (28,4)
CYP2C19 (rs4986893) 66 GG — 66 (100)
GG — 45 (66,2)
CYP2D6 (1s1800716) 68 AG—-18(26,5)
AA-5(73)
TT - 21 (30,9)
ABCBI (rs1045642) 68 CT -30(44,1)
CC—-17(25)
CC —-46 (70,8)
ABCG2 (rs2231142) 65 AC-18(27,7)
AA-1(1,5)
CC-25(37,9)
SCL22A44 (rs1050152) 66 CT —33(50)
TT -8 (12,1)
GG -31(47)
SLC22A45 (rs2631372) 66 CG-28(424)
CC-7(10,6)

CYP345 (1s776746) 68

CYP2C9 (1s28371674) 68

CYP2C19 (rs4244285) 67

Za wyjatkiem polimorfizmu CYP3A44 (rs2740574), rozktady genotypdéw pozostatych

polimorfizmoéw byly zgodne z zasada rownowagi Hardy-Weinberga.
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6.1.2 Znacznie lokalizacji guza pierwotnego

Przed przystagpieniem do analizy wplywu badanych polimorfizméw na efekt lecze-
nia, sprawdzono zalezno$¢ migdzy lokalizacjg guza pierwotnego, a skutecznos$cig tera-
pii, wyrazong czasem uplywajacym od rozpoczecia terapii do progresji choroby. Okaza-
to sie, ze czas ten jest istotnie dtuzszy (p=0,022; wykres w zataczniku) u pacjentow z
guzami zotadka niz u chorych z guzami jelita cienkiego lub dwunastnicy. Inne lokaliza-
cje nie byly dos¢ licznie reprezentowane, by przeprowadzi¢ podobne pordwnania.
Otrzymany wynik oznaczal jednak, ze pacjentow nalezy podzieli¢ na dodatkowe pod-
grupy, zalezne od lokalizacji guza pierwotnego (tabela 8). Tylko grupa pacjentéw z gu-
zami jelita cienkiego lub dwunastnicy (35 przypadkéw), okazata si¢ wystarczajaco licz-
na do przeprowadzenia wiarygodnej analizy. Omawiane dalej wyniki dotycza zatem

tylko tej grupy chorych.

6.2. WYNIKI ANALIZY STATYSTYCZNEJ

W celu okreslenia zwigzku badanych polimorfizméw ze skutecznos$cia leczenia ima-
tynibem chorych z GIST przeprowadzono dwa rodzaje analizy: jedno- i wieloczynni-
kowa. W obu przypadkach oceniano wptyw danych polimorfizméw na czas, jaki upty-
nat od rozpoczecia terapii do progresji choroby. Ocena ta polegata na obliczeniu 1 wy-
kresleniu krzywych przezycia Kaplana-Meiera dla nosicieli danego genotypu badz
uktadu genotypow. Nastepnie poréwnywano te krzywe przy zastosowaniu testu rowno-
Sci log-rank. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p<0,05. Test log-rank pozwala
na poréwnanie dwéch grup. W przypadku niektérych badanych polimorfizmow ziden-
tyfikowano trzy warianty genetyczne. W takich sytuacjach grupowano heterozygoty z
jednym z wariantéw homozygotycznych. Podziatu tego dokonywano na podstawie ana-
lizy wczesniej opublikowanych doniesien naukowych. Szczegdélowe wyniki badan

przedstawiono w dwoch, znajdujacych si¢ ponizej podrozdziatach.
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6.2.1. Wyniki analizy jednoczynnikowej

W analizie jednoczynnikowej przebadano kazdy polimorfizm z osobna, jako poten-
cjalny czynnik ryzyka, ktory moze wplywac¢ na réznice w wolnym od progresji czasie
przezycia pacjentow z GIST. W przypadku czterech polimorfizméw CYP3A44
(rs2740574), CYP3A5 (1s776746), ABCG?2 (rs2231142) oraz SLC22A45 (1s2631372), ze
wzgledu na zbyt malg liczbe poszczegdlnych podgrup, nie bylo mozliwosci wykreslenia
wiarygodnych krzywych przezycia. Natomiast genotypowanie polimorfizmu CYP2C19
(rs4986893) wykazalo obecnos¢ genotypu GG u wszystkich pacjentow. Wykresy krzy-
wych przezycia dla pozostatych polimorfizmoéw znajduja si¢ w zataczniku.

Analiza jednoczynnikowa przeprowadzona dla pigciu z dziesigciu badanych poli-
morfizmow nie wykazata wptywu ktoregokolwiek z nich na wolny od progresji czas
przezycia pacjentdéw z GIST poddanych terapii imatynibem. W przypadku pigciu pozo-
statych polimorfizméw analiza nie byta mozliwa z uwagi na zbyt matg liczbe nosicieli

rzadszych genotypow. Wyniki testow log-rank przedstawiono w tabeli 25.

6.2.2. Wyniki analizy wieloczynnikowej

W analizie wieloczynnikowej poddano badaniu wptyw uktadu genotypoéw na sku-
tecznos$¢ terapii. Na podstawie przegladu literatury wytypowano warianty genetyczne,
ktore moga potencjalnie obniza¢ efektywnos¢ leczenia imatynibem. Nastgpnie w opar-
ciu o genotyp podzielono pacjentdw na odpowiednie grupy. Z analizy wytaczono poli-
morfizmy, ktorych na podstawie danych literaturowych nie powigzano w istotny sposob
z profilem farmakokinetycznym imatynibu. Byly to geny, ktorych produkty sg tylko w
niewielkim stopniu zaangazowane w metabolizm leku: CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6
oraz CYP3A45. Ostatecznie analiz¢ statystyczng przeprowadzono dla pigciu polimorfi-
zmow: genu CYP344 kodujacego enzym odpowiedzialny za metabolizm imatynibu oraz
gendw ABCBI, ABCG2, SCL22A44 1 SLC2245, ktorych produkty bialkowe biorg udziat
w transporcie imatynibu. Genotypy, ktére w ramach tych polimorfizméw moga nega-
tywnie oddziatywac na skuteczno$¢ terapii, to: CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCBI1 3435
IT, ABCG2 421 AC lub CC, SCL2244 1672 TT i SLC2245 -2087 CC. W oparciu o

obecno$¢ wymienionych wariantow pacjentow podzielono na dwie grupy. W pierwszej
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znalezli si¢ chorzy bedacy nosicielami dwodch lub mniej, potencjalnie niekorzystnych
genotypow. Druga grupe utworzyli pacjenci, u ktorych wykryto co najmniej trzy takie

genotypy. Wyniki analizy zamieszczono ponize;.

Krzywe wolnego od progresji czasu przezycia, w zaleznosci od liczby potencjalnie niekorzystnych
genotypow
O Kompletne + Uciete

1,0
0,9
038 p =0,057
0,7
06

0,5

Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od progres;ji
o
w
s——t——t———=t

60 80 100 120 140 160 180 0-2
Czas w miesigcach ---34

o
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o
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Ryc. 10. Fig. 10. Wykres krzywych przezycia w analizie wieloczynnikowej. W prawym goérnym rogu
zamieszczono wynik testu log-rank. Oznaczenia 0-2 oraz 3-4 to liczby potencjalnie niekorzystnych geno-
typow, obecnych w danej grupie (CYP3A44 -392 AG lub GG, ABCBI 3435 TT, ABCG2 421 AC lub CC,
SCL2244 1672 TT i SLC22A45 -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 (CYP344 -392 AG lub GG, ABCBI 3435 TT,
ABCG2 421 AC lub CC, SCL22A44 1672 TT i SLC22A45 -2087 CC).

Wynik testu log-rank (p=0,057), porownujacego krzywe przezycia nosicieli dwoch
lub mniej potencjalnie niekorzystnych genotypdw z nosicielami co najmniej trzech ta-
kich genotypoéw, wskazuje na mozliwy wptyw obecno$ci przynajmniej trzech nieko-
rzystnych wariantow na skrocenie wolnego od progresji czasu przezycia chorych z

GIST. Wyniki przeprowadzonych analiz, zamieszczono w tabeli 25.
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Tabela 25. Table 25. Wyniki analizy statystycznej oceniajacej wplyw badanych polimorfizméw na wolny
od progresji czas przezycia pacjentéw z GIST, leczonych imatynibem. Statistical analysis results of the
influence of the chosen polymorphisms on progression free survival of GIST patients.

Polimorfizm Liczba (1:;;‘] entow Warto$¢ P*
Polymorphism Number of patients Pvalue*
CYP3A44 (1s2740574) 34 **
CYP3A5 (1s776746) 35 ok
CYP2C9 (rs28371674) 35 0,38
Analiza jedno- | CYP2CI9 (1s4244285) 35 0,87
czynnikowa CYP2C19 (1s4986893) 34 ok
Univariate CYP2D6 (rs1800716) 35 0,44
analysis ABCBI (rs1045642) 35 0,98
ABCG?2 (rs2231142) 33 *E
SCL2244 (rs1050152) 34 0,98
SLC2245 (rs2631372) 34 **
Analiza wieloczynnikowa
Multivariate aynalysis 34 0,057

* wynik testu log-rank; log-rank test result

** analiza statystyczna nie zostata przeprowadzona w zwiazku z niewystarczajaca frekwencjg
rzadszych alleli; statistical analysis was not performed, due to insuffucient frequency of minor
allels
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7. DYSKUSJA

GIST to najczestsze guzy pochodzenia mezenchymalnego zlokalizowane w $cianie
przewodu pokarmowego na calej jego dtugosci. U podstaw rozwoju blisko 80% nowo-
twordow podscieliskowych przewodu pokarmowego lezg mutacje genu K/7 [25]. Muta-
cje te powoduja zmiany w budowie receptora, prowadzace do jego konstytutywnej ak-
tywacji 1 w efekcie do niekontrolowanej proliferacji komorek. Zdecydowang ich wiek-
szo$¢ wykrywa si¢ w eksonie 11 genu KIT, znacznie rzadziej w eksonie 9, 13, 17 tego
genu lub w genie PDGFRA [107]. Podstawowg metoda leczenia jest resekcja zmian,
jednak w przypadku nieoperacyjnych/rozsianych GIST stosuje si¢ terapi¢ z wykorzy-
staniem imatynibu [18]. Jest to selektywny inhibitor kinaz tyrozynowych, do ktérych
naleza receptory KIT 1 PDGFRA. Jego dziatanie opiera si¢ na kompetycyjnym wzgle-
dem ATP wigzaniu do czes$ci enzymatycznej receptora, co uniemozliwia fosforylacje
substratu i w efekcie hamuje $ciezke sygnatowa, prowadzaca do proliferacji [136].
Wigkszo$¢ poddanych terapii pacjentow prezentuje przynajmniej cz¢sciowa odpowiedz
na leczenie lub pozostaje w stadium choroby ustabilizowanej [11]. Niestety u wigkszo-
sci chorych dochodzi po pewnym czasie do progresji choroby, wynikajacej z pojawienia
si¢ mutacji wtornych.

Uwaza si¢, ze jednym z mechanizmdéw odpowiedzialnych za powstawanie guzow
wtornie opornych na leczenie, jest zmiana w profilu farmakokinetycznym imatynibu,
wigzaca sie¢ na przyktad ze zwigkszeniem tempa usuwania leku z ustroju [171]. Innymi
stowy, dhugotrwata ekspozycja komoérek nowotworowych na dziatanie imatynibu o ste-
zeniu nizszym niz wynikatoby z wielko$ci przypisanej dawki, moze przyczynia¢ si¢ do
szybszego wystapienia progresji. Okazuje si¢, ze okres czasu uptywajacego od rozpo-
czgcia terapii do progresji choroby moze si¢ bardzo r6zni¢, nawet pomigdzy pacjentami,
u ktorych wykryto podobne mutacje w guzach pierwotnych. Jednym z czynnikéw mo-
gacych przyczynia¢ si¢ do istnienia tego zjawiska sg wilasnie réznice w profilu farma-
kokinetycznym imatynibu, wynikajace z indywidualnej dla kazdego pacjenta aktywno-
$ci metabolicznej enzymow, ktore biorg udziat w biotransformacji leku. Metabolizm
imatynibu odbywa si¢ gldéwnie w watrobie, przy udziale izoenzymdow cytochromu P450,
a przede wszystkim CYP3A4. W mniejszym stopniu zaangazowane sg w ten proces
takze enzymy CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 oraz CYP3AS. Imatynib moze by¢ takze
substratem dla transporterow z rodzin ABC (ABCBI1, ABCG2) i SLC (OCTNI,
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OCTN?2), ktére sa biatkami transblonowymi, odpowiedzialnymi mig¢dzy innymi za
transport ksenobiotykow. W ramach gendéw kodujacych wszystkie wymienione biatka
zidentyfikowano szereg wariantoéw polimorficznych, mogacych wptywac na ich aktyw-
no$¢. Oznacza to, ze aktywnos$¢ ta moze by¢ rdzna u pacjentéw bedacych nosicielami
réznych wariantéw. To z kolei moze by¢ przyczyng innego tempa metabolizmu imaty-
nibu u nosicieli danego polimorfizmu, a tym samym powodowaé, np. zmniejszenie sta-
tego poziomu leku u chorego, mimo otrzymywania standardowej dawki. W jednym z
badan zaobserwowano, ze indukcja tempa metabolizmu imatynibu fenytoing spowodo-
wala drastyczny spadek stezenia leku u chorego, co byto przyczyng niepowodzenia te-
rapii [42]. Jest zatem mozliwe, ze rdwniez uwarunkowania genetyczne moga przetozy¢
si¢ na skuteczno$¢ leczenia. Dlatego celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu
wybranych polimorfizmow gendéw, ktérych produkty zaangazowane s3 w metabolizm
imatynibu, na efekt leczenia chorych z GIST. Skuteczno$¢ terapii wyrazona byla cza-
sem, jaki uptynat od rozpoczecia terapii do progresji choroby.

Chorych witaczonych do badania, podzielono na podgrupy w zaleznosci od rodzaju
mutacji w guzie pierwotnym, z uwagi na zwigzek tych zmian genetycznych z odpowie-
dzig na leczenie. Tylko grupa pacjentow z guzami, w ktorych wykryto mutacj¢ eksonu
11 genu KIT, okazata si¢ na tyle liczna (68 osob), aby mdc uwzgledni¢ ja w analizie
statystycznej. Od chorych pobrano po Sml krwi obwodowej w celu wyizolowania DNA
stanowigcego material do badan genetycznych. Genotypowanie wariantéw polimorficz-
nych przeprowadzono z wykorzystaniem techniki PCR-RFLP oraz sekwencjonowania
bezposredniego DNA metodg Sangera.

W pierwszej kolejnosci zbadano polimorfizmy gendéw kodujacych enzymy biorace
udzial w metabolizmie imatynibu. Jednym z nich jest CYP2C9, czyli najpowszechniej-
szy przedstawiciel rodziny CYP2C we frakcji watrobowej. Polimorfizm CYP2C9*2
(430C>T; rs28371674) wystepuje w obrebie kodonu 144 1 powoduje zastgpienie argini-
ny cysteing, co moze prowadzi¢ do obnizenia aktywno$ci enzymu wzgledem czesci
substratow [135]. Wykazano migdzy innymi, ze w grupie osob przyjmujacych klopido-
grel, homozygoty 77 prezentowaly istotnie nizsze st¢zenie aktywnego metabolitu tego
leku 1 wigzaca si¢ z tym stabsza odpowiedZ niz nosiciele pozostalych wariantow
(CC+CT) [13]. W innym badaniu wykazano, ze nosiciele przynajmniej jednego allelu T
wymagajg nizszej dawki warfaryny w porownaniu do oséb przyjmujacych ten lek i be-

dacych homozygotami WT [49]. W niniejszej pracy nie stwierdzono zwigzku tego po-
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limorfizmu z efektem leczenia imatynibem chorych z GIST (p=0,38). Czgstos¢ wykry-
tych alleli wynosita: C-89%, 7-11% 1 byla zblizona do wcze$niej opisanych w literatu-
rze czgstosci charakterystycznych dla populacji kaukaskiej [13]. Rozktad genotypow
byt zgodny z réwnowaga Hardy-Weinberga (p=0,6).

Nastepnym badanym polimorfizmem byl CYP2C19*2 (681G>A; rs4244285). Jego
obecnos¢ jest przyczyng defektu sktadania i tym samym powstawania skroconego, nie-
aktywnego enzymu [33]. Podobnie jak w przypadku CYP2C9*2, powoduje to obnizenie
stezenia aktywnego metabolitu klopidogrelu 1 w konsekwencji stabsza odpowiedz na
leczenie, z ta r6znicg, ze efekt byl juz widoczny u heterozygot [13]. Wyniki te potwier-
dzity si¢ w badaniu przeprowadzonym wsrdd otrzymujacych klopidogrel pacjentéw z
chorobami wiencowymi. Okazato si¢, ze nosiciele przynajmniej jednego allelu 4 wy-
magajg istotnie wyzszej dawki leku, w poréwnaniu z homozygotami WT [104]. Ponadto
obecnos$¢ tego wariantu wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia zdarzen ser-
cowo-naczyniowych podczas przyjmowania klopidogrelu [151]. Analiza statystyczna
przeprowadzona w ramach niniejszej pracy nie wykazata zwigzku pomie¢dzy poszcze-
g0lnymi wariantami polimorficznymi tego genu, a efektem leczenia imatynibem w ba-
danej grupie chorych (p=0,87). Czestos¢ wykrytych alleli wynosita: G-86%, A-14% 1
byta zgodna z wcze$niej obserwowang czesto$cig w populacji kaukaskiej [13, 47]. Roz-
ktad genotypdéw byt zgodny z rownowaga Hardy-Weinberga (p=0,39).

Drugim wariantem polimorficznym tego genu analizowanym w niniejszym badaniu
byl CYP2C19*3 (636G>A; rs4986893). Wariant ten prowadzi do utworzenia kodonu
stop 1 braku funkcjonalnego produktu biatkowego [32]. Jego znaczenie kliniczne wyda-
je si¢ by¢ zblizone do wariantu CYP2C19*2 1 wigze si¢ rowniez ze zwigkszonym ryzy-
kiem wystgpienia zdarzen sercowo-naczyniowych u pacjentow przyjmujacych klopido-
grel [118, 151]. Ponadto, obecnos¢ jednego z tych wariantow w uktadzie homozygo-
tycznym lub obu w uktadzie heterozygotycznym okreslana jest jako fenotyp stabego
metabolizmu 1 wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia raka watrobowo-
komoérkowego u nosicieli wirusa HCV z marsko$cig watroby [20]. Ocena wptywu tego
wariantu na skuteczno$¢ leczenia imatynibem w badanej grupie chorych z GIST byta
niemozliwa ze wzgledu na fakt, ze u wszystkich oséb stwierdzono genotyp GG. Uzy-
skany wynik nie jest zaskoczeniem z uwagi na fakt, iz frekwencja tego wariantu w po-

pulacji kaukaskiej jest bardzo niska [56, 118].
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Kolejnym badanym polimorfizmem byt wariant CYP2D6*4 (1846G>A; rs1800716),
powodujacy btedne sktadania genu, co prowadzi do powstawania skroconego, nieak-
tywnego biatka [55]. Wyniki wczesniejszych badan wykazaty istotnie wigksza frekwen-
cj¢ tego wariantu u nieodpowiadajacych na leczenie kolchicyna chorych na rodzinna
gorgczke $rédziemnomorska w poréwnaniu do osob, ktére odpowiedzialy na terapie
[175]. Wariant ten wigze si¢ takze z istotnie nizszym stezeniem aktywnego metabolitu
tamoksyfenu u przyjmujacych ten lek pacjentek z rakiem piersi [74]. Mimo to okazato
sie, ze nie ma on wptywu na ogolne przezycie pacjentek [119]. W niniejszej grupie pa-
cjentow z GIST, podobnie jak w przypadku poprzednich wariantow genetycznych, nie
wykazano wptywu wariantow CYP2D6*4 na wolny od progresji czas przezycia
(p=0,44). Obecnos¢ nawet jednego allelu 4 wigze si¢ z nizszym poziomem aktywnego
metabolitu tamoksyfenu [74], dlatego tez w przeprowadzonej analizie poréwnano ho-
mozygoty WT (GG) z nosicielami pozostatych wariantow (44+AG). By upewni¢ sie, ze
inne kombinacje genotypéw nie wptywaja na efekty leczenia, przeprowadzono analizy
poréwnujace: 44 vs AG+GG oraz A4 vs AG vs GG. Uzyskane wyniki nie wykazaty
zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi genotypami a skutecznoscig terapii. CzestoS¢ wy-
krytych alleli wynosita: G-79%, 4-21% 1 byla zgodna z wynikami uzyskanymi przez
inne zespoty badawcze [140]. Rozklad genotypow byt zgodny z réwnowaga Hardy-
Weinberga (p=0,3).

Przedostatnim przebadanym polimorfizmem, dotyczacym gendéw cytochromu P450,
byl CYP345*3C (6986A>G; rs776746). Powoduje on alternatywne sktadanie i skroce-
nie produktu biatkowego w skutek pojawienia si¢ kodonu stop, czego efektem jest brak
funkcjonalnego enzymu [83]. Okazato si¢, ze poszczegdlne warianty genetyczne majg
wplyw na wielko$¢ dawki koniecznej do uzyskania zamierzonego stezenia leku takroli-
mus u pacjentdw po przeszczepie nerki [64]. Inne badanie przeprowadzone w grupie
chorych z CML leczonych imatynibem wykazato, ze obecnos¢ tego wariantu w uktadzie
homozygotycznym (GG) jest zwigzana z gorsza odpowiedzig na terapi¢ [8]. Sprzeczne
wyniki otrzymano w innym badaniu przeprowadzonym roéwniez wsrdd pacjentow z
CML poddanych terapii imatynibem. W badaniu tym to pacjenci bedacy homozygotami
AA charakteryzowali si¢ gorsza odpowiedzig na leczenie [76]. W niniejszej pracy, z
uwagi na zbyt niskg frekwencje rzadszego allelu, ocena zwigzku poszczegdlnych wa-
riantow genetycznych CYP345*3C z czasem uptywajacym od rozpoczegcia terapii do
progresji choroby nie byta mozliwa. Frekwencja alleli wyniosta G-96%, 4-4% 1 byla
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zgodna z wynikami uprzednio opublikowanych badan [76], a rozklad genotypoéw byt
zgodny z rGwnowagg Hardy-Weinberga (p=0,93). Warto zauwazy¢, ze allel 4 jest rzad-
ki w populacji kaukaskiej. W zwigzku z czym, z uwagi na stosunkowo niska liczebnos¢
badanej grupy, zaobserwowano jedynie sze$¢ heterozygot i1 zadnej homozygoty AA.
Trudno zatem na podstawie przedstawionej analizy wyciggna¢ jednoznaczne wnioski
odnos$nie znaczenia tego wariantu. Konieczne byloby przeprowadzenie analogicznych
badan w parokrotnie liczniejszej grupie chorych, w ktérej mozna bytoby zidentyfikowac
przynajmniej kilka homozygot AA4.

Zaden z opisanych powyzej polimorfizméw nie okazat sie by¢ zwiazany ze skutecz-
noscig leczenia chorych z GIST z wykorzystaniem imatynibu. Mozna si¢ jednak byto
tego spodziewa¢ z uwagi na fakt, iz przedstawiciele rodziny CYP2 nie odgrywaja klu-
czowej roli w metabolizmie leku, natomiast CYP3AS5 wystepuje u niemal wszystkich
pacjentow w nieaktywnej postaci. Zatem z punktu widzenia metabolizmu imatynibu,
najwazniejszy z badanych polimorfizméw, dotyczyt genu CYP3A44, ktorego produkt jest
gldéwnym enzymem odpowiedzialnym za biotransformacje leku [126]. Wykazano, ze
obecnos¢ wariantu CYP3A44*1B (-392A>G; rs2740574) moze powodowac wzrost ak-
tywnosci transkrypcyjnej genu, a tym samym ekspresji enzymu [1]. Mogloby to przeto-
zy¢ si¢ na wzrost tempa metabolizmu substratéw 1 w konsekwencji ich szybsze usuwa-
nie z ustroju. Taki wiasnie mechanizm zdaje si¢ by¢ przyczyng obnizonego stezenia
leku takrolimus u nosicieli przynajmniej jednego allelu G wzgledem homozygot 44 w
grupie osob po przeszczepie nerki [64]. Takrolimus, podobnie jak imatynib, jest meta-
bolizowany przez CYP3A4. Dlatego tez u pacjentéw z GIST leczonych imatynibem i
bedacych nosicielami allelu G rowniez mogtoby dojs¢ do obnizenia stezenia leku i tym
samym zmniejszenia skutecznos$ci terapii. Takie badanie przeprowadzono wsrod przyj-
mujacych imatynib pacjentow z GIST, jednak z uwagi na zbyt niskg frekwencje allelu
G, nie mozna bylo dokona¢ wiarygodnej oceny znaczenia tego wariantu [127]. Niestety
réwniez w ramach niniejszej pracy okreslenie wpltywu tego polimorfizmu na czas upty-
wajacy od rozpoczecia terapii do progresji choroby, okazalo si¢ niemozliwe z uwagi na
zbyt niska czgsto§¢ wystepowania rzadszego allelu. Allel ten zostal jednak ujety w ana-
lizie wieloczynnikowej, omowionej w dalszej czesci rozdziatu. Warto tez zauwazy¢, ze
frekwencja rzadszego allelu w populacjach kaukaskich wynosi nieco ponad 5% [164,
167]. Tymczasem w badanej grupie frekwencja allelu G wyniosta 3%, a rozktad czgsto-

sci genotypow byl, w przeciwienstwie do pozostatych polimorfizmow, niezgodny z
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réwnowaga Hardy-Weinberga. Interpretacj¢ uzyskanego wyniku utrudnia jednak zbyt
mata liczebno$¢ badanej grupy.

Pozostale cztery badane polimorfizmy zlokalizowane byty w obrebie gendéw koduja-
cych transportery ABC oraz SLC. Pierwszym z nich byl ABCBI 3435C>T (rs1045642).
Jego obecno$¢ w uktadzie homozygotycznym (77) powoduje obnizong stabilno$¢
mRNA, co prowadzi do spadku ekspresji biatka [67, 168]. Dotychczas uzyskane wyniki
badan dotyczace jego potencjalnego znaczenia klinicznego sg jednak rozbiezne. W jed-
nym z takich badan, przeprowadzonym wsrod pacjentéw z CML, nie wykazano zwigz-
ku rs1045642 ze stezeniem imatynibu u chorych czy z efektem terapeutycznym [148].
Wiyniki badan przeprowadzonych w innej grupie pacjentow z CML leczonych imatyni-
bem wskazaly na zwigzek obecno$ci wariantu 7 z gorsza odpowiedzig na leczenie
[116]. W kolejnym badaniu wykazano, ze chorzy z CML, bedacy homozygotami 77,
maja mniejsze szanse na uzyskanie wigkszej lub catkowitej odpowiedzi na terapi¢ ima-
tynibem [36]. Takze ogolne przezycie wsrod pacjentow z CML moze by¢ zwigzane z
obecno$cia genotypu 77 [76]. Mimo rozbieznych wynikéw przedstawionych badan,
mozna zaobserwowac¢ zwigzek allelu 7, szczegdlnie w uktadzie homozygotycznym, z
gorszym rokowaniem u pacjentoéw przyjmujacych imatynib. Dlatego w ramach niniej-
szej pracy poréwnano wolne od progresji czasy przezycia pomiedzy homozygotami 77,
a nosicielami pozostatych wariantow (C7T+CC). W badanej grupie pacjentow z GIST
nie wykazano jednak istotnej statystycznie réznicy (p=0,98). Dodatkowo wykonano
analizy innych kombinacji genotypow, czyli: CC vs CT vs TT oraz CC vs CT+TT, ale
uzyskane wyniki rowniez nie wykazaty istotnych roznic. Czgsto$¢ wystepowania alleli
wynosita: 7-53%, C-47% 1 byla zgodna z warto$cig uzyskana przez inne zespotly ba-
dawcze [76]. Rozktad genotypoéw byt zgodny z rownowaga Hardy-Weinberga (p=0,64).

Kolejnym badanym polimorfizmem byt ABCG2 421C>A (rs2231142), prowadzacy
do zamiany glutaminy w lizyn¢ w kodonie 141 (Q141K). Komorki z ekspresja tego wa-
riantu charakteryzujg si¢ zmniejszonym poziomem bialka i1 obnizong lekoopornoscig w
poréwnaniu do komérek WT [71]. Polimorfizm ten byt przedmiotem przywotanego juz
wyzej badania, w ktorym wykazano, ze obecno$¢ wariantu C niekorzystnie wptywa na
uzyskanie przez leczonych imatynibem pacjentow z CML wigkszej lub catkowitej od-
powiedzi molekularnej [76]. Niedawne badanie przeprowadzone w grupie pacjentow z
GIST wydaje si¢ potwierdza¢ te obserwacje. Badanie to wykazato, ze homozygoty A4

charakteryzujg si¢ istotnie dtuzszym, wolnym od progresji czasem przezycia niz nosi-
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ciele pozostatych wariantow [82]. Niestety w ramach prezentowanej pracy wykryto
tylko jedng homozygote 44. Dlatego tez, jedyng mozliwa do przebadania kombinacja,
bylo poréwnanie wariantow CC vs AC+AA. Analiza nie wykazala jednak istotnej rozni-
cy w wolnym od progresji czasie przezycia pomi¢dzy nosicielami poszczegdlnych wa-
riantow. Rozklad genotypow byt zgodny z réwnowaga Hardy-Weinberga (p=0,89), a
frekwencja alleli wynosita C-85%, 4-15% 1 byla zblizona do wartos$ci opisanych w lite-
raturze [76].

Polimorfizm SLC22A44 (rs1050152) powoduje zastgpienie leucyny fenyloalaning w
kodonie 503 (L503F), co jest przyczyng zmiany powinowactwa enzymu do substratu
[161]. Wczesniejsze badania wykazaly zwigzek obecno$ci wariantu C ze wzrostem
szans na uzyskanie wiekszej odpowiedzi na poziomie molekularnym wsrdd pacjentéw z
CML leczonych imatynibem [3]. Zblizone wyniki otrzymano w innej badanej grupie
chorych z GIST, w ktorej obecnos¢ wariantu C sprzyjata wydtuzeniu czasu uptywajace-
go od rozpoczecia terapii do progresji choroby [2]. Wyniki te sugeruja, ze genotyp 77T
moze stanowi¢ niekorzystny czynnik rokowniczy. W zwigzku z tym, w ramach niniej-
szej pracy, poroOwnano wolne od progresji czasy przezycia pomiedzy homozygotami 77,
a nosicielami pozostatych wariantow (C7+CC). W niniejszym badaniu nie potwierdzo-
no, by réznice pomiedzy czasami przezycia w badanych grupach byty istotne staty-
stycznie (p=0,98). Wykluczono tez potencjalny wptyw innych ukladow genotypdw,
czyli: CC vs CT vs TT oraz CC vs CT+TT. Czestos¢ wystepowania alleli wyniosta C-
63%, T-37% 1 byta zblizona do opisanych w literaturze [2]. Rozklad genotypow byt
zgodny z rownowagg Hardy-Weinberga (p=0,84).

Ostatnim badanym polimorfizmem byt SLC2245 -2087G>C (rs2631372). O warian-
cie tym wiadomo najmniej ze wszystkich badanych w niniejszej pracy. Wyniki wcze-
$niejszych badan wykazaty jednak jego zwigzek z podatnoscia na chorobe Le$niewskie-
go-Crohna. Okazalo si¢, ze homozygot CC bylo znaczaco wigcej w grupie chorych niz
w kontroli, a wariant ten wigzat si¢ z obnizeniem ekspresji genu [134]. Ponadto, wyka-
zano niekorzystny wplyw tego genotypu na czas uptywajacy od rozpoczgcia terapii do
progresji u pacjentow z GIST leczonych imatynibem [2]. Niestety w prezentowanej
pracy nie bylo mozliwosci porownania CC vs CG+GG z uwagi na obecnos¢ tylko
dwoéch homozygot CC. Analiza alternatywnych kombinacji genotypow CC vs CG vs
GG oraz GG vs CC+CG nie przyniosta istotnych statystycznie wynikéw. Frekwencje
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alleli wynosity G-68%, C-32% a rozktad genotypoéw byt zgodny z rownowaga Hardy-
Weinberga (p=0,99) [2].

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikéw, mozna stwierdzi¢, ze zaden z
badanych polimorfizmow nie wptywat samodzielnie na wolny od progresji czas przezy-
cia pacjentow z GIST. Nalezatoby tu jednak zwroci¢ uwage na kilka istotnych kwestii.
Po pierwsze badana grupa jest stosunkowo niewielka i niejednolita klinicznie, dlatego
tez jednoznaczne wykluczenie znaczenia badanych wariantow polimorficznych bytoby
przedwczesne. Po drugie brak zwigzku pomiedzy polimorfizmami dotyczacymi enzy-
mow z rodziny CYP2, a skutecznoscig terapii byt brany pod uwage. Enzymy te sg bo-
wiem tylko w nieznacznym stopniu zaangazowane w metabolizm imatynibu. Dotych-
czas nie opublikowano réwniez wynikow badan, ktore taczytyby poszczegdlne warianty
genow z tej grupy, z efektem leczenia pacjentow z wykorzystaniem terapii angazuja-
cych imatynib. By¢ moze ich znaczenie ujawniloby si¢ u chorych z niekorzystnym
uktadem genotypow CYP3A44 oraz CYP3A45, a wigc prawdopodobnie w sytuacjach epi-
zodycznych. Po trzecie niska frekwencja rzadszych alleli w potencjalnie istotnych ge-
nach, takich jak CYP3A44, CYP3A5, ABCG2 oraz SLC22A5 uniemozliwita przeprowa-
dzenie wiarygodnej analizy ich znaczenia dla skutecznoS$ci terapii. Zaskakiwa¢ moze
brak zwigzku z efektem leczenia polimorfizméw w genach ABCBI oraz SLC2244. W
przypadku genu ABCBI1, potencjalnie niekorzystny efekt wariantu 7 nie zostal prawdo-
podobnie zaobserwowany ze wzgledu na wspomniang niska liczebno$¢ i niejednorod-
no$¢ kliniczng badanej grupy. Podobnie moze by¢ w przypadku wariantow dotyczacych
genow SLC22A44 oraz SLC22A5. Dotychczas opublikowano jedng prace poswigcong
analizie wariantow tych gendw w grupie pacjentow z GIST. W pracy tej autorzy prze-
badali warianty polimorficzne genow SLC22A44 oraz SLC22A45 u 54 chorych z GIST,
wykazujac ich wplyw na czas uptywajacy od rozpoczgcia terapii do progresji choroby.
W przebadanej grupie u 19 oséb nieznana byta mutacja w guzie pierwotnym, a u czte-
rech stwierdzono inng niz w eksonie 11 mutacje genu K/7 [2]. Tymczasem w niniejsze]
pracy analogiczng analiz¢ przeprowadzono w grupie 34 chorych, u ktérych w guzach
wykryto mutacj¢ eksonu 11 genu KIT i uwzgledniono znaczenie lokalizacji guza pier-
wotnego. Zatem wyniki niniejszego badania wydaja si¢ by¢ bardziej wiarygodne.

Z drugiej jednak strony w przypadku polimorfizmu dotyczacego genu SLC22A44,
opublikowano wyniki wyraznie potwierdzajace niekorzystny wplyw wariantu 7' w ukta-

dzie homozygotycznym na efekt leczenia w grupie 188 chorych z CML. Na podstawie
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danych literaturowych, jak i wynikow badan wtasnych, mozna stwierdzi¢, ze wpltyw
pojedynczych polimorfizméw na efekt leczenia imatynibem chorych z GIST, jesli ist-
nieje, to nie jest tak istotny, jak innych czynnikow ryzyka, takich jak: rodza; mutacji w
guzie, indeks mitotyczny, wielko$¢ czy lokalizacja guza. Takze ogélny stan zdrowia
pacjenta, jego sytuacja spoleczno-ekonomiczna czy chocby stosowanie si¢ do zalecen
lekarza majg bez watpienia duze znaczenie dla efektow prowadzonego leczenia farma-
kologicznego. Wydaje si¢ zatem, ze chcac jednoznacznie okresli¢c wptyw poszczegol-
nych wariantow polimorficznych na efekt leczenia, nalezatoby przeprowadzi¢ taka ana-
lize w duzej 1 bardzo szczegotowo scharakteryzowanej klinicznie grupie chorych. Bio-
rac jednak pod uwagg proces rekrutacji pacjentow, jak i logistyke takiego badania, wy-
daje si¢ to zadaniem szczegolnie trudnym.

W dalszym etapie badania przeprowadzono analiz¢ wieloczynnikowg wariantow po-
limorficznych genu CYP344 — kodujacego gldéwny enzym odpowiedzialny za metabo-
lizm imatynibu oraz gendw ABCBI, ABCG2, SLC22A44 1 SLC2245. Wyniki wcze$niej
przeprowadzonych badan wykazaly istnienie zwigzku pomigdzy poszczegdlnymi wa-
riantami polimorficznymi tych czterech gendéw, a skutecznoscig terapii z wykorzysta-
niem imatynibu. Nastepnie, w oparciu o dane literaturowe dla kazdego z polimorfi-
zmoéw wybrano genotypy, ktore moga potencjalnie niekorzystnie wptywac na skutecz-
no$¢ terapii. Naleza do nich: CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCB1 3435 TT, ABCG2 421
AC lub CC, SCL2244 1672 TT i SLC2245 -2087 CC. Na podstawie wynikow genoty-
powania pacjentow podzielono na dwie grupy. W pierwszej znalezli si¢ chorzy, bedacy
nosicielami dwoch lub mniej potencjalnie niekorzystnych genotypéw. Druga grupe
utworzyli pacjenci, u ktérych wykryto co najmniej trzy takie genotypy. Statystyczne
porownanie krzywych przezycia otrzymanych dla obu grup wykazalo, ze nosiciele
przynajmniej trzech niekorzystnych genotypow, charakteryzuja si¢ krotszym czasem
przezycia wolnego od progresji (p=0,057). Wynik znajduje si¢ na granicy istotnosci
statystycznej. Ze wzgledu na ten fakt, jak 1 stosunkowo malg liczebno$¢ badanej grupy,
nalezy traktowac go z ostroznoscig. Bez watpienia, powtorzenie badania na wigkszej
grupie pacjentéw z GIST pozwolitoby na weryfikacj¢ uzyskanego w niniejszym bada-
niu wyniku.

Nalezy podkresli¢, ze istniejg takze polimorfizmy innych gendéw mogace mieé
wptyw na profil farmakokinetyczny imatynibu lub skuteczno$¢ leczenia w terapiach

wykorzystujacych ten inhibitor. Wykazano na przyktad zwigzek niektorych wariantow

83



polimorficznych gendéw SLC22A41 oraz SLCOIB3 z istotnymi roéznicami w badanych
parametrach klinicznych. Uktad kilku polimorfizmow genu SLC2241 wigzal si¢ z uzy-
skaniem wigkszej odpowiedzi molekularnej u pacjentéw z CML leczonych imatynibem.
Natomiast wariant 334GG genu SLCO1B3 wigzat si¢ z zwigkszonym tempem usuwania
imatynibu, w analogicznej grupie chorych [3, 176]. Potwierdzenie wptywu okreslonych
wariantow polimorficznych, przebadanych w ramach niniejszej pracy lub tez prac in-
nych zespolow, na skuteczno$¢ terapii przy jednoczesnym ich powigzaniu z profilem
farmakokinetycznym imatynibu, mogloby da¢ podstawy do stworzenia zindywiduali-
zowanego systemu precyzyjnego dawkowania leku. Badania molekularne znanych po-
limorfizméw sa stosunkowo proste i tanie, wigc nie komplikowatyby postepowania dia-
gnostycznego u pacjentow z GIST, a moglyby si¢ przyczyni¢ do obnizenia og6lnych
kosztow zwigzanych z leczeniem. Co wazne, prowadzenie takich badan mogtoby miec
roOwniez pozytywny wplyw na poprawe skutecznos$ci leczenia z wykorzystaniem terapii

celowanej u pacjentow z GIST.
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8. WNIOSKI

Na podstawie otrzymanych wynikdéw badan, przeprowadzonych w grupie 35 pacjen-

tow z GIST leczonych imatynibem, mozna wyciagna¢ nastepujace wnioski:

1.

Nie wykazano zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi wariantami polimorficznymi
genow CYP2C9 (1s28371674), CYP2C19 (rs4244285), CYP2D6 (rs1800716),
ABCBI (rs1045642) oraz SCL22A4 (rs1050152), a wolnym od progresji cza-

sem przezycia chorych.

. Brak lub niewystarczajaca czestos¢ wystepowania potencjalnie istotnych geno-

typow dla polimorfizméw CYP3A4 (rs2740574), CYP3AS5S (rs776746),
CYP2C19 (rs4986893), ABCG2 (rs2231142) oraz SLC22A5 (rs2631372) unie-
mozliwita przeprowadzenie wiarygodnej oceny ich ewentualnego wplywu na

wolny od progresji czas przezycia chorych z GIST.

. Analiza wieloczynnikowa, w ktoérej badano addytywny efekt potencjalnie nieko-

rzystnych genotypdéw: CYP3A4 -392 AG lub GG, ABCBI 3435 TT, ABCG2 421
AC lub CC, SCL2244 1672 TT oraz SLC2245 -2087 CC, wykazata, ze wspot-
wystepowanie przynajmniej trzech powyzszych wariantow polimorficznych u
jednego pacjenta moze istotnie wptywac na skrécenie wolnego od progresji cza-

su przezycia chorych.
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10. ZALACZNIK

Krzywe wolnego od progresji czasu przezycia, w zaleznosci od lokalizacji guza pierwotnego
o Kompletne + Uciete
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Ryc. 11. Fig. 11. Wykres krzywych przezycia, w zaleznosci od lokalizacji guza pierwotnego. W prawym
goérnym 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 przezycia, w zaleznosci od genotypu rs28371674
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Ryc. 12. Fig. 12. Wykres krzywych przezycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu
CYP2C9 (1s28371674). W prawym goérnym 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 przezycia, w zaleznos$ci od genotypu rs4244285
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Ryc. 13. Fig. 13. Wykres krzywych przezycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu
CYP2C19 (rs4244285). W prawym goérnym 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 przezycia, w zaleznos$ci od genotypu rs1800716
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Ryc. 14. Fig. 14. Wykres krzywych przezycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu
CYP2D6 (1s1800716). W prawym goérnym 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 przezy cia, w zaleznosci od genoty pu rs 1045642
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Ryc. 15. Fig. 15. Wykres krzywych przezycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu
ABCBI (rs1045642). W prawym goérnym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presentation
of survival curves in univariate analysis of the ABCBI (rs1045642) gene polymorphism. Results of the
log-rank test placed in the top right corner.

Krzywe wolnego od progresji czasu przezycia, w zaleznosci od genotypu rs1050152
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Ryec. 16. Fig. 16. Wykres krzywych przezycia w analizie jednoczynnikowej dla polimorfizmu genu
SLC22A44 (rs1050152). W prawym gornym rogu zamieszczono wynik testu log-rank. Graphic presenta-
tion of survival curves in univariate analysis of the SLC22A44 (rs1050152) gene polymorphism. Results of
the log-rank test placed in the top right corner.
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