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Cel pracy: ocena dziafania cytostatykéw stosowanych w leczeniu raka sutka na aktywnos¢ lizozymu zawartego we {zach w za-
leznosci od czasu trwania chemioterapii.

Materiat i metodyka: 8 kobiet leczono wg schematu chemioterapii: docetaksel z doksorubicyng. U 4 pacjentek zastosowano
schemat CMF — obejmowat on cyklofosfamid, metotreksat, 5-fluorouracyl. Aktywnos$¢ lizozymu zawartego we tzach chorych
oceniano za pomocg pomiaru $rednicy strefy zahamowania wzrostu bakterii Micrococcus lysodeicticus.

Whyniki: oba schematy zastosowanego leczenia przeciwnowotworowego wplynety w sposdb istotny statystycznie na zmniej-
szenie strefy zahamowania wzrostu bakterii M. lysodeicticus zaréwno po | cyklu leczenia, jak i po II. W przypadku schematu
chemioterapii — CMF — po Il cyklu leczenia obserwowano catkowity brak aktywnosci lizozymu we tzach badanych pacjentek
(zerowa $rednica strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw).

Whioski: systemowa chemioterapia stosowana w leczeniu raka piersi wplywa na zmniejszenie aktywnosci lizozymu zawartego
we fzach, co moze skutkowa¢ zwiekszong zachorowalnoscig na infekcje bakteriami Gram-dodatnimi powierzchni oka.

lizozym, tzy, chemioterapia, rak piersi.

Purpose: Estimation of cytostatics influence used in breast cancer treatment on lysozyme activity in human tears depend
on time of treatment.

Material and methods: 8 women were treated at the base of chemotherapy schema: docetaxel with doxorubicin and 4 women
treated with schema CMF: cyclophosphamide, methotrexate, 5-fluorouracil. Lysozyme activity in tears was assessed by measu-
rement of diameter zone of Micrococcus lysodeicticus growth inhibition.

Results: It was revealed that both chemotherapy schema caused statistically significant reduction of diameter zone of M. lyso-
deicticus growth inhibition, after first and second course of chemotherapy treatment. After second chemotherapy course CMF
schema induced loss of lysozyme activity in patient’s tears (zero mm of M. lysodeicticus diameter zone growth inhibition).
Conclusions: Systemic chemotherapy administered in breast cancer induce reduction of lysozyme activity in tears, that may
cause higher morbidity of ocular surface infections caused by Gram-positive bacteria.

lysozyme, tears, chemotherapy, breast cancer.

Wstep

Lizozym (muramidaza) zostat odkryty przez Alexandra Fle-
minga w 1922 r. Jest biatkiem kationowym o cigzarze 14,4 kDa
— jednym z mechanizméw nieswoistej humoralnej odpowiedzi
immunologicznej. Nalezy do enzyméw z grupy hydrolaz, ktére
rozktadajg w mureinie $ciany komérkowej bakterii wigzania B
— 1,4-glikozydowe miedzy czgsteczkami kwasu N-acetylomu-
raminowego a N-acetyloglukozaming. Wystepuje w ziarnisto-
$ciach granulocytéw, monocytéw, makrofagéw. Jego obecno$é
wykazano w wigkszos$ci ptynéw tkankowych: krwi, $linie, $luzie

nosa, fzach, soku zotgdkowym, mleku, nasieniu, zétci (1). Lizo-
zym wykazuje aktywnos$¢ gtéwnie wobec bakterii Gram-dodat-
nich.

Dla oka podstawowa linig obrony przed drobnoustrojami
pochodzacymi ze $rodowiska zewnetrznego jest nieuszkodzona
spojowka, ktéra w warunkach fizjologicznych stanowi fizyczng
bariere. Jej powierzchnia jest stale sptukiwana przez film tzowy,
ktéry zawiera naturalne substancje przeciwbakteryjne, w tym
oprécz lizozymu takze immunoglobuliny — gtéwnie IgA, biatka
uktadu dopetniacza, betalizyng, laktoferyne (1-3).
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Szczegdlnie istotny w wytwarzaniu lizozymu jest nabtonek
wyscielajagcy gruczot fzowy i przewody wyprowadzajace fzy.
Wedtug niektérych autoréw obecno$¢ w tych komérkach drobin
lizozymu potwierdza fakt, ze w komérkach nabtonka gruczotu
tzowego zachodzi czynny proces produkcji enzymu (4).

Stezenie lizozymu we fzach wynosi 1-2 mg/ml i jest wyzsze
niz w surowicy krwi (4). Wykazano, ze do zmniejszenia aktyw-
nosci tego enzymu w plynie tzowym dochodzi m.in.: w zespole
suchego oka, zapaleniu rogéwki spowodowanym wirusem typu
Herpes, w jaglicy, u palaczy tytoniu, w toczniu uktadowym oraz
w pierwszych dniach po operacji zaémy (4-6).

Rak piersi jest najczestszym nowotworem zfosliwym u ko-
biet. W ciggu roku w Polsce rejestrowanych jest okoto 12000
nowych zachorowan (7). Wiekszo$¢ kobiet zgtasza sie do le-
karza, gdy nowotwdr jest w zaawansowanym stadium, kiedy
oprécz chirurgicznego usunigcia guza konieczne jest zastoso-
wanie chemio- lub hormonoterapii uzupetniajacej. Rodzaj terapii
zalezy od wielu czynnikéw, takich jak: stopien zaawansowania
klinicznego nowotworu, stan regionalnych weztéw chfonnych,
stopien ztosliwosci histologicznej, wiek chorej, stan receptoréw
steroidowych i receptora HER2 (7). Cele chemioterapii uzupet-
niajgcej (adiuwantowej) to zniszczenie potencijalnie istniejacych
mikroprzerzutéw i zmniejszenie prawdopodobienstwa nawro-
tu nowotworu. Metode chemioterapii paliatywnej stosuje sie
u chorych, ktérych nie mozna wyleczy¢ catkowicie, mozna je-
dynie przediuzy¢ ich zycie i poprawi¢ jego jakos¢. W leczeniu
cytostatykami stosuje sie polichemioterapig, czyli programy
leczenia wieloma lekami, ktére sg podawane dozylnie co 3—4
tygodnie (7). Chemioterapia systemowa ma zasigg ogéinoustro-
jowy — dziata toksycznie na komérki nowotworowe, ale takze
niekorzystnie na komorki prawidtowe, zwtaszcza te, ktére szyb-
ko sie dzielg, np. szpiku, nabtonka przewodu pokarmowego, go-
nad. Objawy uboczne po chemioterapii s powszechne i doty-
czg zmian w przewodzie pokarmowym, sercu, ptucach, szpiku
kostnym, ukfadzie nerwowym czy immunologicznym.

W dostgpnym piSmiennictwie — zaréwno polskim, jak
i zagranicznym — stosunkowo mato jest danych na temat oku-
listycznych powikian po chemioterapii, szczegoinie tych, ktére
dotyczg jakosciowych i ilosciowych zaburzen filmu tzowego.
Brak w dostepne; literaturze prac dotyczacych aktywnosci lizo-
zymu we tzach u chorych poddanych chemioterapii sktonit auto-
row do podjecia takiego tematu badan.

Cel

Celem badan byta ocena wptywu cytostatykéw stosowa-
nych w leczeniu raka sutka na aktywno$¢ lizozymu zawartego
we tzach u pacjentek leczonych wediug dwdch schematéw
chemioterapii: schemat | — docetaksel z doksorubicyna, sche-
mat Il — cyklofosfamid z metotreksatem i 5-fluorouracylem.

Materiat i metody

Do badania wtaczono 12 pacjentek (probki tez z 24 oczu)
zakwalifikowanych do systemowej chemioterapii z powodu
raka sutka. Wykluczono kobiety, u ktdrych przed chemioterapig
rozpoznano zespot suchego oka, stosujgce leki zmniejszajace
produkcje tez oraz chorujgce na cukrzyce. Prébki fez pobierano
przed rozpoczeciem leczenia oraz po cyklach chemioterapii —
pierwszym i drugim — tj. w odstepach 3-tygodniowych.

Ptyn izowy do badan pobierano za pomoca jatowych paskéw
bibuty ,Tear Flo” (Rose Stone Enterprises), ktére na 3 minuty
umieszczano w worku spojéwkowym obojga oczu. Nasgczone
tzami paski zamykano w probéwce Eppendorf i do czasu wyko-
nania badania przechowywano w temperaturze -20°C. Pomiar
aktywnosci lizozymu we tzach wykonywano po zebraniu prébek
od wszystkich chorych, po dwdch cyklach chemioterapii, tj. po
ok. 8 tygodniach od pierwszego badania. Z hodowli macierzy-
stej Micrococcus lysodeicticus wykonywano posiewy reduk-
cyjne na podioza hodowlane na piytce z podiozem agarowym
z dodatkiem 2% odwtdknionej krwi baraniej i inkubowano przez
24 godziny w temperaturze 37°C. Za pomocg nefelometru przy-
gotowywano zawiesiny M. lysodeicticus (gesto$¢ zawiesiny 3 x
108 k/ml). Z tak przygotowanej zawiesiny probki po 100 ul wy-
siewano za pomocg gtaszczki na ptytki z podiozem agarowym
z dodatkiem 2% odwtidknionej krwi baraniej. Nastepnie w jato-
wych warunkach na ptytki uktadano po 6 krazkéw wycietych
z paskéw bibuty ,Tear-Flo”, ktére wczesniej nasaczono {zami
pacjentek, oraz krazek kontrolny z nasgczony lizozymem (Sigma,
USA) o stezeniu 5 mg/ml. Tak przygotowane plytki z wysiany-
mi drobnoustrojami i natozonymi krazkami bibuty inkubowa-
no wieczkiem do gory przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
Aktywno$¢ lizozymu oceniano po 24 godzinach poprzez pomiar
$rednicy strefy zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowych
M. lysodeicticus. Punkt odniesienia stanowit roztwor lizozymu
o stezeniu 5 mg/ml.

Do analizy statystycznej uzyskanych wynikéw zastosowano
nieparametryczny test analizy wariancji (ANOVA) rang Friedma-
na.

Wyniki

Sredni wiek badanych kobiet wynosit 62 lata (od 51 do 69
lat).

Stopien klinicznego zaawansowania nowotworu klasyfiko-
wat sie miedzy IIA a IV.

U 7 chorych zastosowano chemioterapie uzupetniajgca, u 5
— paliatywna.

U 8 pacjentek zastosowano leczenie docetakselem z dokso-
rubicyng (schemat chemioterapii I), u 4 pacjentek — cyklofosfa-
midem z metotreksatem i 5-fluorouracylem (schemat chemiote-
rapii ll).

Wykaz danych do wykresu

S e $rednia (+ odchylenie standardowe) srednica strefy zahamowania

v P wazrostu bakterii M. lysodeictucus pod wptywem lizozymu (mm)
el e Erani pol gyklu chemio- poll Eyklu chemio-
terapii terapii

docetaksel, dokso-

3 12 +0.73 11,44 + 0.63 11,13 + 0.62
rubicyna
cyklofosfamid,
metotreksat,5-fluoro- | 12,13 = 1,13 10,63 = 1,3 0+0
uracyl-CMF
Ryc. 1. Srednica strefy zahamowania wzrostu bakterii Micrococcus fy-

sodeicticus w zaleznosci od rodzaju zastosowanej chemioterapii
i rodzaju cyklu leczenia.

Micracoccus lysodeicticus diameter zone growth inhibition
after different types and courses of chemotherapy.

Fig. 1.
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Srednica strefy zahamowania wzrostu bakterii/ Micrococcus lysodeicticus (mm)/

Nr pacjenta/ Micrococcus lysodeicticus diameter zone growth inhibition (mm)

Patient’s number

przed chemioterapia/ po | cyklu chemioterapii/ po Il cyklu chemioterapii/
before chemotherapy after | chemotherapy course after Il chemotherapy course
" 11 "
1
12 12 "
12 11 "
2
13 11 "
12 1 1
3
12 12 12
" " "
4
12 1" 11
12 12 10
5
12 " 11
" " 11
6
13 12 11
12 " 11
7
13 12 11
11 " 11
8
13 13 13
Srednia + odchylenie standardowe/ 12 + 0,73 11,44 + 0,63 1113 + 0.62

Mean = standard deviation

Tab.l. Wyniki pomiaru $rednicy strefy zahamowania wzrostu bakterii M. lysodeicticus pod wptywem lizozymu zawartego we tzach chorych leczo-
nych wg schematu chemioterapii docetaksel z doksorubicyna.

Tab.l. Results of measurments of M. lysodeicticus diameter zone of growth inhibition due to tears lysozyme in patietnts treated with chemothera-
py: docethaxel with doxorubicin.

Srednica strefy zahamowania wzrostu bakterii Micrococus lysodeicticus (mm)/
Micrococcus lysodeicticus diameter zone growth inhibition (mm)

Nr pacjenta/
Patient’s number przed chemioterapia/ po | cyklu chemioterapii/ po Il cyklu chemioterapii/
before chemotherapy after | chemotherapy course after Il chemotherapy course

12 11 0

1
13 " 0
12 10 0

2
13 10 0
1" 1" 0

3
13 12 0
10 8 0

4
13 12 0

Srednia = odchylenie standardowe/ 1213 + 1,13 10,63 + 1,3 0+0

Mean =+ standard deviation

Tab. Il. Wyniki pomiaru $rednicy strefy zahamowania wzrostu bakterii M. lysodeicticus pod wptywem lizozymu zawartego we tzach chorych leczo-
nych wg schematu chemioterapii CMF — cyklofosfamid, metotreksat, 5-fluorouracyl.
Tab. Il. Results of measurments of M. lysodeicticus diameter zone of growth inhibition by tears lysozyme in patietnts treated with chemotherapy:

cyclophosphamide, methotrexate, 5-fluorouracil.
Srednia = odchylenie standardowe/ Mean = standard deviation
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Woyniki pomiaréw $rednicy strefy zahamowania wzrostu
drobnoustrojéw M. lysodeicticus pod wptywem lizozymu z fez
pobranych od chorych kobiet, ktére leczono wediug powyzej
przedstawionych schematéw, w zalezno$ci od czasu trwania
chemioterapii przedstawiajg tabele I, Il oraz rycina 1.

Oba zastosowane schematy chemioterapii wptynety w spo-
séb istotny statystycznie na zmniejszenie strefy zahamowania
wzrostu drobnoustrojéw (schemat | — p = 0,0002, schemat Il —
p = 0,0002). Zmniejszenie aktywnosci lizozymu we {zach byto
istostne statystycznie (p<0,05) zaréwno po |, jak i po Il cyklu
leczenia, niezaleznie od przyjetego schematu leczenia.

Omowienie

Dziatania niepozadane systemowej chemioterapii mogg wy-
wotaé wiele niekorzystnych zmian w narzadzie wzroku zaréwno
w przednim odcinku oka, jak i w tylnym (8-10). Objawy ubocz-
ne cytostatykow, ktére wptywajg na film tzowy, przedstawiono
w tabeli Ill.

Cytostatyk/ Okulistyczne objawy uboczne/
Cytostatic Ocular side-effects
zadraznienie spojowek, zapalenie brzegéw
powiek, zmniejszenie odruchowego wydziela-
Metoreksat/ nia fez, zesp6t suchego oka, obnizenie pH tez/
Methotrexate conjunctivitis, blepharitis, reduction of reflective
tears secretion, dry eye syndrom, decrease of
tears pH
Cyklofosfamid/ tzawienie, zespdt suchego oka/ epiphora, dry

Cyclophosphamide | eye syndrom

tzawienie, zadraznienie spojowek, zapalenie brze-
géw powiek, zapalenie rogdwki, $wiatfowstret,

zwezenie drdg fzowych/ epiphora, conjunctivitis,
blepharitis, keratitis, photophobia, lacrimal tracts

5-fluorouracyl/
5-Fluorouracil

stenosis
bosoy | e HO e, e
Docethaxel pol » epipnora,

conjunctivitis

Doksorubicyna/ tzawienie, zapalenie spojéwek/ epiphora, con-

Doxorubicin junctivitis
Tab. lll. Dziatania niepozadane chemioterapii, ktére moga wptywac na
ilo$ciowy i jako$ciowy skiad tez u badanych pacjentek (9-13).
Tab. lll. Side-effects after chemotherapy which may have an influence

on tears quality and quantity in examined patients (9-13)

Do zmniejszenia strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw
pod wptywem lizozymu zawartego we fzach doszio w wyniku le-
czenia wedtug obu schematdéw — zaréwno |, jak i Il. Obnizanie sig
aktywnosci enzymu moze by¢ spowodowane tym, ze cytostaty-
ki toksycznie wptywaja na szybko dzielace sie¢ komérki nabton-
ka gruczotu tzowego (11-13). Negatywne oddziatywanie lekdéw
przeciwnowotworowych na niektére tkanki i narzady nastepuje
w réznych fazach leczenia — wczesnej lub pdznej. Fakt, ze do zna-
miennego obnizenia aktywnosci lizozymu we {zach chorych z ba-
danych grup doszio juz po pierwszym cyklu chemioterapii, nieza-
leznie od rodzaju stosowanego schematu leczenia, stanowi silny
argument, ktéry przemawia za twierdzeniem, ze toksyczno$¢ cy-
tostatykdw wobec gruczofu tzowego jest wczesnym powikia-
niem. Szczegdlng uwage zwraca brak zahamowania wzrostu bak-

terii M. lysodeicticus po drugim cyklu leczenia wg schematu .
Wskazuje ona na catkowity zanik aktywnos$ci lizozymu w przy-
padkach kumulacji toksycznego efektu dziatania trzech cytosta-
tykéw w nabtonku gruczotu fzowego. Ponadto metotreksat stoso-
wany w leczeniu wg schematu Il powoduje znaczne obnizenie pH
tez z prawidtowego 7,2 do 6,5. Taka zmiana kwasowosci ptynu
tzowego skutkuje podraznieniem i odruchowym izawieniem (9).
Konsekwencjg jest znaczny wzrost objetosci wydzielanych tez
oraz pogorszenie ich sktadu i stabilno$ci. Dochodzi do wzrostu
zawarto$ci wody we fzach, zmniejsza sie natomiast wydzielanie
pozostatych sktadnikéw takich jak biatka, elektrolity i lizozym.
Nadmierna ilos¢ wydzielanych tez, ktére nie utrzymujg sie odpo-
wiednio diugo na powierzchni rogéwki, charakteryzowana jest
jako ,ptaczace suche oko” (2,9).

W przypadku schematu | chemioterapii réwniez uzyskano
statystycznie istotne zmniejszenie strefy zahamowania wzrostu
bakterii pod wptywem lizozymu zawartego we tzach badanych
pacjentek, ale znacznie mniejsze niz w przypadku schematu II.
Nalezy sadzi¢, ze kumulacja dwéch cytostatykéw dziata mniej
toksycznie na nabfonek gruczotu {zowego niz terapia, w skfad
ktérej wchodza trzy leki. Ponadto objawem ubocznym docetak-
selu, ktéry wchodzi w sktad schematu I, jest polineuropatia —
miedzy innymi powoduje ona upos$ledzenie czucia rogéwkowego.
Jego obnizenie zaburza sprzezenie zwrotne z gruczotem tzowym,
w efekcie zmniejsza odruchowe wydzielanie tez i — co z tego wy-
nika — powoduje obnizenie aktywnosci lizozymu (9-11).

Nie mozna réwniez wykluczy¢ negatywnego wptywu che-
mioterapeutykéw na aktywno$¢ pozostatych sktadowych tez
o dzataniu przeciwdrobnoustrojowym takich jak: laktoferyna,
biatka uktadu dopetniacza czy immunoglobuliny.

Klinicznym efektem obnizenia aktywnosci lizozymu we tzach
moze by¢ wyzsza zachorowalno$¢ na infekcje narzadu wzroku
spowodowane przez patogeny Gram-dodatnie.

W warunkach fizjologicznych na rzesach, skérze powiek
i w worku spojéwkowym znajduja sie szczepy bakterii, ktére
u os6b z prawidfowa odporno$cig nie powodujg infekgji. Liczeb-
no$¢ populacji bakterii oraz ich wirulencja w worku spojéwko-
wym wzrastaja, kiedy produkcja tez jest zmniejszona, maja one
nieprawidtowy skitad, czy nastapit zast6j w ich wydzielaniu.

Do bakterii Gram-dodatnich kolonizujgcych skére powiek,
rzesy, worek spojéwkowy nalezg przede wszystkim: Staphy-
loccoccus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pneumoniae,
Propionibacterium acnes. Mozna sie wigc spodziewaé, ze u pa-
cjentéw w trakcie chemioterapii czesciej bedg wystepowaty
infekcje wywotywane przez te szczepy bakterii, np.: zapalenie
brzegéw powiek, spojéwek i rogéwki, przedprzegrodowe zapa-
lenie tkanek oczodotu czy zapalenie wnetrza gatki ocznej po ura-
zach przebijajacych i/ lub chirurgii wewnatrzgatkowe;.

Podsumowanie

Chemioterapia stosowana w leczeniu raku sutka zmniejsza
aktywno$¢ lizozymu zawartego we tzach (schemat I) lub moze
by¢ przyczyng braku jego aktywnos$ci w pdzniejszych cyklach,
szczegdlnie jest to widoczne w trakcie leczenia wedtug schema-
tu, w skfad ktérego wchodza trzy cytostatyki (schemat II).

Istotny spadek aktywno$ci lizozymu moze sie wigza¢ ze
zwigkszong zapadalno$cig na choroby infekcyjne powierzchni
oka powodowane gtéwnie przez bakterie Gram-dodatnie.
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1.

2,

Whioski

Systemowa chemioterapia stosowana w leczeniu raka sut-
ka hamuje aktywno$¢ lizozymu zawartego we tzach.
Zmniejszenie produkcji lizozymu we tzach jest zalezne od
czasu trwania leczenia cytostatykami.
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