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Paklitaksel jest lekiem przeciwno-
wotworowym, stosowanym w lecze-
niu nowotworu jajnika, nowotworu
Sutka, niedrobnokomdrkowym no-
wotworze ptuc i w miesaku Kapo-
siego. Pozwala osiggac bardzo do-
bre efekty leczenia oraz mozna go
stosowac w terapii wielolekowe.
Prowadzone sg tez badania nad
zastosowaniem paklitakselu w in-
nych nowotworach, m.in. gtowy
i szyi, prowadzone sg w tych przy-
padkach juz badania nad stosowa-
niem leku w fazie Il i Ill leczenia
oraz w potgczeniu z radioterapia.
Paklitaksel, w odrdznieniu od in-
nych lekow, ktdre dziatajg na DNA
i powodujg jego uszkodzenie, od-
dziatuje na mikrotubule, blokujgc
komdrke w fazie G2/M podziatu,
przez powstawanie hiperstabilne-
go wrzeciona podziatowego i przez
to wywotuje Smierc komorki. Suge-
ruje sie jednak, iz paklitaksel dzia-
fa w komadrce rowniez na inne spo-
soby. Interesujgce jest zagadnie-
nie, czy paklitaksel dziata na DNA
i prowadzi do uszkodzer struktury.
W celu badania potencjalnej geno-
toksycznosci paklitakselu przepro-
wadzono doswiadczenie z zasto-
sowaniem techniki kometkowej (co-
met assay) na limfocytach krwi
obwodowej oraz test apoptozy, ce-
lem stwierdzenia czy paklitaksel
jest aktywny w komdrkach i daje
efekt cytotoksyczny. Badania pro-
wadzono na krwi 35 zdrowych
ochotnikow w wypadku comet as-
say i 5 w wypadku testu apoptozy.
Stosowano terapeutyczne stezenia
leku.

Otrzymane wyniki sugerujg, iz pa-
klitaksel nie uszkadza DNA jgdro-
wego komorki, ale wywotuje apop-
toze. Pozwala to wnioskowac, iz lek
nie dziata na komdrki niebedgce
w trakcie podziatu i jest bezpiecz-
ny w stosowaniu.

Stowa kluczowe: paklitaksel, comet
assay, apoptoza.
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W latach 70. przeprowadzono za-
krojone na szerokg skale badania
roznych zwigzkéw pochodzenia ro-
slinnego, z nadziejg znalezienia sub-
stanciji, ktére mozna bedzie stoso-
wac w leczeniu nowotwordw. Jedng
z nich byt paklitaksel (Taxol), wykry-
ty w korze cisu krotkoigtowego (Ta-
xus brevifolia). Do tej pory odkryto
jeszcze kilka zwigzkéw o podobne;
do paklitakselu budowie, wystepujg
one pod nazwg taksanow.

Obecnie paklitaksel jest stosowa-
ny rutynowo w leczeniu niektorych
nowotwordw, takich jak rak sutka,
jajnika, niedrobnokomorkowy rak
ptuc oraz miesak Kaposiego wyste-
pujgcy u chorych na AIDS. Taksa-
ny mogag by¢ z powodzeniem tg-
czone z innymi lekami, co znacznie
zwieksza ich zastosowanie w che-
mioterapii, np. w leczeniu raka jaj-
nika z cisplatyng, a w raku piersi
z doksorubicyng. Taksany obok an-
tracyklin nalezg do najbardziej sku-
tecznych lekéw chemioterapii raka

sutka, dajgc 30-60 proc. remisji
w monoterapii oraz do 90 proc.
w terapii wielolekowej.

Dziataniem niepozgdanym, stano-
wigcym czynnik ograniczajgcy sto-
sowanie paklitakselu jest neutrope-
nia. Do innych skutkow ubocznych
nalezg: uszkodzenia szpiku kostne-
go (np. leukopenia), utrata wtosow,
uszkodzenia nerwéw obwodowych,
zatrzymanie ptyndw w organizmie,
reakcje uczuleniowe, bdle kostno-sta-
wowe [1]. Sporadycznie wystepujg
tez reakcje nadwrazliwosci: reakcje
skérne, uderzenia gorgca, ucisk
w klatce piersiowej, gorgczka, dresz-
cze oraz wymagajgce leczenia
spadki lub wzrost cisnienia tetnicze-
go krwi. Moze tez wystgpi¢ spa-
styczny skurcz oskrzeli z dusznoscig
i silnym uczuciem niepokoju. Noto-
wane sg nieliczne przypadki zejs¢
Smiertelnych, wywotanych silng nad-
wrazliwoscig na paklitaksel [2, 3].
Jednakze nie stwierdzono jedno-
znacznie czy reakcje nadwrazliwosci
nie sg wywotywane przez inny
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Paclitaxel is an anticancer drug
used in the treatment of ovarian
cancer, breast cancer, non small
lung cancer and Kaposi’s sarcoma
(connected with HIV) with very
good results. It can be also used in
combination with other drugs.
There are reported studies of
paclitaxel in the treatment of other
cancers, including, for example,
head and neck cancer, where
paclitaxel was used as a sensitiser
in radiotherapy.

Paclitaxel, in contrast to other drugs
interacting with DNA and causing
DNA lesions, binds to microtubules.
Then a cell becomes blocked
during the G2/M phases of the cell
cycle, forming a hyperstable mitotic
spindle and cannot divide.
However, it has been suggested
that paclitaxel could act in cells
also in other ways. Hence, a
question of genotoxic activity of
paclitaxel emerges.

In this study the comet assay was
used to estimate genotoxity, and
the apoptosis test to check whether
the drug is active in the cells. The
experiments were conducted on
blood of healthy volunteers: 35 for
the comet assay, and 5 for the
apoptosis. Paclitaxel was used in
therapeutic concentrations.

The obtained results suggest that
paclitaxel does not induce damage
to DNA, although it is active in cells,
and causes apoptosis. Thus, the
results suggest that paclitaxel does
not interact with not resting cells
and is safe for patients.

Key words: paclitaxel, comet assay,
apoptosis.

Tab. 1. Poréwnanie proceséw apoptozy i nekrozy

Apoptoza

D proces fizjologiczny, istotny pod-
czas rozwoju i prawidtowego funk-
cjonowania organizmu,

D dotyczy pojedynczych komorek,

D objawia sie utrata fosfolipidowej
asymetrycznosci btony cytoplazma-
tycznej, obkurczaniem cytoplazmy,
kondensacjg jgdra komorkowego,
powstawaniem mniejszych otoczo-
nych btong cytoplazmatyczng two-
row — ciatek apoptotycznych.

skfadnik leku: polioksylowany olej ry-
cynowy (Cremophor EL). Opracowa-
no skuteczny sposob tagodzenia re-
akcji nadwrazliwosci i zespotu reten-
cji ptyndw, sg to objawy, ktore
w poczgtkowym okresie ogranicza-
ty stosowanie paklitakselu. Premedy-
kacja polega na podawaniu gliko-
kortykosteroidow i lekdéw blokujgcych
receptory histaminowe H1 i H2 [4].

Niestety, w przypadku nowotwo-
row gtowy i szyi nie ustalono osta-
tecznie czy stosowanie paklitakselu
przynosi znaczng poprawe. Stosowa-
nie paklitakselu i docetaxelu jako
pojedynczych lekéw, badz w kom-
binacji z innymi cytostatykami lub/i
radioterapig daje wysoki wspot-
czynnik odpowiedzi w niektoérych
przypadkach, lecz wywotuje row-
niez silne skutki uboczne, szcze-
golnie w przypadku leczenia kilku-
lekowego [5]. Prowadzone sg bada-
nia nad zastosowaniem leku jako
srodka zwiekszajgcego podatnosé
na radioterapie. Testy prowadzone in
vitro na liniach komdrkowych wyka-
zaty, iz dla wielu linii nowotworowych
paklitaksel w kombinacji z naswietla-
niem daje efekt addytywny i osigga
poziom odpowiedzi nawet do 100
proc. [6, 7]. Jakkolwiek wyniki badan
przedklinicznych i klinicznych fazy Il
i Il wydajg sie by¢ zachecajace; au-
torzy wskazujg na koniecznos¢ dal-
szych badan przed wprowadzeniem
paklitakselu do rutynowego leczenia
w przypadku nowotworow gtowy
i szyi [8].

W odrdznieniu od innych lekéw
przeciwnowotworowych, ktére dzia-

Nekroza

D proces patologiczny, wystepujacy na
skutek dziatania silnego czynnika
chemicznego lub fizycznego,

D moze dotyczyé catej tkanki,

D nastepuje utrata integralnosci btony
cytoplazmatycznej, fragmentacja ko-
morki.

tajg genotoksycznie na DNA komo-
rek neoplastycznych, paklitaksel wy-
wotuje smier¢ komorki (apoptoze)
poprzez oddziatywanie na mikrotu-
bule i powstawanie hiperstabilnego
wrzeciona kariokinetycznego. Istnie-
ja rowniez inne hipotezy na temat
oddziatywan paklitakselu z materia-
tem biologicznym, jednak zaden au-
tor nie neguije istotnosci wspomnia-
nego wyzej mechanizmu (tab. 1.).

W literaturze nie ma wielu infor-
macji na temat genotoksycznosci
paklitakselu. W ulotce dostarczanej
wraz z lekiem przez producenta
wspomina sie o potencijalnej geno-
toksycznosci, jednak nie sg poda-
ne konkretne dane. Wobec szero-
kiego stosowania Taxolu w leczeniu
nowotwordw, bardzo istotne staje
sie pytanie o bezpieczenstwo pa-
cjentéw i w tym zakresie podjeto
badania nad genotoksycznoscig
preparatu paklitaksel.

MATERIALY | METODY

Do badania genotoksycznosci
zastosowano test comet assay.

Comet assay (elektroforeza
pojedynczych komorek)

Przebadano dziatanie leku na
probach krwi od 35 zdrowych daw-
cow. Dla kazdego przeprowadzano
eksperyment, w sktad ktérego
wchodzity nastepujgce proby:

a) zerowa (nieeksponowana na
dziatanie leku),

b) etanolowa (zawierajgca 1 proc.
etanolu),
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wano test U Manna Whitney’a, przy
100 poziomie istotnosci p=0,05.
Test apoptozy — barwienie ane-
50 4 xyng zastosowano dla potwierdze-
. nia aktywnosci leku w komorkach.
-
60 - . . . Test apoptozy — barwienie
. . ] anexin-V-fluos
L] L L] L]
[ ] Przebadano proby krwi od
40 + T T T |_ 5 zdrowych dawcdéw. lzolowano
I—_Ll z limfocyty, a nastepnie inkubowano
je przez 24 godz. z medium ho-
20 & . 1 } L ] L] L] dowlanym. Po tym czasie dodawa-
no badanych substancji wg sche-
matu podanego dla comet assay,
0 T J T T T ekspozycje prowadzono przez 24
0 1 2 3 4 5 6

1 -0, 2 -olej, 3 - etanol, 4 — taxol, 5 — taxol+olej

—1 wartosci od 2. do 3. kwartyla dla comet assay

Ryc. 1. Porownanie wartosci uszkodzen mierzonych za pomoca techniki kometowe;j. 0S rzednych

przedstawia diugos$é ogondw komet

c) olejowa (zawierajgca 1 proc. ole-
ju rycynowego),

d) taxolowa (zawierajgca 10 uM
paklitakselu [Bristol-Mayers
Squibb]),

e) taxolowo-olejowa (zawierajaca 10
uM paklitakselu oraz 1 proc.
oleju rycynowego).

Izolowane z krwi limfocyty pod-
dawano 3-godzinnej ekspozycji na
ww. czynniki, ekspozycje prowadzo-
no w 37°C. Nastepnie komorki za-
tapiano w zelu agarozowym i na-
kraplano na szkietka mikroskopowe,
poddawano lizie w silnie alkalicz-

nym srodowisku przez godz. Na-
stepnie przeprowadzano etapy roz-
wijania (40 min) oraz elektroforezy
(30 min, 25 V, 300 mA, 0,5-1 V/cm)
w 4°C. Nastepnie preparaty zanu-
rzano na 15 min w ptynie neutrali-
zujagcym. Kolejnym krokiem byto su-
szenie preparatéw przez zanurza-
nie na 10 min w etanolu. Preparaty
barwiono DAPI i analizowano przy
pomocy mikroskopu fluoroscencyj-
nego z filtrem dla DAPI, sprzezone-
go z kamerg i systemem kompute-
rowym do analizy obrazu. W kaz-
dym zelu mierzono dtugos¢ 50
komet. Do oceny wynikéw zastoso-

Tah. 2. Procentowy udziat frakeiji komorek apoptotycznych w poszczegdinych prébhach

Nr préby (0] Olej Etanol Taxol Taxol+Olej
proc. proc. proc. proc. proc.
kom. kom. kom. kom. kom.
apop. apop. apop. apop. apop.

1. 28 24 29 43 38

2. 22 20 21 45 41

3. 21 22 21 42 45

4, 23 21 21 42 43

5, 22 21 21 44 43

godz. w 37°C. Nastepnie proby wi-
rowano, a do osadu limfocytow
dodawano mieszanine barwigca,
zawierajgca jodek propidyny (Sig-
ma Aldrich) i anein-V-fluos (Roche
Applied Sciences), inkubowano
w ciemnosci przez 15 min, po
czym naktadano na zwilzone
szkietka mikroskopowe i poddawa-
no analizie mikroskopowej. Stoso-
wano system jak dla comet assay,
ale z filtrami do FITC i PI. Z kaz-
dego preparatu zliczano po 1 000
komorek, dzielgc je na frakcje
apoptotyczng, nekrotyczng oraz
natywng. Do analizy statystycznej
uzyto testu X-kwadrat.

WYNIKI

W tescie comet assay nie stwier-
dzono, aby paklitaksel powodowat
uszkodzenia DNA jgdrowego komo-
rek (ryc. 1.). Niewielkie réznice wy-
sokosci median dla poszczegodinych
prob w poréwnaniu z probg zero-
wg nie osiggnety progu istotnosci
statystycznej:

D préba olejowa: préba zerowa; po-

ziom p=0,42,

D proba etanolowa: préba zerowa;
poziom p=0,53,

D préba taxolowa: proba zerowa;
poziom p=0,5,

D préba taxolowo-olejowa: préba ze-
rowa; poziom p=0,3.

Rowniez porownanie préby taxo-
lowej z prébg taxolowo-etanolowg
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nie wykazato roznicy istotnej staty-
stycznie (p=0,7).

W przypadku trzech dawcoéw
uzyskano wyzsze wyniki dla kontro-
li niz dla préb eksponowanych.

Test apoptozy pozwolit stwierdzic,
iz te same stezenia paklitakselu po-
wodujg wzrost liczby komodrek
apoptotycznych o Srednio 20 proc.
w stosunku do préb kontrolnych
(tab. 2. i ryc. 2.), co dowodzi ak-
tywnosci biologicznej stosowanego
preparatu paklitaksel.

DYSKUSJA

Otrzymane wyniki pozwalajg
stwierdzi¢, iz w przypadku stoso-
wania leku zawierajacego paklitak-
sel nie powinien wystepowacé pa-
radoks Haddowa, polegajacy na
tym, iz na skutek uszkodzeri DNA
powstajgcych w komodrkach soma-
tycznych wystepuje zwiekszone ry-
zyko rozwoju wtérnego nowotworu.
Wyniki otrzymane w comet assay
tej serii doswiadczen sg zbiezne
z danymi literaturowymi [9], w kto-
rych stwierdza sie, ze w steze-
niach takich, jak stosowane w tym
eksperymencie, nie nastepuje
uszkodzenie DNA komorki; zazna-
czyC nalezy, iz stosowane stezenia
paklitakselu odpowiadaty stezeniom
terapeutycznym. Oznacza to jed-
noczesnie, ze bezposredni kontakt
z komoérkami docelowymi wyklucza
rozproszenie leku, co ma miejsce
w organizmie, co z kolei oznacza
osiggniecie stezen wyzszych niz
terapeutyczne. Jednoczesnie pozy-
tywny wynik testu apoptozy po-
twierdza biologiczng aktywnosé
preparatu. Ponadto seria doswiad-
czen nad indukcjg apoptozy suge-
ruje, iz paklitaksel jest aktywny
w komdrkach zaréwno w obecno-
sci oleju, jak i bez niego, dane te
rowniez sg potwierdzane przez li-
terature [10].

Mozna zatem wyciggng¢ wnio-
sek, iz paklitaksel nie dziata w ko-
morkach spoczynkowych (niedzie-
lgcych sie) i jest zwigzkiem bez-

proc. kom. apoptotycznych

1. 2.

B O proc. kom. apop.

W taxol proc. kom. apop.

3 4. 5.

nr pacj'enta

1 taxol+olej proc. kom. apop.

Ryc. 2. Porownanie udziatu procentowego komorek apoptotycznych

piecznym. Mimo iz otrzymane wy-
niki sg tak jednoznaczne, wydaje
sie, ze konieczne sg poszerzone
badania.
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