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Zastosowanie technik chromatograficznych i spektrometrii mas oraz metod biochemicznych
do badania zaburzen lipidowych wywolanych modelowym lekiem z grupy inhibitorow

proteazy HIV-1

Leczenie zakazenia wirusem upoS$ledzenia odpornosci HIV ~ (ang. human
immunodefficiency virus) zwigzane bylo poczatkowo z monoterapig i terapiag dwulekowa
(1987-1991). Kilka lat pozniej (1995) rozpoczeto badania nad nowg grupa lekéw hamujacych
proteazg¢ HIV (inhibitory proteazy). Ich efektywno$¢ byla tak wysoka, ze zostaly
zarejestrowane bardzo szybko (1995-1996) w trybie skroconym. Przelomem w leczeniu
AIDS bylo wprowadzenie terapii zwigzanej z jednoczesnym stosowaniem kilku lekow
o r6znym mechanizmie dziatania, gdzie juz po dwoéch latach odnotowano spadek zachorowan
1 zgondw wsrod chorych. Podstawa terapii antyretrowirusowej, stosowanej w przypadku
zakazenia HIV - tzw. metodzie HAART (ang. highly active antyretroviral therapy),
jest stosowanie mieszanki co najmniej trzech lekow przeciwwirusowych w kombinacji
zalecanej przez S$wiatowych ekspertow. Celem terapii jest dlugofalowe zahamowanie
replikacji wirusa HIV-1. Metoda HAART jest najlepszg znang obecnic metodg walki z HIV,
jednakze niesie za sobg ryzyko wielu powiklan, efektow ubocznych i dlugoterminowych
skutkow, spowodowanych gtownie interakcjg lekow i uktadu immunologicznego. Bardzo
wazng komponentg tej terapii jest sakwinawir, stanowigcy modelowy lek z grupy inhibitorow
proteazy HIV-1. Jednakze, nalezy zwrdci¢ uwage, ze u pacjentow leczonych inhibitorami
proteazy HIV-1 (np. sakwinawirem, indinawirem), najczgsciej wystepujacym efektem
ubocznym jest tzw. lipodystrofia, ktora charakteryzuje si¢ ubytkiem podskornej tkanki
thuszczowej w obrebie twarzy, konczyn oraz zwigkszeniem tkanki tluszczowej w okolicach

m.in. brzucha oraz karku.
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Molekularne podstawy patomechanizmow i patofizjologii tego typu lipodystrofii
w odniesieniu do zwigzkow lipidowych oraz potencjalny wspotudziat infekcji HIV w jej
powstawaniu, nie sg jeszcze wyjasnione, a ostatnie doniesienia wskazujg na pewne aspekty
patofizjologii komorek tluszczowych (adipocytow), ktore nie byly wczesniej brane pod
uwage. Niemniej, brak jest obecnie jakichkolwiek doniesien na temat szczegdélowego sktadu
jakosciowego 1 ilosciowego komorek thuszczowych pod katem zwigzkow lipidowych zaréwno
w uktadzie fizjologicznym jak i patologicznym.

Nadrzgdnym celem rozprawy bylo badanie zaburzen lipidowych wywolanych
jatrogennym wplywem leku z grupy inhibitoréw proteazy HIV-1 - sakwinawiru (SQV)
poprzez zastosowanie technik chromatograficznych i  spektrometrii mas oraz metod
biochemicznych. W ramach badan biochemicznych przeprowadzono eksperyment in-vitro
na unie$miertelnionej linii ludzkich preadypocytow (Chub-S7) z uwzglednieniem
roznicowania oraz jatrogennego wplywu sakwinawiru. W celu identyfikacji 1 oznaczania
kwasow tluszczowych (FA) zastosowano chromatografi¢ gazowa sprzezong ze spektrometrig
mas (GC-MS), a w przypadku innych zwigzkéw lipidowych (fosfatydylocholin - PC,
lizofosfatydylocholin - LPC; fosfatydyloetanoloamin — PE; plazmalogenow o podstawie
fosfatydyloetanoloaminy - PE-pl; fosfatydyloseryn - PS, fosfatydyloinozytoli - PI,
sfingomielin - SPM, ceramidow - Cer, cholesterolu niezestryfikowanego - FC oraz estrow
cholesterolu - CE) uzyto tandemowej spektrometrii mas z jonizacja typu elektrorozpylanie
(ESI-MS/MS).

Uzyskane wyniki badan w postaci ilosciowych profili zwiazkow lipidowych
tj.. FA, PC, LPC, PE, PE-pl, PS, PI, SPM, Cer, FC oraz CE, umozliwity wytypowanie
potencjalnych biomarkeréw lipodystrofii tj. FA 18:0, FA 20:1-c11(n-9), LPC 20:4, PS 40:5,
PS 40:6, CE 16:1 oraz CE 18:1. Wykazano istotne znaczenie jatrogennego wptywu SQV

na zaburzenia lipidowe zaréwno przed roznicowaniem jak i w trakcie tego procesu.
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Oprocz uzyskanych informacji na temat patofizjologii komoérek thuiszczowych w badanym
modelu lipodystrofii (bedacej efektem SQV), uzyskano informacje na temat szczegdéltowego
sktadu lipidowego komorek thuszczowych w stanie fizjologicznym. Uzyskane wyniki maja
fundamentalne znaczenie w dalszych pracach nad patomechanizmem lipotoksycznosci oraz
lipidowym modelu patofizjologii lipodystrofii wywotanej lekami stosowanymi w HAART,
gdyz wskazujg jakie zaburzenia lipidowe powinny by¢ brane pod uwage — zaréwno pod
katem jakoSciowym jak 1 iloSciowym. Nalezy rowniez zwrdci¢é uwage na to, ze:
1) nie istniejg badania informujace pacjenta oraz lekarza o prawdopodobienstwie wystapienia
lipodystrofii z jej konsekwencjami metabolicznymi, oraz 2) z uwagi na to, ze pierwsze efekty
uboczne w postaci zaburzen lipidowych, wywotanych jatrogennym wptywem SQV, pojawiaja
si¢ ok. dwa lata po rozpoczeciu HAART, to uzyskane wyniki majg fundamentalne znaczenie
do dalszych badan w kierunku poszukiwania biomarkerow tego typu lipodystrofii w innym
materiale biologicznym (np. surowica krwi pacjenta) - uzyskane wyniki stanowig cenng
przestanke¢ w doborze terapii jak i wdrozeniu postgpowania prewencyjnego poprzez dobor

odpowiedniej diety oraz zmiane zestawu lekow.
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