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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika kolekcje
trzynastu monografii naukowych dotyczacych szerokiego spektrum nauk. Znajduja si¢ tutaj pozycje
dotyczace nauk przyrodniczych, nauk medycznych i nauk o zdrowiu, szeroko pojetych nauk
humanistycznych i spotecznych oraz nauk technicznych i inzynieryjnych.

W prezentowanych monografiach poruszany jest bardzo szeroki przekroj zagadnien, jednak
kazda z osobna sklada si¢ z kilkunastu rozdzialow, spdjnych tematycznie, dajacych jednoczes$nie bardzo
dobry przeglad tematyki naukowej jaka zajmuja si¢ studenci studiow doktoranckich lub ich najmtodsi
absolwenci, ktorzy uzyskali juz stopien doktora.

Czytelnikom zyczymy wielu przemyslen zwiazanych z tematyka zaprezentowanych prac.
Uwazamy, ze doktoranci i mtodzi badacze z pasja i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy,
a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa , Mtodzi Naukowcy”,
pozwoli im udoskonalaé¢ swoj warsztat pracy. Dzigki temu, z pewno$cia wielu autorow niniejszych prac,
z czasem zacznie publikowaé prace naukowe w prestizowych czasopismach. Przyczyni si¢ to zar6wno
do rozwoju nauki, jak i kazdego autora, budujac jego potencjat naukowy i 0sobisty.

Redakcja
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1. Rola protokolu MR w diagnostyce perlaka (cholesteatoma)
Radostaw Bernacki®, Witold Zardzewialy®™, Anna Drelich-Zbroja @

@ Studenckie Koto Naukowe Przy Zaktadzie Radiologii Zabiegowej i Neuroradiologii UM
w Lublinie
(2 Zaktad Radiologii Zabiegowej i Neuroradiologii UM w Lublinie

Radostaw Bernacki: rbernacki97@gmail.com
Stowa kluczowe: Rezonans magnetyczny, ucho $rodkowe

Streszczenie

Perlaki sa to lokalnie agresywne zmiany lokalizujace si¢ w najczesciej w obrgbie ucha
srodkowego. Mozna je podzieli¢ ze wzgledu na charakter ich pochodzenia. Wystepuja one zar6wno
u dorostych oraz dzieci. Pewne rasy majg predyspozycje do ich wystgpowania. Pewne teorie mowia,
7ze moga by¢ dziedziczone genetycznie. Istnieje takze kilka teorii na temat mechanizmow
powstawania perlakow. Perlaki najczgsciej diagnozowane sg u me¢zczyzn. Moga one powodowac
powstawanie licznych powiktan takich jak np. infekcje. Najlepsza metodg diagnostyczng jest MRI
w sekwencji DWI. Istnieje kilka technik operacyjnych takich jak CWD oraz CWU. Istotnym
aspektem pooperacyjnego leczenia zmian chorobowych jest wykonywanie rutynowych badan
kontrolnych pod wzglgdem pojawienia si¢ ewentualnej wznowy, poniewaz moga si¢ one pojawié
nawet po 5 latach od czasu wykonanego zabiegu. W ponizszej pracy przedstawiono przydatnosé
badania MR w diagnostyce perlaka, kwalifikacji do leczenia i monitorowaniu potencjalnej wznowy.
Praca oparta jest o przeglad aktualnej literatury, w potaczeniu z analiza dostgpnego autorom
przypadku klinicznego.

1. Wstep

Perlak jest to choroba nienowotworowsg lokalizujaca si¢ w obrebie zewnetrznego kanatu
stuchowego, wyrostka sutkowego, kosci skroniowej badz ucha $rodkowego (Rys.1) (Lingam i in.
2018; Vaid i in. 2011). Perlak powoduje powstanie reakcji zapalanej w wyniku, ktorej uwalniane sg
czynniki lityczne, czynniki wzrostu i cytokiny mogace aktywowaé osteoklasty w celu zniszczenia
kosci w obrebie ucha srodkowego (Prasad i in. 2014). Zmiana ta charakteryzuje si¢ wystepowaniem
ztogoéw keratyny produkowanej przez nablonek ptaski oraz pozostatosciami po ztuszczajacych sie
komoérkach (Vaid i in. 2011). Maja one lokalnie agresywny charakter ze wzgledu na swoj
ekspansywny potencjat. Zaréwno u dzieci jak i u dorostych nie znaleziono rdéznic w budowie,
histologicznej jednak przebieg kliniczny znaczaco miedzy nimi si¢ rézni. Zmiany wystepujace
U dzieci maja znacznie bardziej agresywny przebieg w poré6wnaniu do zmian diagnozowanych U 0séb
dorostych, poniewaz cechuje je znacznie szybsza intensywno$¢ wzrostu oraz znacznie wicksza
zdolnos¢ do zajmowania przestrzeni znajdujgcych si¢ w uchu $rodkowym oraz uszkadzania nerwu
twarzowego. Dodatkowym problemem spotykanym u dzieci jest obecno$¢ perlakéw wrodzonych,
W przebiegu ktorych zachowana jest btona bebenkowa, brak w wywiadzie zapalenia ucha
srodkowego oraz brak jakichkolwiek informacji na temat przebytych zabiegdw obejmujacych okolice
jak 1 same struktury obejmujace ucho. Czg¢sto§¢ wystgpowania perlakow wrodzonych jest jednak
bardzo mata, poniewaz obejmuje ona od 8 do 16% diagnozowanych przypadkow perlaka. Najczesciej
spotykane perlaki wrodzone, ktore sa diagnozowane mozna podzieli¢ na pierwotne, wtorne oraz
trzeciorzgdowe. Pierwszy wymieniony podtyp lokalizuje si¢ w gornej czgsci zachytka
nadbgbenkowego zwanej attyka. Wraz z rozwojem pierwotnego perlaka mozna zaobserwowac jego
ekspansje dosrodkowa jamy bebenkowej. Perlak wtorny rozwija si¢ w wyniku perforacji w obrebie
napigtej czesci blony bgbenkowej w nastepstwie rozrostu komoérek budujacych nabtonek ptaski
wyscielajacy jame bebenkowsa. Natomiast najczestszym pochodzeniem perlaka trzeciorzedowego jest
powiklanie pooperacyjne wynikajace z przedostania si¢ komorek nablonka plaskiego
rogowaciejacego do miejsca operacyjnego i ich rozrost w obrebie nablonka znajdujacego sig¢
w okolicy ucha (Skarzynski i in. 2003).
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Ponadto zaobserwowano, iz w przypadku wystgpowania perlaka wrodzonego choroba od 4
do 28% wystepujacych przypadkow u dzieci przebiegata bez zapalenia ucha srodkowego w historii
choroby, co jest zupelnym przeciwienstwem perlaka nabytego, poniewaz w przebiegu perlaka
nabytego zawsze obserwuje si¢ zapalenie ucha srodkowego (Coman i in. 2015).

Nieleczone perlaki moga emigrowaé na twarz oraz szyje. Ponadto moga powodowaé
powstawanie przetoki majacej czesto nieprzyjemny zapach (Prasad i in. 2014).

Rys.1. Perlak w obrebie ucha srodkowego.

2. Opis przypadku

W pracy przedstawiono przypadek 30 letniego pacjenta, ktory zglosit sie do szpitala
z niedostuchem lewego ucha. W wywiadzie nie stwierdzono wczesniej u pacjenta opisywanej zmiany.
Wykonano u niego badanie MR z zastosowaniem sekwencji DWI z rozpoznaniem perlaka nabytego.
W badaniu otoskopowym lekarz specjalista stwierdzit takze zmiang napierajgca na btong bebenkowa
powodujac jej wypuklenie do $wiatta przewodu stuchowego zewnetrznego. Na podstawie badania
MR chorego zakwalifikowano do leczenia operacyjnego metoda CWD. W badaniu kontrolnym nie
stwierdzono zmian (Rys.3 przedstawia obraz badania z prawidlowym wynikiem). Badanie MR
z opcja DWI jest metoda z wyboru w diagnostyce perlaka oraz w monitorowania po leczeniu pacjenta
celem poszukiwania ewentualnej wznowy.

3. Przeglad Literatury

Roczna zapadalnos¢ na perlaka waha si¢ w granicach od 9 do 13 przypadkéw na 100 tys.
dorostych oraz od 3 do 15 przypadkow wsrod dzieci. Zarowno wérdd dzieci jak i dorostych u ktorych
zdiagnozowano obecno$¢ perlaka dominuje pte¢ meska. Zapadalnos¢ na nabytego perlaka na
przestrzeni ostatnich dekad ulegla widocznemu obnizeniu. Prawdopodobnie przyczyng tego
pozytywnego zjawiska jest instalowanie wentylacji w domach. Wykazano takze powigzania migdzy
perlakiem a czgstoScig wystepowania w zaleznos$ci od rasy. Najbardziej narazona na wystgpienie
perlaka jest rasa kaukaska oraz mieszkancy kontynentu afrykanskiego. Najmniej narazona jest
populacja azjatycka za wyjatkiem Hindusow. Ciekawym przypadkiem wartym odnotowania stanowig
Inuici, poniewaz wykazuja bardzo matg czestos¢ wystepowania perlaka w swojej populacji, czego
przyczyna moze by¢ zmienno$¢ anatomiczna w postaci wickszej objetosci nosogardzieli utatwiajacej
napowietrzanie ucha $rodkowego co zapobiegajac w ten sposob nastepstwom spowodowanym
rozwojem perlaka w uchu srodkowym. Czgsto$¢ wystgpowania perlaka jest wyzsza w krajach
rozwijajacych si¢ niz w krajach rozwinigtych. Odnotowano réwniez sktonnosci genetyczne do
wystgpowania perlakow w rodzinach u ktoérych w kilku pokoleniach zdiagnozowano obecno$é
cholesteatomy. W populacji dzieci, u ktorych zdiagnozowano perlaki, sposrod 10% przypadkow
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wykryto obecno$é¢ przewleklego zapalenia ucha $rodkowego. Sredni wiek dziecka, u ktorego
zdiagnozowano perlaka nabytego to okoto 10 lat. Zaobserwowano takze, ze od 7 do 10% dzieci,
u ktoérych wykryto perlaka mozna go obserwowaé zaréwno po lewej jak i po prawej stronie ciata.
Ciekawym jest fakt, iz takie przypadki obustronnego wystepowania perlaka obserwuje si¢ wsrod
dziewczynek. Ponadto ryzyko rozwoju perlaka jest wicksze wsrod dzieci z zespotami wad
wrodzonych twarzoczaszki. Dla przyktadu u okoto 0,9-5,9% dzieci z rozszczepem podniebienia
diagnozuje si¢ perlaka nabytego. Dzieci bez rozszczepu podniebienia sg o okoto 100-200 razy mniej
narazone na wystgpienie perlaka niz dzieci, u ktorych wystgpuje ta anomalia anatomiczna (Kuo i in.
2015).

W patogenezie perlaka wyr6zniamy cztery teorie dotyczace jego rozwoju: teoria wglobienia,
teoria inwazji nabtonkowej lub migracji, ptaskonabtonkowej metaplazji oraz teoria przerostu
komorek podstawnych. Pierwsza teoria opiera si¢ na zatozeniu, ze prekursorem perlakow sg kieszonki
retrakcyjne utworzone przez podcisnienie w ktorych nastgpnie gromadzi si¢ keratyna. Kolejna teoria
jest sprzeczna z teorig wglobienia, poniewaz zaklada, ze perforacja blony begbenkowej jest
prekursorem dla rozwoju perlaka. Nabtonek budujgcy blone bebenkowag wedtug tej teorii migruje do
ucha srodkowego, gdzie powoduje powstanie perlaka. Zwolennicy teorii metaplazji nabtonkowej
natomiast twierdza, ze nablonek ten ma zdolno$¢ do przeksztalcenia si¢ w nabtonek rogowaciejacy
prowadzac do powstania perlaka. Natomiast ostatnia z teorii mo6wi o rozroscie komorek podstawnych,
mikrocyst wypelnionych keratyng uformowanych w warstwie podstawnej, atakujacych tkanke
podnabtonkowg w przestrzeni Prussaka przyczyniajac si¢ do powstania perlaka (Kuo i in. 2015).

Do powiktan perlaka zaliczamy: przetoke labiryntowa na poziomie kanalu poétkolistego.
W wyniku tego powiklania nastgpuje uszkodzenie kosteczki stuchowej, pokrywy jamy bebenkowe;j
oraz powstaje przetoka kanatu potkolistego. Ostre zapalenie btednika, ktore mozna podzieli¢ na trzy
stadia: ostre, wtdkniejgce oraz kostniejace zapalenie labiryntu. W ostrym stadium dochodzi do
wzmocnienia kontrastu w obrebie btednika w obrazie T1-zaleznym MRI. Metoda obrazowania MRI
pozwala uwidoczni¢ we wldkniejacym stadium niedrozno$¢ §limaka. Natomiast kostniejace zapalenie
labiryntu wigze si¢ z patologicznym kostnieniem w obrebie labiryntu oraz $limaka. Porazenie twarzy
zaczyna si¢ poprzez rozwijajacego si¢ perlaka w obrebie kanatu stuchowego obejmujacego zmiany
W obrebie labiryntowego segmentu kanatu nerwu twarzowego, ktory ulega poszerzeniu (Taranilla
i in. 2013). Nastepnymi powiktaniem perlaka sa zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych, utrata
stuchu, przepuklina mézgowa, zawroty glowy (Lingam i in. 2018), ropien mozgu czy zakrzepica zatok
(Corrales i in. 2013).

Podstawowa metoda leczenia jest catkowite usunigcie perlaka oraz zapobieganie jego
nawrotom (Lingam i in. 2018). Sredni wiek w jakim dzieci s3 operowane z powodu perlaka to okoto
9 rok zycia (Skarzynski i in. 2003). Istniejg dwie techniki przeprowadzania operacji chirurgicznych
celem usunigcia wszystkich widocznych w badaniu MRI w sekwencji DWI patologicznych zmian
w obrebie struktur anatomicznych w ktorych si¢ lokalizujg. Sa to metody: Canal wall-up (CWU) oraz
canal wall-down (CWD). Nienaruszona $ciana kanatu moze utrudnia¢ wizualizacje srodoperacyjng
zmiany co wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia choroby resztkowej (Hellingman i in.
2018; Lingam i in. 2018). Metoda CWU jest mniej inwazyjna operacja, lecz wigze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem rozwoju choroby resztkowej z nieusunigtych zmian. CWD jest skuteczniejsza
technikg operacyjna, lecz pozostawia otwarta wnegke po operacji co wigze sie z konieczno$cig
regularnych wizyt ambulatoryjnych w celu jej oczyszczenia. Innymi wadami pooperacyjnym
zwigzanymi z ubytkiem to infekcje, trudnosci w usuwaniu dostajacej si¢ w przestrzen perlaka ptynow,
trudno$ci w dopasowaniu aparatu sluchowego, jezeli jest taka konieczno$¢ oraz zawroty glowy
spowodowane zmianami temperatury powietrza badz wody (Hellingman i in. 2018).
Tympanoplastyka przeprowadzana podczas CWD wiaze si¢ ze znacznie mniejszym ryzykiem
nawrotu perlaka z zachowaniem nienaruszonej pierwotnej sciany tylnej przewodu stuchowego.
W przebiegu CWU ze wzgledu na usuniecie zachytka nadbgbenkowego i wyrostka sutkowego
wykazano, ze zmniejsza wyciek z ucha w porownaniu do CWD. W przebiegu leczenia operacyjnego
w przewlektym perlakowym zapaleniu ucha u dzieci szczegdlna uwagge nalezy zwrdcic na udroznienie
tragbki stuchowej oraz zapewnienie odpowiedniej wentylacji ucha srodkowego. Ponadto obserwuje si¢
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o wiele czestsze wystepowanie wznow w poréwnaniu do dorostych u ktorych zastosowano tg metode
leczenia (Skarzynski i in. 2003).

Obrazowanie perlaka w tomografii komputerowej nie sprawdza si¢ w jego diagnostyce
mimo duzej rozdzielczosci, poniewaz ta metoda obrazowania nie jest w stanie rozrézni¢ perlaka od
ziarniny, zrostow, ptynu czy $luzu (Szymanski i in. 2012). Perlaka mozna rozpozna¢ na podstawie
wywiadu, historii choroby oraz badania otoskopowego. Natomiast zasi¢g czy powiklania jakie mogg
powstac nie zawsze sa takie oczywiste, dlatego w tym celu stosuje si¢ badanie MRI w sekwencji DWI
(Corrales i in. 2013). Wykorzystuje ona dyfuzj¢ czasteczki wody oraz ograniczenia dyfuzji do
generowania kontrastu na obrazie MRI (Lingam i in. 2018). Guzy zto$liwe charakteryzujg si¢ niskg
dyfuzja, czyli niskim wspotczynnikiem ADC, wysoka intensywnoscia sygnatu (IS) na obrazach
0 wysokiej wartosci wspolczynnika b. Brak ograniczenia dyfuzji czasteczki wody jest przyjmowany
za ceche zmian tagodnych (Rembak-Szynkiewicz i in. (Lingam R. K in. 2018). Zwigkszenie
wspotczynnika b powoduje powstanie bardziej doktadnego obrazu, lecz wymaga to dtuzszego okresu
skanowania co z kolei moze przyczyni¢ si¢ do powstania bledow ze wzgledu na mozliwosé
poruszenia si¢ pacjenta podczas wykonywania przez dtuzszy czas badania. Perlak na obrazach DWI
wykazuje wysokg intensywno$¢ sygnatu w poréwnaniu do tkanki moézgowej uzyskang przy
wartosciach wynoszacych Os/mm? oraz takze przy wyzszych wartosciach takich jak 800 lub
100s/mm?. Istnieja dwa glowne typy sekwencji DWI echopolarna i nieechopolarna. Echopolarne
DWI stuzy do obrazowania obszaru ucha natomiast nieechopolarna moze stuzy¢ do diagnostyki
perlaka ze wzgledu na bardzo duzg czuto$¢ i swoisto$¢ wynoszacg pomiedzy 80 a 100% (Lingam i in.
2018). Dotyczy to szczegblnie sytuacji pooperacyjnych w okolicach uszu ze wzgledu na mozliwosé
nawracania zmian (Rys.2) badz tez ujawniania si¢ w obszarach, w ktorych wczeéniej ta zmiana nie
wystepowata. Takim przyktadem moze by¢ przewlekle zapalenie ucha $srodkowego w przebiegu,
ktorego szczegbdlng wartos¢ ma badanie MRI uzywajace metode dyfuzji, poniewaz obserwuje si¢
W nim przede wszystkim obrzgk blony sluzowej co jest kluczowe do rozpoznania zapalenia ucha
srodkowego. Dodatkowo u 10% pacjentow zapaleniu towarzyszy uszkodzenie nablonka. Natomiast
perlaka lokalizujacego si¢ w uchu $rodkowym cechuje przemieszczenie si¢ kosteczek stuchowych
z czgstotliwoscia okoto 75% wsrod diagnozowanych pacjentow. Jednakze w niektorych przypadkach
zmetnienie obecne w obrazie wykonywanego badania moze sugerowac, iz w obrgbie jamy ucha
srodkowego nie zaobserwujemy zadnej zmiany charakterystycznej dla perlaka (Corrales i in. 2013;
Taranilla i in. 2013).

MRI jest takze przydatne w kontroli pooperacyjnej, poniewaz jama pooperacyjna jest
wypetniona masg tkanek migkkich w ktorych standardowe CT nie moze by¢ wiarygodne. Dodatkowo
MRI umozliwia wykrycie perlaka, poniewaz tkanke ziarninowa mozna odr6zni¢ od perlaka na
podstawie wzmocnienia obrazu po podaniu kontrastu podczas badania MRI. Jest to mozliwe ze
wzgledu na stabe unaczynienie tkanki w przeciwienstwie do perlaka, ktory nie posiada swojego
unaczynienia (Trojanowska i in. 2007).

Perlaki maja zdolno$¢ do nawrotow, ktore po chirurgicznym usunigciu mozna wykry¢ juz
w5 roku po przebytej operacji. Niektorzy pacjenci moga mie¢ fatszywe poczucie bezpieczenstwa
i wierzy¢, ze zostali catkowicie wyleczenie. Otdz nic bardziej mylnego, poniewaz odnotowano
przypadki pacjentéw, u ktorych nawrot choroby byt obserwowany po 10, 17 a w skrajnym przypadku
nawet po 24 latach od momentu przebytego zabiegu operacyjnego. Dlatego w trakcie dalszego
trwania leczenia tej choroby po zakonczeniu leczenia chirurgicznego bardzo wazne sg rutynowo
wykonywane badania oraz kontrole pacjenta. Badania kontrolne nalezy prowadzi¢ pod katem rozwoju
zmian z pozostalych nieusunietych tkanek w sasiedztwie, ktorych wystgpowata zmiana oraz
mozliwos$ci ponownego nawrotu tej samej choroby po bardzo dlugim okresie utajenia lokalizujac si¢
w tym samym badz innej lokalizacji. Dlatego pacjenta nalezy bada¢ tak dtugo na ile pozwoli badz
bedzie miat ochote pacjent. (Kuo i in. 2015).

4, Podsumowanie

Perlaki to s3 to miejscowo zto§liwe nienowotworowe zmiany obejmujace przewod
stuchowy, wyrostek sutkowy oraz ucho srodkowe. Wystepuja zarowno u dzieci oraz dorostych.
Zmiany moga wystepowac po jednej stronie ciala badz tez obustronnie. Perlaki jednostronne czgsciej
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wystepuja u ptci meskiej natomiast obustronna lokalizacje zmian obserwuje si¢ szczeg6lnie czesto
u dziewczynek. Jezeli perlak wystepuje u dzieci i jest on wrodzony to przebieg choroby jest o wiele
bardziej agresywniejszy w pordwnaniu do obrazu klinicznego obserwowanego u oséb dorostych.
Powiktania zwigzane z ta choroba sa zroéznicowane i zaleza od grupy wiekowej w jakiej one
wystepujg. Do ogdlnych powiklan jakie mozna wymieni¢ to zapalenia opon mozgowo-rdzeniowych
utrate stuchu, zawroty glowy a takze porazenie twarzy. Do zdiagnozowania choroby shuzy wywiad
lekarski, badanie otoskopowe oraz kluczowe dla roznicowania perlaka z tkanka ziarninowa, $luzem,
bliznami badz przewlekltym zapaleniem ucha $rodkowego jest MRI w sekwencji DWI, poniewaz
W przeciwienstwie do tomografu komputerowego rezonans magnetyczny jest w stanie rozrozni¢
WwyZzej wymienione zmiany czy tez stany zapalne w obrebie ucha srodkowego. Leczenie opiera si¢ na
operacji chirurgicznej, ktora moze by¢ wykonywana réznymi technikami z r6zna skutecznoscia oraz
z r6zng inwazjga na struktury w obrebie ucha. Zarowno jedna jak i druga technika posiada swoje wady
oraz zalety. Jedna technika jest mniej estetyczna za to skuteczniejsza od drugiej, ktora niesie za sobg
wieksze ryzyko wystgpienia nawrotow tej choroby. Ponadto nalezy wspomnie¢ o tym, ze samo
odbycie operacji nie gwarantuje 100% wyleczenia pacjenta, dlatego bardzo waznym aspektem
w prowadzeniu dalszego leczenia pooperacyjnego pacjenta jest rutynowe przeprowadzanie badan pod
katem pojawienia si¢ ewentualnej wznowy w miejscu przebytego zabiegu chirurgicznego majacego
na celu usunigcie perlaka. Czgste badania kontrolne pacjentéw poddanych leczeniu operacyjnemu
zaleca si¢ wykonywac jak najdtuzej od momentu zakonczenia hospitalizacji pacjenta.

Rys. 2 Obraz MRI w sekwencji DW z wyraznym hiperintensywnym obszarem odpowiadajacym
perlakowi zaznaczony strzatka (Szymanski i in. 2012).

Rys.3. Obraz MRI w sekwencji DW bez patologicznego ognisk hiperintensywnych u chorych
Z nawrotem (Szymanski i in. 2012).
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Streszczenie

Jaskra, choroba znana od wielu lat nadal stanowi istotny, nie do konca rozwigzany problem
w okulistyce. Nieleczona powoduje uszkodzenie nerwu wzrokowego i prowadzi do pogorszenia,
a nastgpnie nicodwracalnej utraty wzroku. Rozwija si¢ najczgsciej w wolnym tempie i przez dlugi
czas nie daje objawow. Wyrdznia si¢ kilka postaci tego schorzenia, a podwyzszone cisnienie
srédgatkowe jest jednym z czynnikow ryzyka. W farmakoterapii jaskry stosuje si¢ analogi
prostaglandyn, leki blokujace receptory 3-adrenergiczne, agonistow receptorow o2-adrenergicznych,
inhibitory anhydrazy weglanowej 1 parasympatykomimetyki. Na rynku ciagle pojawiaja si¢ nowe
leki, ktore potencjalnie mogg stanowic¢ rozwigzanie w terapii jaskry.

1. Wstep

Jaskra (glaucoma) jest druga w kolejnosci przyczyna $lepoty na $wiecie (Quigley i Broman
2006). Nalezy do grupy chorob, ktore charakteryzuja si¢ wspolnymi cechami, jakimi sg: zbyt wysokie
dla utrzymania prawidtowej czynno$ci oka cisnienie $rodgatkowe, atrofia nerwu wzrokowego
i zmiany w polu widzenia (Izdebska i Tesla, 2000). Prawidtowe ci$nienie wewnatrzgatkowe u ludzi
wynosi od 11 do 21 mm Hg (Nizankowska 2007). Swiatowa Organizacja Jaskry na podstawie badan
populacyjnych wskazata na istnienie pozytywnej zalezno$ci pomiedzy ogdlnym cisnieniem krwi,
a cisnieniem $rodgatkowym. Potwierdzono to w trzech badaniach: Barbados Eye Study, Barbados
Incidence Study of Eye Disease | i Il (Hennis i in. 2003). Mechanizm tej korelacji zaktada, ze
podwyzszone ci$nienie ma wptyw na zwickszenie frakcji filtracyjnej cieczy wodnistej wtornie do
podwyzszonego cisnienia w tetnicy rzeskowej (Bulpitt i in. 1975). Nadci$nienie tetnicze moze tez
nasila¢ zmiany miazdzycowe i zaburzenia autoregulacji naczyn gatki ocznej (Wong i Mitchell 2007).

Objetosc cieczy wodnistej determinuje prawidlowe ci$nienie wewnatrzgatkowe, gdy jest ono
zwigkszone, powoduje ucisk oraz niedokrwienie tarczy nerwu wzrokowego, co prowadzi do
uszkodzenia wiokien nerwowych siatkowki, skutkujace zmianami w polu widzenia (lzdebska i Tesla
2000).

2. Prawidlowa budowa i funkcjonowanie oka

Ciecz wodnista produkowana jest fizjologicznie przez wyrostki rzeskowe (1) (Rys.1)
i kolejno przedostaje sie przez Zrenice do komory przedniej (2). Jej nadmiar jest odprowadzany
dwiema drogami. Gtéwna — konwencjonalng droga jest tzw. kat teczowkowo-rogowkowy (kat
przesaczania), skad ptyn przechodzi do kanatu Schlemma i dalej do zyt wodnych (3). Alternatywnie
ciecz wodnista przechodzi droga twardowkowo-naczyniowkowa (droga niekonwencjonalna), by
opusci¢ gatke oczng przez twardowke (4,5) (Czechowicz-Janicka 2004). W warunkach
fizjologicznych ta droga odptywa do 25% cieczy wodnistej (Gorska i in. 2017).
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Rys. 1. Schemat krazenia i odptywu cieczy wodnistej z oka (Czechowicz-Janicka 2004).

3. Postaci choroby

Jaskre najczgséciej dzieli si¢ na postaé pierwotng i wtorng. Gdy jaskra wystapi bez
wczesniejszej choroby oczu jest klasyfikowana jako jaskra pierwotna. Posta¢ wtérna jest
konsekwencja istniejacej lub wezesniej wystepujacej choroby oczu, np. wewnatrzgatkowego stanu
zapalnego lub choroby ogolnej, np. cukrzycy. Inna klasyfikacja obejmuje czas pojawienia si¢
choroby, tj.: jaskre wrodzong i jaskre nabyta (Olszewska i in. 2009).

Kolejnym podziatem, ktéry uwzglednia cechy anatomiczne kata przesaczania, jest podziat
na jaskre otwartego (JPOK) i zamknigtego kata przesaczania (JPZK) (Rys. 2.). W przypadku jaskry
z otwartym katem przesaczania (jaskry prostej), ciecz wodnista poprzez szeroki kat teczowkowo-
rogdéwkowy dociera z tatwoscig do beleczkowania. Jednakze z powodu zmian strukturalnych utkania
beleczkowego trudno przez nie przenika. Kolejna przyczyna utrudnionego odptywu cieczy wodnistej
to zwigkszony opdor w kanale Schlemma oraz wzrost ciSnienia w zytach, ktore odpowiadajg za
odprowadzanie cieczy wodnistej.

Rzadsza postacig jaskry jest ta z waskim katem przesaczania. W tym przypadku na skutek
wzrostu ci$nienia w tylnej komorze teczéwka przesuwa si¢ do przodu, co powoduje zamknigcie
przestrzeni pomiedzy nasadg teczoéwki i rogowka, czyli dostepu do beleczkowania (zamknigcie kata
przesaczania), co skutkuje zablokowaniem odptywu cieczy wodnistej. Postaé ta rozwija si¢ szybko.
Wartosci ci$nienia $rodgatkowego siegaja 80 mmHg. Pacjentom towarzysza silne bole glowy,
nudnos$ci, wymioty (dotyczy to szczegodlnie ostrego ataku jaskry). Wystepuje obrzek nablonka
rogébwki i niewystarczajace ukrwienie siatkowki. Dochodzi do pogorszenia widzenia (Mutschler
2010).

Rys. 2. A. JPOK - utrudnienie odptywu wynika z zamykania si¢ otworkow beleczkowania, (zatkane
otworki odptywowe); 2. B. JPZK - zetknigcie si¢ lub zrost tgczowki z rogdwka powoduje zamknigcie
dostepu do droznego beleczkowania — (zablokowana droga odptywu), 1 — beleczkowanie, 2 —
rogowka, 3 — otwarty kat przesaczania, 4 — zamknigty kat przesaczania, 5 — ciato rzgskowe, 6 —
soczewka; zmodyfikowane za (Pogrzebielski, 2013)
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Jaskre mozna rowniez sklasyfikowaé ze wzgledu na warto$¢ cisnienia $rédgatkowego.
W jaskrze z normalnym ci$nieniem $rodgatkowym miesci sie ono w przedziale 10-21 mm Hg,
W typie z wysokim ci$nieniem — przekracza 21 mm Hg. By¢ moze u przyczyn jaskry z normalnym
ci$nieniem $rédgatkowym lezy szczegdlna wrazliwos¢ widkien nerwu wzrokowego na zmiany np. na
zaburzenia w mikrokrazeniu, wéwczas typowe uszkodzenia tarczy nerwu wzrokowego powstajg juz
przy warto$ciach nizszych niz 20 mm Hg. Do uszkodzenia komérek nerwowych w oku dochodzi
z réznych przyczyn: niedoboru czynnikow wzrostu, syntezy Wolnych rodnikow czy zaburzen
w metabolizmie wapnia, a ich skutkiem jest apoptoza, czyli genetycznie zaprogramowana
i kontrolowana $mier¢ komorki (Cioffi 2005).

4. Epidemiologia

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) uznata jaskre za chorobe cywilizacyjng. Badania
epidemiologiczne dokumentuja, ze na jaskre cierpi okoto 68 milionow ludzi na catym swiecie, z czego
7 milionéw uznanych jest za niewidomych. Liczba nowych przypadkéw stale rosnie. Szacuje sie, ze
do roku 2020 liczba 0s6b chorych wzrosnie do ponad 79,6 milionéw, podczas gdy w roku 2010
wynosila 60,5 miliona (Quigley i Broman 2006). Jaskra dotyka 1-2% ludno$ci w wieku powyzej 40
lat; wraz z wiekiem czgstotliwos¢ jej wystepowania ro$nie (Mutschler 2010). Zjawisko to zwigzane
jest z jednej strony ze starzeniem si¢ spoteczenstwa i wydtuzeniem dtugosci zycia, ale tez z szersza
wiedza 1 czgstszym zglaszaniem si¢ na badania skriningowe. Istnieja wigksze mozliwosci
diagnostyczne umozliwiajace wczesniejsze rozpoznanie zmian w obrgbie nerwu wzrokowego,
jeszcze zanim spowoduja one ubytki w polu widzenia (Olszewska i in. 2009). Najcze$ciej wystepuje
postaé choroby nazywana jaskra z otwartym katem przesaczenia (jaskra pierwotna otwartego kata —
JPOK), ktdra jest rowniez najbardziej niebezpieczna, poniewaz zazwyczaj przez ok. 15 lat rozwija
si¢ catkowicie bezobjawowo. Pierwsze symptomy pojawiaja si¢, gdy zmiany w nerwie wzrokowym
sg juz zaawansowane. Poczatkowo dochodzi do stopniowej utraty pola widzenia, a gdy juz nastapi
zanik nerwu, pacjenci nieodwracalnie tracg wzrok (Krasinska i in. 2003).

5. Czynniki ryzyka

Podwyzszone ci$nienie srodgatkowe nie jest jedynym czynnikiem ryzyka rozwoju jaskry. Sa
to ponadto: wiek powyzej 65 r.z., wystgpowanie jaskry w rodzinie (predyspozycje genetyczne),
pochodzenie (Europejczycy i Afrykanczycy czesciej cierpia na jaskre z otwartym katem przesgczania,
natomiast Azjaci —na jaskre z zamknigtym katem przesaczania). Mniejsza rolg odgrywa pte¢. Kobiety
czgdciej cierpig na jaskre kata zamykajacego si¢, mezczyzni natomiast na jaskre wtorng. Miazdzyca,
cukrzyca, nadci$nienie tetnicze a takze przewlekly stres, rowniez moga odpowiadac za przyspieszenie
rozwoju neuropatii jaskrowej.

6. Diagnostyka

Diagnostyka jaskry opiera si¢ na szeregu badan wykonywanych u pacjentow. Badania
w kierunku jaskry u chorych bez obcigzenia genetycznego powinno wykonywac sie pomiedzy 35 a 40
r. zycia. U pacjentéw z rodzinnym wystepowaniem jaskry pomiedzy 20 a 30 r. zycia (Czechowicz-
Janicka 2004). By zbada¢ struktury gatki ocznej wykorzystuje si¢ funduskamery, biomikroskopy
okulistyczne, wzierniki. W zwigzku z rozwijajacymi si¢ nowymi teoriami o przyczynach
powstawania jaskry, wazne jest zastosowanie technik, ktore pozwola na wizualizacj¢ tylnego bieguna
gatki ocznej. Wykorzystuje si¢ spdjne, monochromatyczne promieniowanie laserowe, gdyz
umozliwia to pozyskanie dobrej rozdzielczosci badanych struktur. Do najnowocze$niejszych metod
diagnostycznych naleza: HRT/HRF — tomograf i przeplywomierz siatkowkowy Heidelberg, GDx —
analizator wtokien nerwowych, OCT — optyczny Kkoherentny tomograf, TopSS — skaningowy
oftalmoskop laserowy, RTA — analizator grubosci siatkowki (Krajewska 2002).

7. Leczenie

W terapii jaskry bardzo istotne jest jej wczesne rozpoznanie. Pozwala to na jak najdtuzsze
zachowanie funkcjonalnego pola widzenia i jak najlepszej ostro$ci wzroku (Kanski 2005).
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W poczatkowym postgpowaniu w jaskrze korzysta si¢ z farmakoterapii. Celem leczenia jest poprawa
odptywu cieczy wodnistej, transportu naczyniéwkowo-twardowkowego i zmniejszenie jej produkc;ji.
Grupy lekéw stosowane w terapii jaskry to: analogi prostaglandyn, leki blokujace receptory [B-
adrenergiczne, agonisci receptorow a2-adrenergicznych, inhibitory anhydrazy weglanowe;,
parasympatykomimetyki. W sytuacji, gdy farmakoterapia okaze si¢ niewystarczajaca by opanowaé
chorobg, wdrazane jest postepowanie chirurgiczne (Mutschler 2010).

Analogi prostaglandyn i prostamidu (trawoprost, tafluprost, latanoprost, bimatoprost)
znajduja szerokie zastosowanie w terapii jaskry i stanowia leki pierwszego rzutu w JPOK i innych
postaciach z otwartym katem przesaczania. Ich wprowadzenie na rynek w 1996 (pierwszym byt
latanoprost) zrewolucjonizowato farmakoterapi¢ jaskry. Leki te dziataja poprzez otwarcie
alternatywnej drogi odptywu — drogi naczynidwkowo-twardowkowej, z ominigciem drogi
konwencjonalnej, ktora rozpoczyna si¢ na poziomie beleczkowania. Pochodne prostaglandyn
zwickszaja odptyw droga niekonwencjonalna nawet do 50%. Poprzez pobudzenie receptorow
prostaglandynowych w ciele rzeskowym powoduja przebudowe substancji miedzykomorkowej.
W ten sposdb poszerzaja przestrzenie pomiedzy widoknami mig$nia rzeskowego, zwigkszajac odptyw
cieczy wodnistej. Wystepuja doniesienia, iz bimatoprost zwigcksza rowniez odptyw cieczy wodnistej
droga konwencjonalng (Gorska i in. 2017). Leki z tej grupy osiagaja maksimum dziatania po ok. 8-
10 godzinach od podania. Sg czesto stosowane ze wzgledu na wysoka skutecznos¢ hipotensyjna (do
30%), wygode podawania (aplikacja raz dziennie) i stosunkowo niewielkg liczbg efektow
niepozadanych. Do dziatan niepozadanych lekow nalezy wzrost ilosci brazowego pigmentu
W tgczowee (zmiana barwy tgczowki), uczucie ciata obcego w oku, zmiany rzes (wydtuzenie
i Sciemnienie), przekrwienie spojowki, obrzgki okotooczodotowe oraz obrzek rogowki (Mutschler
2010). Przeciwskazaniem do stosowania pochodnych prostaglandyn sg procesy zapalne oka lub
powiek. Z powodu braku wystarczajacych badan nie jest zalecane stosowanie lekow z tej grupy
w jaskrze wrodzonej, neowaskularnej i jaskrze z zamknietym katem przesaczania. Przeciwskazanie
stanowia roéwniez stany po przebytych zapaleniach btony naczyniowej, bezsoczewkowos$¢ oraz
rzekomosoczewkowo$¢. Sczegdlng uwage nalezy zwroci¢ przy podawaniu lekéw z tej grupy
pacjentom z astma.

Leki blokujace receptory B-adrenergiczne (B-blokery) uwazane sg za bezpieczne i maja
szerokie zastosowanie w terapii jaskry. Najczgéciej wykorzystywane sg tymolol i betaksolol.
Obnizajg one ci$nienie wewnatrzgatkowe poprzez hamowanie sekrecji cieczy wodnistej. Maksimum
dziatania osiagaja po 2 godzinach od podania. Stosowane sa we wszystkich postaciach jaskry.
Pomimo stosowania f3-blokeréw miejscowo, mogag wystapi¢ typowe dla nich dziatania niepozadane
np. bradykardia, zaburzenia przewodnictwa przedsionkowo-komorowego, dolegliwosci astmatyczne
(Mutschler 2010). Z tego wzgledu przeciwskazane sg przy astmie oskrzelowej, cigzkiej astmie
przewlektej, obturacyjnej chorobie pluc, bloku przedsionkowo-komorowym i bradykardii. Grupg
wylaczenia stanowig rowniez pacjenci z niewyréwnana cukrzyca, gdyz istnieje ryzyko maskowania
hipoglikemii. Przed wprowadzeniem terapii P-blokerami nalezy doktadnie zbadaé¢ pacjenta
i monitorowac przebieg leczenia pod katem wystapienia ogblnoustrojowych efektow niepozadanych.

W leczeniu jaskry od 1996 r. stosuje si¢ rOwniez agoniste receptora o2- adrenergicznego —
brymonidyng. Jest najbardziej znanym przedstawicielem lekow sympatolitycznych. Charakteryzuje
si¢ ona wigkszg selektywnos$cig wobec receptoréw a2-adrenergicznych niz poprzednie leki z tej grupy
— klonidyna i apraklonidyna. W zwiazku z tym nastepuje wicksza redukcja cisnienia srodgatkowego,
i mniejsza ilo$¢ dziatan ubocznych, ktore sg zwigzane z pobudzaniem receptoréw al-adrenergicznych
(Gorskaiin. 2017). Skutecznos¢ hipotensyjna brymonidyny wynosi ok. 25%. Maksimum jej dziatania
wystepuje po 2 godzinach od podania. Brymonidyna zmniejsza cisnienie wewnatrzgatkowe poprzez
dwa mechanizmy. Na poczatku zmniejsza wydzielanie cieczy wodnistej, natomiast przy przewleklym
stosowaniu wzmaga tez jej odptyw droga niekonwencjonalng. Ma stabszy efekt hipotensyjny niz -
blokery, ale za to moze by¢ stosowana przy towarzyszacej astmie i przewlektej obturacyjnej chorobie
pluc. Jest to lek dobrze tolerowany i bezpieczny. Miejscowym dziataniem niepozadanym moze by¢
przekrwienie oraz alergiczne zapalenie spojowek. Ogolne efekty uboczne to: suchos¢ w jamie ustne;j,
senno$¢ | zmgezenie. Warto dodaé, ze brymonidyna posiada dodatkowo dziatanie neuroprotekcyjne.
W badaniach wykazano, ze pobudzajac receptory o2-adrenergiczne hamuje ekscytotoksycznosé
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glutaminianu oraz zwicksza syntez¢ neurotrofin. Przerywa to kaskad¢ prowadzaca do apoptozy
komorek zwojowych siatkowki (Gorska i in. 2017).

Gdy wystepuja przeciwskazania do stosowania lekow z grupy B-blokerow i prostaglandyn,
leczenie moze by¢ przeprowadzone z uzyciem inhibitorow anhydrazy weglanowej. Hamuja one
proces produkcji cieczy wodnistej w nabtonku ciala rzeskowego i1 zmniejszaja cisnienie
wewnatrzgatkowe o ok. 22% (Misiuk-Hojto i Mulak 2015). W ciagu ostatnich lat pojawily si¢ nowe
preparaty do stosowania miejscowego jako krople oczne — dorzolamid i brinzolamid. Wykazuja one
mniejszy efekt hipotensyjny niz preparaty stosowane doustnie i dozylnie, ale praktycznie nie maja
ogolnoustrojowych dziatan niepozadanych. Przypuszcza sig, ze inhibitory anhydrazy weglanowej
poprzez wzrost perfuzji w naczyniach tarczy nerwu wzrokowego i siatkowki, moga wykazywac
dziatanie neuroprotekcyjne. Blokada anhydrazy weglanowej prowadzi bowiem do obnizenia pH, co
z kolei powoduje rozszerzenie naczyn krwionosnych (Gorska i in. 2017). Ogolnoustrojowo (w postaci
iniekcji dozylnych oraz tabletek) stosowany jest acetazolamid. Wskazanie stanowig pacjenci,
z ostrym atakiem jaskry, w ktérym nastgpuje wzrost ci$nienia Srdédgatkowego spowodowany
uposledzonym odptywem cieczy wodnistej z komory tylnej oka, co moze spowodowac uszkodzenie
nerwu wzrokowego, a w konsekwencji utrat¢ widzenia. Inhibitory anhydrazy weglanowej sa ogdlnie
stosowane w atakach jaskry. W przypadku przewleklego stosowania acetazolamidu moga wystapi¢
parestezje w obrebie stop i dtoni, co jest zwigzane z utratg potasu (ktéry powinien by¢ uzupekniany
doustnie). Oprocz tego u pacjentdw predysponowanych moze wystapi¢ zespot zotagdkowo-jelitowy
oraz alergia na sulfonamidy (Nizankowska 2007). W przypadku stosowania dorzolamidu
i brynzolamidu wykazano, ze najczestsze dziatania niepozadane to dyskomfort oczny, ktory pacjenci
definiuja jako pieczenie czy ktucie. Efekty uboczne obydwu lekow sa zwykle opisywane jako tagodne
i ustgpuja po zakonczeniu terapii. Stwierdzono jednak znacznie lepsza miejscowa tolerancje
brynzolamidu (Misiuk-Hojto i Mulak 2015).

Do lekéw stosowanych doraznie, w stanie ostrym jaskry pierwotnej zamknigtego kata zalicza
si¢ tez parasympatykomimetyki, obecnie gtéwnie pilokarping. Wywoluja one skurcz zwieracza
zrenicy i mie$nia rzgskowego. Dzieki temu zwgza si¢ zrenica, rozszerzaja przewody odprowadzajace
ciecz wodnistg i dochodzi do spadku cisnienia $rodgatkowego. Ze wzgledu na liczne dziatania
niepozadane (wzmaganie patomechanizmu choroby, pogorszenie widzenia) wskazanie do doraznego
podania stanowi wyprowadzanie oka ze stanu ostrego ataku jaskry.

Stosowane sg rowniez ztozone preparaty, zawierajace tymolol i jeden z lekéw nalezacych do
powyzszych grup (kombinacja [B-blokera z analogiem prostaglandyny, blokerem anhydrazy
weglanowej czy selektywnym a2-agonistg). Ich zalete stanowi sumowanie efektow obu sktadnikow
czynnych farmakologicznie i utatwienie stosowania.

8. Prawidlowa technika dozowania lekow

Dotarcie leku do obszaru dziatania gwarantuje odpowiednia technika podawania substancji.
Obszarem dziatania jest kat przesgczania (potozony na obwodzie komory przedniej) lub czesc
wydzielnicza ciata rzeskowego (w komorze tylnej oka). Przy dozowaniu kropli, nalezy odchyli¢
glowe do tylu i stworzy¢ w zewnetrznym kaciku oka ,,kieszonke”, do ktorej wyciska sie jedng krople
preparatu, zamkna¢ powieki i unika¢ mrugania, ktére uruchamia pomp¢ tzowa i zmniejsza ilo§¢
substancji na powierzchni gatki ocznej. Palcem wskazujacym przytrzymac powieke i zacisnaé nim
woreczek 1zowy (na bocznej powierzchni nasady nosa) na 2 minuty. Proces powtorzy¢ na drugim
oku. Jesli pacjent otrzymuje 2 leki o tej samej porze powinien zastosowac 5-minutowa przerwe, aby
nie wypluka¢ leku podanego jako pierwszy. Powyzsza technika zapobiega rowniez
ogolnoustrojowym dziataniom niepozadanym lekow, ktore sg podawane do oka, co ma szczegdlne
znaczenie w przypadku ich przewleklego stosowania (Nizankowska 2007).

9. Postepy w terapii jaskry

W 2014 roku zostal zarejestrowany preparat zawierajacy brynzolamid i brymonidyng
0 nazwie Simbrinza. W badaniach nad lekiem, okazalo si¢, Ze obniza on ci$nienie wewnatrzgatkowe
skuteczniej niz oba leki, gdy sa podawane osobno. Preparat Simbrinza stanowit odpowiedz na
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zapotrzebowanie na lek niezwierajgcy tymololu czy prostaglandyny. Badania kliniczne potwierdzity,
ze polaczenie brynzolamidu oraz brymonidyny byto zazwyczaj dobrze tolerowane, a terapia byla
bezpieczna. Simbrinza stanowi alternatywny lek dla pacjentéw z nadci$nieniem ocznym i z jaskra,
ktorzy potrzebuja wiecej niz jednego leku, i u ktorych stosowanie tymololu lub prostaglandyn jest
niewskazane ze wzgledu na towarzyszace choroby (Misiuk-Hojto i Mulak 2015).

Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration, FDA) w 2017
zaaprobowata dwa leki do leczenia jaskry: netarsulid i latanoprost bunod. Netarsulid jest inhibitorem
kinazy Rho i moze by¢ stosowany miejscowo w kroplach do oczu. Mechanizm dziatania leku polega
na poprawie odptywu cieczy wodnistej droga konwencjonalng — poprzez beleczkowanie. Dziatanie
substancji z grupy inhibitorow kinazy Rho jest wysoce zalezne od dawki, gdyz w wigkszych
stezeniach pojawia si¢ aktywnos$¢ krzyzowa z innymi szlakami kinazy biatkowej, co stanowi efekt
niepozadany. Do dziatan niepozadanych naleza najczgsciej podraznienia spojowek.

Latanoprost bunod jest zmodyfikowana czasteczka latanoprostu, do ktorej dotaczony jest
fragment uwalniajacy tlenek azotu. Indukuje on relaksacje cytoszkieletu. Poprzez ta modyfikacje,
oprocz zwigkszania odptywu cieczy wodnistej przez droge naczyniowkowo-twardowkowa,
dodatkowo zachodzi poprawa odptywu przez kanat Schlemma i siateczke beleczkowania.

Dodatkowa opcje terapeutyczng jako leczenie uzupetniajace stanowi cytykolina. Zwigzek
wystepuje naturalnie w komorkach organizméw zywych, natomiast przemystowo jest wytwarzana
przy uzyciu metod biotechnologii. Cytykolina jako prekursor fosfatydylocholiny dziata
neuroprotekcyjnie, chroni neurony przed toksycznym dziataniem glutaminianu. Stanowi obiecujaca
strategi¢  terapeutyczng w jaskrze, gdyz badania dowiodly stabilizacj¢ parametréw
elektrofizjologicznych i pola widzenia (Szumny 2019). Koncepcja podawania cytykoliny doustnie
W postaci tabletki powstata w Klinice Okulistyki Ogolnej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie,
w zespole kierowanym przez prof. Roberta Rejdaka.

Jako postgpowanie uzupehiajace u chorych na jaskre stosuje si¢ przeciwciala o dziataniu
ukierunkowanym przeciw czynnikowi wzrostu $rodbtonka naczyn (vascular endothelial growth
factor, VEGF). Dziatanie opiera si¢ na hamowaniu powstawania nowych naczyn i procesu
wioknienia. Bewacyzumab to humanizowane przeciwcialo monoklonalne klasy IgG1. Ma dziatanie
ukierunkowane przeciw wszystkim izoformom VEGF. Kolejnym lekiem jest ranibizumab, ktory
stanowi fragment wigzacy antygen. Bewacyzumab i ranibizumab sg stosowane poza wskazaniami
rejestracyjnymi u pacjentow cierpigcych na jaskre neowaskularng, aby cofngé neowaskularyzacje
teczOwki i kata teczowkowo-rogowkowego (Park 2013).

Wséréd nowych metod znajduje si¢ tez implant trawoprostu — ENV 515, umieszczany
w komorze ciata szklistego przy pomocy iniekcji. Proby kliniczne wykazaty skuteczng redukcje
ciSnienia wewnatrzgatkowego przez okres 6 miesiecy dzigki powolnemu uwalnianiu substancji
czynnej (Gorska i in. 2017).

10. Podsumowanie

Jaskra jest chorobg spotykang we wszystkich rejonach $wiata, a jej podstawowym
nastepstwem, uniemozliwiajacym czesto normalne codzienne Zycie sa ubytki w polu widzenia.
Uwaza sig, ze podstawg terapii jaskry sg leki prowadzace do obnizenia ciSnienia wewnatrzgatkowego,
jak réwniez utrzymywanie go na w miar¢ stalym poziomie przez cala dobg. Od lat wysitki
naukowcow koncentrujg si¢ takze na poszukiwaniu nowych substancji, ktore beda skuteczne wobec
mniej oczywistych niz ci$nienie srodgatkowe przyczyn jaskry. Nowe leki przeciwjaskrowe powinny
charakteryzowa¢ si¢  wielokierunkowym  mechanizmem dzialania: obniza¢  cisnienie
wewnatrzgatkowe, poprawia¢ przeptyw naczyniowy w okolicy glowy nerwu wzrokowego a takze
wykazywa¢ dziatanie neuroprotekcyjne, uwzgledniajac ztozong patofizjologi¢ i potencjalne nowe
cele molekularne. Proba odpowiedzi na takie potrzeby sa leki, ktére w ostatnim czasie zostaly
wprowadzone do lecznictwa: potaczenie brynzolamidu oraz brymonidyny, netarsudil, latanoprost
bunod, cytykolina, bewacyzumab i ranibizumab.
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Streszczenie

Zaburzenie afektywne dwubiegunowe zwane réwniez chorobg afektywng dwubiegunowa
(ChAD), dawniej psychoza maniakalno-depresyjna czy cyklofrenia, jest przewlekla choroba
psychiatryczng, ktora w znaczacy sposob zaburza funkcjonowanie i obniza jako$¢ zycia. Aktualnie
w celu diagnozowania chorob psychicznych stosuje si¢ systemy klasyfikacji zaburzen psychicznych
w postaci DSM lub ICD. Klasyfikacje, mimo ze zostaly stworzone, aby zapewni¢ obiektywnos¢
i wiarygodno$¢ diagnozowania oraz zapewni¢ mozliwo$§¢ monitorowania przebiegu choroby,
w duzym stopniu opieraja si¢ na objawach subiektywnych, zglaszanych przez pacjenta. Z tego
powodu caly czas poszukiwane sa obiektywne i mierzalne czynniki, ktére umozliwityby
obiektywizacje diagnozowania i prognozowania chordéb psychicznych. Z powodu wspdlnego
pochodzenia embriologicznego siatkowki 1 moézgowia, wysnuto przypuszczenie, ze zmiany
w siatkowce moga korelowa¢ ze zmianami w os$rodkowym uktadzie nerwowym. Optyczna
koherentna tomografia umozliwia zbadanie siatkowki w wysokiej rozdzielczosci, dostarczajac
obiektywnych pomiarow poszczegdlnych warstw. Ponizsza praca prezentuje przeglad uzyskanych
wynikow, stosujac t¢ metode u pacjentdow cierpigcych z powodu ChAD i proponuje mozliwe
zastosowanie w dalszych badaniach.

1. Wstep

Zaburzenia psychiczne sa aktualnie jedna z gtownych, ogoélnoswiatowych przyczyn
niepelnosprawnosci, a liczba lat przezytych w niesprawnosci (YLD) z tymi schorzeniami jest
najwicksza. Bioragc pod uwage sile wptywu na populacje, liczbe osdb dotknietych problemami
psychicznymi mozna dostrzec jak duzym zagrozeniem dla systemu ochrony zdrowia i zdrowia
populacji w ogole, sg zaburzenia psychiczne. Poprawa ogolnej kondycji spoteczenstwa bedzie
mozliwa tylko w przypadku, gdy wczesne wykrywanie i leczenie tych schorzen bgdzie priorytetem
zdrowia publicznego (Whiteford i in. 2013). Problemy psychiczne sa powigzane z pogorszeniem
jakosci zycia oraz s3 istotnie powiazane z wyksztalceniem innych przewlektych schorzen, takimi jak
np. cukrzyca czy choroby sercowo-naczyniowe. Aktualnie w celu diagnozowania chordb
psychicznych stosuje si¢ systemy klasyfikacji zaburzen psychicznych w postaci DSM Iub ICD.
Klasyfikacje, mimo ze =zostaly stworzone, aby zapewni¢ obiektywno$¢ i wiarygodnosé
diagnozowania oraz zapewni¢ mozliwo$¢ monitorowania przebiegu choroby, w duzym stopniu
opierajg si¢ na objawach subiektywnych, zgtaszanych przez pacjenta.

Zaburzenie afektywne dwubiegunowe, zwane rowniez chorobg afektywna dwubiegunowa
(ChAD), dawniej psychoza maniakalno-depresyjna czy cyklofrenia, jest przewlekla chorobg
psychiatryczng, ktéra w znaczacy sposob zaburza funkcjonowanie i obniza jako$¢ zycia. Pacjenci
cierpiacy z powodu tego schorzenia doswiadczaja powaznych epizodow zaburzen nastroju oraz
napedu, od wysoce intensywnych (mania) do ekstremalnie niskich (depresja), ktore potrafia trwaé
zwykle od kilku tygodni do kilku miesigcy. Chorobowos¢ w populacji ogodlnej szacowana jest na
okoto 1% (Merikangas i in. 2011), a od 30% do 50% pacjentow cierpiacych z powodu zaburzenia
afektywnego dwubiegunowego bylo nieprawidtowo diagnozowanych w kierunku choroby
afektywnej jednobiegunowej inaczej zaburzenia depresyjne nawracajace (Akiskal i in. 2000). Wiaze
si¢ to z faktem, ze czgsto poczatkowy obraz ChAD rysuje si¢ w postaci epizodu depresyjnego,
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a epizody hipomaniakalne, czyli epizody podwyzszonego nastroju, ktore nie zaburzaja w znacznym
stopniu funkcjonowania jednostki, czg¢sto nie sa przez pacjentOw rozpoznawane za objaw
patologiczny, lecz okres wyjatkowo dobrego nastroju. Miedzy innymi z tych powoddéw wiasciwe
rozpoznanie moze si¢ opdéznia¢ o wiele lat. Opozniona diagnoza, zwlaszcza u dzieci i mtodziezy,
laczy si¢ z gorszym rokowaniem oraz przebiegiem choroby, co skutkuje dituzszymi epizodami
chorobowymi oraz wigkszg nawrotowoscia schorzenia.

(Keshavani in. 2011) doszli do wniosku, ze nalezy wyznaczy¢ nowe kierunki w pojmowaniu
schizofrenii oraz uaktualni¢ istot¢ choroby poprzez uwzglednienie nieznanych wczesniej fenotypow
i genotypow. Jednym z zalecen byto wyjasnienie heterogenicznos$ci schorzen psychotycznych przy
pomocy markerow fizjologicznych. To, i reszta zalecen, rowniez odnosza si¢ w duzym stopniu do
zaburzenia afektywnego dwubiegunowego (Frank i in. 2015). Poza pewnymi istotnymi odkryciami
genetycznymi w schizofrenii, niewiele przelomowych prac dotyczacych powaznych zaburzen
psychotycznych, zostalo opublikowanych od czasu stworzenia powyzszych zalecen. Pomimo
znaczacej ilo§ci warto§ciowych badan w zakresie genetyki, farmakologii, neuronauk poznawczych,
metod obrazowych, fenomenologii, biologii molekularnej, trzeba przyznaé, ze dalszy postep
poznawania zwolnil. Jedng z przyczyn spowolnienia postgpu moze by¢ istotny aspekt nieznajomosci
doktadnej patofizjologii schorzen. Tak samo heterogeniczno$¢ objawow, przebiegéw, rokowan
w ChAD, schizofrenii i innych zaburzeniach psychotycznych nie zostaly dotychczas jasno opisane,
usystematyzowane, pomimo powszechnej §wiadomosci, ze te choroby we wiasnych grupach bardzo
si¢ roznia.

Faktem jest, ze siatkowka rozwija si¢ z tego samego listka zarodkowego, co osrodkowy
uktad nerwowy, czyli z ektodermy. Jest to powodem roznych implikacji, takich jak wiele podobienstw
w zakresie anatomii, funkcjonowania, odpowiedzi na bodziec. Mozna powiedzieé, ze bedac
odseparowang czeScig mozgowia, siatkowka jest ,,oknem moézgu” (London i in. 2013). Wypustki
aksonalne komorek zwojowych siatkdwki tworzace warstwe wiokien nerwowych siatkdéwki (RNFL)
sa dobrym modelem umozliwiajacym badanie procesow wplywajacych na drogi neuronalne
W przebiegu choréb neurodegeneracyjnych. Wspomniane wyzej aksony sa niezmielinizowane, co
umozliwia obrazowanie tych struktur bez zaklécen pomiarow spowodowanych obecnoscia ostonki
mielinowej. W ostatnich latach wyzej wymieniona technika byla uzywana w celu badania struktur
siatkowki u pacjentow cierpigcych z powodu réznych chordéb neurodegeneracyjnych, takich jak:
choroba Alzheimera, choroba Parkinsona oraz chordb zapalnych, jak stwardnienie rozsiane.
Metaanalizy wykazaty, u pacjentow cierpiagcych z powodu wyzej wymienionych chordb istotne
zmniejszenie grubosci oraz objetosci niektorych struktur siatkowki (Kirbas i in. 2013; Petzold i in.
2010).

Optyczna koherentna tomografia (OCT) jest tanig i szybka metoda nieinwazyjnego
obrazowania in vivo siatkowki, ktora pozwala uchwyci¢ przekrojowe obrazy siatkowki ze
zréznicowaniem do poszczegélnych warstw przy uzyciu $wiatla o dlugosci fali bliskiej
podczerwonym. Pozwala uzyska¢ wyniki w duzo wyzszej rozdzielczosci niz inne metody
obrazowania. Jest badaniem fatwym proceduralnie do przeprowadzenia, nie potrzebuje
specjalistycznych odczynnikow, ani specjalnego przygotowania pacjenta. Sama procedura trwa kilka
minut i jest calkowicie bezbolesna. W ponizszych badan autorzy skupiali si¢ gtéwnie na pomiarach
ponizszych warstw przy pomocy OCT:

Catkowita grubos$¢ siatkowki (TR), warstwa wtokien nerwowych (RNFL), warstwa komorek
zwojowych (GCL), warstwa splotowata wewnetrzna (IPL), warstwa jadrzasta wewnetrzna (INL),
warstwa splotowata zewngtrzna (OPL), warstwa jadrzasta zewnetrzna (ONL), grubos¢ naczyniéwki
(CT) oraz kompleks komoérek zwojowych (GCC) czyli taczna grubos¢ warstw RNFL, GCL i IPL.

2. Opis zagadnienia

Dokonano przegladu dostepnych badan, w ktérych wykonywano pomiary przy pomocy
metody OCT w populacjach pacjentow cierpigcych z powodu zaburzenia afektywnego-
dwubiegunowego. Uzyto wyrazenia “bipolar disorder” AND “optical coherence tomography OR
retinal nerve fiber layer thickness OR macula volume OR ganglion cell layer OR choroidal layer”
w wyszukiwarkach portali PubMed i WebofScience. Kryteria, ktore musiaty spetnia¢ artykuty to:
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wykorzystanie metody OCT u pacjentéw z diagnoza ChAD, jezyk angielski, badania przekrojowe
i prospektywne, niezb¢dne informacje znajdowaty si¢ w artykule.

3. Przeglad piSmiennictwa

(Kalenderoglu i in. 2016) Opisano badanie do ktorego zrekrutowano 43 pacjentéw do grupy
badanej oraz 43 osoby do grupy kontrolnej. W wynikach zaobserwowano istotng statystycznie
grubo$¢ RNFL, ale tylko dla wyniku usrednionego. W poszczegbdlnych sektorach nie zaobserwowano
istotnych statystycznie r6znic. W pomiarach warstwy komorek zwojowych (GCL) byta istotna
statystycznie réznica w postaci zmniejszenia grubosci tej warstwy (p=0.000). Zaobserwowano
ujemng korelacj¢ pomiedzy czasem trwania choroby a gruboscia GCL. Dodatkowo stwierdzono
korelacje pomigdzy stosowaniem kwasu walproinowego a $cienczeniem RNFL, ktore bylo istotnie
statystycznie wyrazniejsze w poréwnaniu do innych lekoéw. Jednakze poréwnywane grupy byly
nieliczne (32 VPA: 5 Lit: 6 inne leki). W omdwieniu stworzono przypuszczenie, ze neurodegeneracja
w ChAD zaczyna si¢ GCL.

Badanie (Mehraban i in. 2016) przeprowadzono na 30 pacjentach z rozpoznaniem ChAD
oraz poréwnywalnej wickowo 30 osobowej grupie kontrolnej. Otrzymane wyniki dla usrednionego
RNFL byto istotnie statystycznie obnizone w grupie badanej (99+8 do 1068 um; p=0.001). Grubos¢
RNFL w przypadku kwadrantéw dolnego, gornego oraz nosowego byla istotnie statystycznie
mniejsza niz w przypadku grupy kontrolnej (odpowiednio: p<0.001; p=0.040; p=0.005) z tymze
pomiary kwadrantu skroniowego nie wykazywaty takiej roznicy (p=0.907). Poza tym czas trwania
choroby wykazywat ujemna korelacje z wartoscig RNFL (p=0.040).

W badaniu (Garcia-Martin i in. 2019) zakwalifikowano 30 pacjentéw z rozpoznaniem ChAD
do grupy badanej oraz 80 zdrowych cztonkéw proby kontrolnej. W odniesieniu do parametrow:
catkowitej grubosci plamki, warstwy wiokien nerwu wzrokowego (RNFL), warstwy komorek
zwojowych(GCL), warstwy splotowatej wewnetrznej(IPL) wymiary tych warstw byly istotnie
statystycznie obnizone w stosunku do wymiaréw osob z grupy kontrolnej (p<0.005). W przypadku
warstwy jadrzastej wewngtrznej(INL) zaobserwowano istotnie statystycznie wigkszg grubosé
w grupie badanej (p<0.005). Ponadto w grupie badanej stwierdzono gorsze widzenie kolorow
W poréwnaniu do grupy kontrolnej (Lanthony’s index, p=0.002). W tym badaniu autorzy dobrali
W ten sposob grupy, aby wyeliminowaé wptyw nikotynizmu na wyniki badan.

(Polo i in. 2019) Obserwowano 23 pacjentow w grupie badanej oraz 23 osoby w grupie
kontrolnej. W grupie badanej stwierdzono istotnie statystycznie mniejsza catkowita grubos$¢ plamki
w $rodku, cze$ci wewnetrznej skroniowej, nosowej i dolnej (p=0.049; p=0.045; p=0.016; p=0.016).
Warstwa komorek zwojowych(GCL) byla istotnie statystycznie zredukowana w grupie badanej
biorac pod uwage poszczegolne sektory: gorny (p=0.009), gérno-nosowy (p=0.009), dolno-nosowy
(p=0.003), jak i dolny (p=0.009) oraz usredniony wynik (p=0.002). Wykazano réwniez istotne
statystycznie zmniejszenie okoto tarczowej grubosci catkowitej siatkowki (Srednio p=<0.001; gérno-
skroniowo p=<0.001; gérno-nosowo p=0.003; nosowo p=0.005; dolno-skroniowo p=0.045) grubosci
warstwy komorek zwojowych(GCL) (nosowa p=0.025) oraz RNFL ($rednio p=0.002; goérno-
skroniowa p<0.001; gérno-nosowa p=0.045) w grupie badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Nie stwierdzono istotnych réznic w grubo$ci naczyniowki.

Badanie (Khalil i in. 2017) przeprowadzono na grupie 40 pacjentéw grupy badanej oraz 40
cztonkach grupy kontrolnej. Zaobserwowano istotnie statystycznie mniejsza grubos¢ RNFL dla
wigkszosci badanych sektorow (p<0.001) z wyjatkiem sektorow nosowych. Stwierdzono
statystycznie istotnie $cienczenie warstwy kompleksu komoérek zwojowych (GCC) (p<0.001). Nie
obserwowano istotnych réznic pomigdzy pomiarami OCT a czasem trwania choroby czy wynikami
skal YMRS lub HAMD.

(D. H. Khalil i Said 2019) w kolejnym badaniu poréwnywano 40 pacjentéw grupy badanej
z rozpoznaniem ChAD do 40 cztonkow grupy kontrolnej. Stwierdzono istotnie statystycznie mniejsze
wartosci pomiaru GCC u$rednionego oraz lewego gornego sektora (p<0.001) w grupie badanej.
Wartosci RNFL w grupie badanej byly istotnie statystycznie nizsze w wigkszosci sektorow (p<0.001)
z wyjatkiem sektorow nosowych. Nie wykazano istotnych roéznic w wynikach pacjentéw
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korzystajacych wczesniej z terapii elektrowstrzasowej. Nie stwierdzono korelacji migdzy czasem
trwania choroby, ilo$cig epizodow maniakalnych, czy depresyjnych a pomiarami OCT.

W badaniu (Bannai i in. 2020) zakwalifikowano 25 pacjentow ze schizofrenig lub
zaburzeniem afektywnym dwubiegunowym oraz 15 cztonkow grupy kontrolnej. W badaniu
wykorzystano zaréwno pomiary OCT oraz rezonans magnetyczny glowy. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic dla wartosci RNFL czy GCC czy IPL. Stwierdzono istotnie statystycznie
zmniejszenie grubo$ci warstwy jadrzastej zewnetrznej (ONL) (w sektorach prawym skroniowym
p<0.05, prawym $rodkowym p<0.05, lewym gornym) w grupie badanej. Grubos¢ warstwy jadrzastej
zewnetrznej (OPL) byla istotnie statystycznie wigksza w grupie badanej (p<0.05). Wykazano
korelacje pomiedzy Scienczeniem warstwy ONL, a objgtoscig catkowita mozgu oraz istoty szarej
(r=0.53, p=0.008). Autorzy wskazuja na istotng korelacj¢ miedzy ostroscia wzroku a pomiarami OCT.
Badacze proponuja hipotezg, iz $cienczenie ONL, ktora zawiera czopki i preciki, moze wyjasniac
powiazang z psychozami utrat¢ fotoreceptorow. Fakt ten pokrywalby si¢ z wynikami badan
przeprowadzonymi na podobnych populacjach pacjentéow z pomoca ERG. Autorzy sugeruja, ze
dysfunkcje synaptyczne i/lub procesy zapalne powodujg zmiany w naczyniach siatkdwki
i naczyniowki, ktore to posrednio wplywaja na otrzymywane wyniki w OCT.

W badaniu (Gokcinar i in. 2020) wzigto udziat 70 pacjentéw z rozpoznaniem ChAD oraz 70
os6b z grupy kontrolnej. W grupie badanej zaobserwowano istotne statystycznie §cienczenie
sredniego pomiaru okoto tarczowej RNFL, (p=0.033), $redniej catkowitej grubosci siatkowki
w okolicy okoto tarczowej (p=0.008) oraz $redniej grubosci GCC (p=0.009). Zmniejszenie grubosci
okoto tarczowej RNFL oraz catkowitej siatkowki byto szczegdlnie zaznaczone w gornych (p=0.039;
p=0.033) oraz dolnych kwadrantach (p=0.031; p=0.018). Scienczenie GCC byto najwicksze w gornej
potowie oraz w sektorach nosowych (p=0.001; p<0.05). Mniejsze wartosci dla calkowitej plamkowe;j
grubosci siatkowki wystapily wylacznie w wewngtrznym, goérnym sektorze (p=0.014).
Zaobserwowano, ze czas trwania choroby byt odwrotnie proporcjonalny do wymiaréw okoto
tarczowej RNFL, catkowitej grubosci siatkowki oraz plamkowego GCC (p<0.05).

4. Podsumowanie i wnioski

Jak wynika z wyzej wymienionych badan u pacjentow z ChAD wystepuje istotnie
$cienczenie RNFL (Garcia-Martin i in. 2019; Gokcinar i in. 2020; Kalenderoglu i in. 2016; Khalil
i Said 2019; Khalil i in. 2017; Mehraban i in. 2016; Polo i in. 2019). Nie udato si¢ uwidoczni¢ zadnego
szczegblnego wzorca zaleznosci jezeli chodzi o konkretne sektory RNFL.

Obserwowano istotne statystycznie zmniejszenie grubosci GCL, IPL, i/lub GCC (Garcia-
Martin i in. 2019; Gokcinar i in. 2020; Kalenderoglu et al., 2016; Khalil i Said 2019; Khalil i in. 2017,
Mehraban i in. 2016; Polo i in. 2019)

W czeséci badan zaobserwowano odwrotng zalezno$¢ migdzy czasem trwania choroby,
a $cienczeniem poszczegdlnych warstw, w tym RNFL,GCC, catkowitej grubosci siatkowki (Gokcinar
i in. 2020; Kalenderoglu i in. 2016; Mehraban i in. 2016), co jednak nie znalazto potwierdzenia we
wszystkich badaniach (Khalil i Said 2019; Khalil i in. 2017).

Dostepne badania sugeruja, ze przebycie terapii elektrowstrzasowej nie powoduje istotnych
réznic w pomiarach grupy badanej (Khalil i Said 2019). Réwniez nikotynizm nie thumaczy rdznic
pomiedzy grupa badana a kontrolng (Garcia-Martin i in. 2019). W jednym z badan stwierdzono
korelacje pomigdzy stosowaniem kwasu walproinowego a $cienczeniem RNFL, ktore byto istotnie
statystycznie wyrazniejsze w poréwnaniu do innych lekow. Jednakze poréwnywane grupy bytly
niewielkiej liczebnosci (Kalenderoglu i in. 2016).

Wykazano korelacj¢ pomigdzy Scienczeniem warstwy ONL, a zmniejszeniem objetosci
catkowitej mozgu oraz istoty szarej. Badacze proponuja hipotezg, iz Scienczenie ONL, ktora zawiera
czopki i preciki, moze wyjasnia¢ powigzana z psychozami utrat¢ fotoreceptorow. Fakt ten
pokrywalby si¢ z wynikami badan przeprowadzonymi na podobnych populacjach pacjentow
z pomoca ERG. Autorzy sugeruja, ze dysfunkcje synaptyczne i/lub procesy zapalne powodujg zmiany
w naczyniach siatkdwki i naczyniowki, ktore to posrednio wplywaja na otrzymywane wyniki w OCT
(Bannai i in. 2020).
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Wyciagajac wnioski z powyzszych badan nalezy pamigtaé o pewnych ograniczeniach.
Aktualnie dostepnych jest niewiele badan poswieconych tej tematyce, zwykle na niewielkich grupach
badawczych. Liczebno$¢ grup, doboér grupy badawczej, dobieranie adekwatnej grupy kontrolne;j,
kryteria wlaczenia i wylaczenia rdznig si¢ pomiedzy badaniami. W grupach o niewielkiej liczno$ci,
tworzone byty liczne podgrupy w celu znalezienia dodatkowych korelacji co tym bardziej zmniejsza
sife statystyczng takich badan.

Sam protokot OCT rézni si¢ znaczaco pomigdzy réznymi pracami. Podczas gdy mamy dane,
ze pomiary wykonywane na r6znych modelach urzadzen OCT sg relatywnie pordéwnywalne (Miller
iin. 2020), ci¢zko dokonaé rzetelnej analizy ze wzgledu na bardzo zréznicowany zakres
wykonywanych badan. Wartym byloby zaproponowanie standardu pomiaru, protokotu badania tak,
aby mozna byto dokonywa¢ doktadnych poréwnan pomigdzy poszczeg6lnymi pracami.

Pamigtajac o tym wszystkim, niezaprzeczalnym faktem jest to, ze istotnie wynik badania
OCT u o0s6b z ChAD S$wiadczy o zmniejszeniu grubosci poszczegdlnych warstw siatkowki.
Mozliwym jest, ze to badanie pomoze zblizy¢ nas do wyjasnienia neurodegeneracyjnej teorii
powstania ChAD, lub moze znalez¢ zastosowanie jako marker prognostyczny, diagnostyczny, czy

predykcyjny.
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Streszczenie

Wspotczesna kardiologia jest jedng z wazniejszych dziedzin medycyny obejmujaca
diagnostyke i leczenie chordéb oraz wrodzonych i nabytych wad w obrebie ukltadu sercowo-
naczyniowego. Mimo, iz juz w starozytnosci zdawano sobie sprawe z istnienia serca i jego
niezmiernie waznej roli dla utrzymani zycia, to jednak narodziny kardiologii w obecnym tego stowa
znaczeniu datuje si¢ na II potowe XIX wieku. Celem niniejszego opracowania jest przypomnienie
zyciorysOw i osiagnig¢¢ czterech wybitnych postaci (Jozef Strus, Jozef Pawinski, Jan Prus i Wiadystaw
Janowski), ktore odegraty znaczaca rolg¢ w rozwoju polskiej kardiologii.

1. Wstep

Kardiologia to pr¢zny dzial medycyny, ktérego istnienie w obecnych czasach uwazane jest
za rzecz oczywista. Termin ,kardiologia” pochodzi z jezyka greckiego, w ktorym stowo "kapdid"
oznacza serce, a stowo "Adyoc" oznacza nauke¢ (Erdman 2010). Jest to dziedzina medycyny zajmujaca
si¢ diagnostyka oraz leczeniem chordb oraz wad wrodzonych i1 nabytych wystepujacych na terenie
uktadu krazenia, w tym serca, aorty oraz mniejszych naczyn tetniczych i zylnych. Obecnie kardiologia
jest jedng z najwazniejszych gatezi medycyny, ktora ze wzgledu na coraz czgsciej wystepujace
schorzenia uktadu sercowo-naczyniowego wciaz zyskuje na znaczeniu. Obejmuje ona mi¢dzy innymi
nie tylko rozpoznawanie i leczenie chordb oraz wrodzonych i nabytych wad uktadu krazenia, ale takze
rehabilitacje pacjentdow z tymi chorobami i wadami, oceng ich przydatnosci zawodowej, a takze
badania uktadu sercowo naczyniowego przy pomocy catej gamy metod diagnostycznych, takich jak,
miedzy innymi, ultrasonografia, elektrokardiografia, echokardiografia czy rezonans magnetyczny
(Erdman 2010). Nalezy zaznaczy¢, iz kardiologia jest w obecnych czasach silnie zwigzana z innymi
dziedzinami medycznymi, takim jak kardiochirurgia, neurologia, pulmonologia czy angiologia
(Erdman 2010). Najwazniejsze zagadnienia, ktorymi obecnie zajmuje si¢ kardiologia to nadci$nienie,
choroba niedokrwienna i niewydolno$¢ serca, a takze zaburzenia rytmu serca (zwlaszcza migotanie
przedsionkow) oraz choroby zapalne tego narzadu (takie jak zapalenie wsierdzia, zapalenie mig$nia
sercowego) (Erdman 2010). Inne czesto wystepujace schorzenia uktadu sercowo naczyniowego to
zmiany w naczyniach te¢tniczych i zylnych oraz stany chorobowe zastawek serca. Ze wzgledu na to,
jak wiele schorzen wymaga w obecnych czasach opieki kardiologicznej, trudno sobie wyobrazié, iz
ta dziedzina medycyny jest stosunkowo mitoda i zaczeta si¢ ksztattowaé dopiero w II potowie XIX
wieku. Niniejsze opracowanie ma na celu przypomnienie czterech wybitnych postaci (Jozefa Strusia,
Jozefa Pawinskiego, Jana Prusa i Wladystawa Janowskiego) , ktore miaty szczegodlnie duzy wkiad
W rozw6j medyny kardiologicznej na ziemiach polskich.

2. Opis zagadnienia

Ze znaczenia pracy serca dla utrzymania zycia zdawali juz sobie sprawe lekarze
starozytno$ci. Jednakze ze wzgledu na niski poziom oOwczesnej wiedzy dotyczacej budowy
i funkcjonowania uktadu krazenia diagnostyka i leczenie chor6b serca i naczyn jako odrgbna gataz
medycyny nie istniata (Kuchar i Srodka 1994). Mimo to juz 300 lat p.n.e. Herofilos z Chalcedonu
skonstruowat przyrzad wodny do mierzenia ci$nienia krwi, a Seneka Mlodszy (4 p.n.e. - 65 1. n.e.)
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opisat objawy zawaltu serca. Wiele zagadnien w kwestii budowy i czynno$ci uktadu sercowo-
naczyniowego wyjasnit w swych dzielach Galen, zyjacy w latach ok. 130 do 200 n.e. (Kuchar i Srodka
1994). Opisat on mi¢dzy innymi wystepowanie tetna, fazy cyklu sercowego i podstawy anatomii
uktadu naczyniowego (Kuchar i Srodka 1994). Informacje zawarte w dzietach Galena, ktore
nawiasem mowiac oparte byty gtownie na sekcjach wykonywanych na §wini domowej i nie zawsze
odpowiadaty anatomii i fizjologii cztowieka, przetrwaty do czaséw nowozytnych, kiedy to nastapit
znaczny rozwdj nauk anatomicznych. Kolejne wielkie odkrycia dotyczace budowy i funkcjonowania
uktadu krazenia, o ktérych nalezatoby wspomnie¢ mialy miejsce w wiekach XVI, XVII i XVIII.
Szczegblne zastugi na tym polu potozyli Andreas Wesaliusz (1514-1564) — autor znakomitego atlasu
anatomicznego, Wiliam Harvey (1578-1657) — autor pierwszego prawidlowego opisu uktadu
krazenia, czy Stefan Hales, ktory w 1733 roku po raz pierwszy zmierzyt ciSnienie krwi metoda
inwazyjng (Kuchar i Srédka 1994). Na ziemiach polskich pierwszym autorem, ktéry w swych
dzietach wspominat o zagadnieniach kardiologicznych byl Tomasz z Wroctawia zyjacy w latach
1297-1378. W swym dziele ,,Practica medicinalis” jeden z rozdziatéw poswiecil chorobom serca,
w ktorym opisat stabos¢ tego narzadu objawiajaca si¢ kolataniem i omdleniem (Kuchar i Srédka
1994). Mimo znacznego rozwoju nauk medycznych i wielu wybitnych naukowcow i lekarzy, ktorzy
zajmowali si¢ poprzez wieki diagnostyka i leczeniem chordb serca i naczyn (jak chociazby Jozef
Strus, ktorego biografic i osiggnigcia opisuje rOwniez to opracowanie), narodziny kardiologii jako
nowoczesnej dziedziny nauk medycznych nastapity dopiero w wieku XIX.

3. Przeglad literatury

3.1 Jozef Strus

Jozef Strus zyt w czasach, gdy o pojeciu ,.kardiologia” nikt jeszcze nie styszal. Owczesna
medycyna stala na stosunkowo niskim poziomie, opierajac si¢ na wywodzacej si¢ jeszcze ze
starozytno$ci teorii humoralnej, w ktorej za gtdowng przyczyne choroby uznawano zaburzenie
rownowagi pomigdzy czterema ptynami (czyli humorami) ciata: krwi, zotci, Sluzu (flegmy) i czarnej
70tci (Brzezinski 1995). Mimo to jednak ten szesnastowieczny humanista i lekarz krélewski na
dworze Zygmunta Augusta, w petni zastuguje on na miano pioniera kardiologii ze wzgledu na swoje
zainteresowania naukowe. Jozef Stru$ urodzit si¢ w 1510 roku w Poznaniu w rodzinie mieszczanskiej
(Grzybowski i Sak, 2011). Poczatkowo uczyt si¢ w szkole przy kolegiacie Marii Magdaleny oraz
w Akademii Lubranskiego w swoim rodzinnym miescie (Bugiel 1908a). Nastepnie podjat studia na
Akademii Krakowskiej, otrzymujac w roku 1531 tytul magistra (Grzybowski i Sak 2011). Nauke
kontynuowat na uniwersytecie w Padwie, gdzie w 1535 roku uzyskal tytul doktora i profesora
nadzwyczajnego medycyny teoretycznej. po ukonczonych studiach zostal wyktadowcg padewskiego
uniwersytetu (Bugiel 1908b; Grzybowski i Sak 2011). W roku 1537 powro6cit do Polski i rozpoczat
prace jako wykltadowca medycyny na Akademii krakowskiej. Niedlugo jednak powrdcit do Poznania
i zostat lekarzem wojewody wielkopolskiego Andrzeja Gorki. Nastepnie zostat lekarzem na dworze
corki krola Zygmunta Starego Izabelli Jagiellonki i jej meza - krola wegierskiego Jana Zapolyi.
W 1541 Jozef Strus powrocit do Poznania, gdzie dwukrotnie sprawowat urzad burmistrza. W 1559
roku zostal nadwornym lekarzem krola Zygmunta Augusta. W tym czasie uwazany nabyt za
najstawniejszego lekarza w Europie, u ktorego porad medycznych niejednokrotnie zasiggali wiadcy
europejskich panstw (Bugiel 1908c, Bujalowska 1968). Zmart 27 lipca 1568 w Poznaniu podczas
epidemii dzumy zaraziwszy si¢ ta choroba podczas niesienia pomocy ubogim mieszkancom miasta
(Bugiel 1908 c).

State miejsce w historii kardiologii Jozef Stru§ zawdzigcza swemu dzietu napisanemu po
tacinie zatytulowanemu ,,Sphygmicae artis iam mille ducentos annos perditae et desideratae libri V.
(w przektadzie na j. polski tytul brzmi: ,,Nauki o tetnie. Ksiag pigcioro™), a wydanemu w Bazylei
W 1555 roku (Grzybowski i Sak 2011; Kuch i Srodka 1994). Jest to pierwsze w dziejach medycyny
dzieto w caloéci poswigcone zagadnieniom zwigzanym z pomiarem t¢tna jako waznym czynnikiem
diagnostycznym. Co wigcej dzieto to jest opracowaniem empirycznym opartym of obserwacje autora
poczynione w ciggu dhlugich lat praktyki lekarskiej. Jozef Stru§ wyréznit pie¢ podstawowych
rodzajow tetna, a mianowicie wielkie, czgste, przyspieszone, silne i migkkie, ktore z kolei dzielit na
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wiele odmian (Kuch i Srodka 1994). Ponadto Jozef Strus dostrzegat Scisty zalezno$é pomiedzy
istnieniem tetna oraz pracg serca i zaktadat (mimo tego, iz nie miat na to dowoddw) istnienie nerwow
zaopatrujacych naczynia i wplywajacych na napiecie ich $ciany (Kuch i Srodka 1994; Grzybowski
i Sak 2011). W dziele jego mozemy bowiem przeczytaé: ,,Tetno jest wlasciwa czynnoscia najpierw
serca nastepnie tetnic, ktore przez rozkurcz i skurcz znajduja si¢ w ruchu dzigki zdolnosci witalne;j. ..
Przyczyna tetna kurczowego jest kurcz nerwow. Kiedy bowiem kurczg si¢ nerwy, kurczg si¢ tetnice”
(Strus 1968). Poza tym autor podejrzewal istnienie aparatu bodzcotworczego i bodzco-
przewodzacego serca w stowach : ”W sercu bowiem znajduje si¢ zdolnos$¢ czyli sita witalna....
W sercu jest ona wrodzona i wszczepiona” (Strus 1968). W swoim dziele Strus podkresla praktyczne
korzysci diagnostyczne, ktore wynikaja z obserwacji tetna, a nawet jako pierwszy przedstawit tetno
w formie graficznej (Kuch i Srodka 1994; Grzybowski i Sak 2011). Ponadto mozna Strusia uwazaé
jako pomystodawce wariografu, gdyz jako pierwszy zwraca uwage na zmiany tgtna w zaleznosci od
odczu¢ osoby badanej (Grzybowski i Sak 2011).

Podsumowujac, dzielo Strusia mialo duze znaczenie dla rozwoju medycyny i mozna je
uwazac za pierwsze dzielo w historii polskiej kardiologii. nalezy zaznaczy¢ réwniez, iz znalazto ono
uznanie wsréd wspolezesnych autorowi lekarzy, gdyz pierwsze wydanie dzieta (w liczbie 1000
egzemplarzy) bardzo szybko zostato wyprzedane (Kuch i Srodka 1994).

3.2 Jozef Pawinski

Jozef Pawinski urodzit si¢ 27 stycznia 1851 roku w Zgierzu (Ko$minski 1883; Poradowski
2017). Poczatkowo uczy? sie¢ w szkole w Leczycy, a nastepnie w gimnazjum w Warszawie. W roku
1869 roku rozpoczat studia na Wydziale medycyny Uniwersytetu warszawskiego Dyplom lekarza
otrzymal w roku 1874. po uzyskaniu dyplomu zatrudnit si¢ w Klinice Diagnostycznej Ignacego
Baranowskiego — wybitnego diagnostyka i profesora Uniwersytetu Warszawskiego (Ko$minski
1883). W klinice tej najprawdopodobniej zainteresowat si¢ zagadnieniami zwigzanymi z diagnostyka
i leczeniem chordb serca. W klinice Baranowskiego pracowat do roku 1876. W nastgpnych latach
W okresie letnim pracowat jako lekarz w Zaktadzie Przyrodoleczniczym Jana Bielinskiego w Nowym
Mieécie nad Pilicg, a w okresie zimowym wyjezdzatl na staze naukowe za granice, migdzy innymi do
Wiednia. Wurzburga, Berlina i Paryza, gdzie uzupelnial swe umiejetnosci  pod okiem
najwybitniejszych lekarzy tego okresu (Biro 1925). W roku 1879 powrdcit do Warszawy i podjat
prace w Szpitalu Dzieciatka Jezus. W roku 1883 otrzymat stopien doktora nauk medycznych na
podstawie rozprawy zatytulowanej ,,Badania kliniczne nad arytmia serca w ogole, a w szczegdlnosci
przy wadach zastawek” (Kuch i Srodka 1994). Po obronie doktoratu, w 1884 roku Jozef Pawinski
zostal ordynatorem oddziatu chorob wewnetrznych Szpitala Dziecigtka Jezus, ktéra to funkcje
sprawowat do roku 1891. W 1891 roku Jozef Pawinski objat stanowisko starszego ordynatora Szpitala
Swigtego Ducha, a w roku 1923 zostal mianowany honorowym konsultantem tegoz szpitala(Wagner
1925). Oprocz pelnienia obowigzkéw zawodowych Jozef Pawinski zajmowat si¢ badaniami
naukowymi, przede wszystkim dotyczacymi nowej dziedziny medycyny jaka wowczas byla
kardiologia. Przez dtugie lata prowadzit rowniez zaj¢cia ze studentami medycyny na oddziatach
szpitalnych. Wiele czasu poswiecat dziatalnoSci spolecznej i1 organizacyjnej (Biro 1925).
Wspotredagowat i byt cztonkiem komitetoéw naukowych i redakcyjnych kilku lekarskich czasopism
naukowych, takich jak ,,Gazeta Lekarska”, ,Polska Gazeta Lekarska” czy ,,Polskie Archiwum
Medycyny Wewnetrznej” (Biro 1925; Wagner 1925). Byl cztonkiem wielu towarzystw lekarskich.
Nalezy tu przede wszystkim wymieni¢ Warszawskie Towarzystwo Naukowe, Towarzystwo
Warszawskie Lekarskie, Akademi¢ Nauk Lekarskich w warszawie, Towarzystwo terapeutyczne
W Paryzu, Paryska Akademia Lekarska. Oprécz tego wlasnymi $rodkami wspierat rozwdj polskiej
nauki. W 1912 zadeklarowat 10 tysigcy rubli na otwarcie pracowni fizjologicznej i zoologicznej przy
Towarzystwie Warszawskim Naukowym. Jozef Pawinski zmart nagle 16 maja 1925 roku w Paryzu
podczas konferencji naukowej (Biro 1925).

Jak juz wspomniano powyzej po$rod wielu zainteresowan zawodowych Jozefa Pawinskiego
, kardiologia zajmowala miejsce najwazniejsze. Sposrdéd 107 jego publikacji naukowych az 60
dotyczyto zagadnien zwigzanych z chorobami uktadu sercowo naczyniowego (Biro 1925; Wagner
1925). Jozef Pawinski opisal migdzy innymi niemiarowo$¢ fizjologiczng serca pojawiajaca si¢
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w zalezno$ci od ruchoéw klatki piersiowej, a takze porazenie przedsionkdw wystepujace przy
niemiarowosciach (Kuchar i Srodka 1994). Wiele swych publikacji poswiecit ,,szmerom styszalnym
z odleglo$ci”, zaburzeniom rytmu serca oraz wadom ukladu krazenia, takim jak wady zastawek,
polowiczny skurcz serca czy zwezenie naczyn (Kuchar i Srodka 1994). Opisat i udowodnit istnienie
szmeru rozkurczowego pojawiajacego si¢ w przypadkach zwezenia lewego ujscia zylnego,
abedacego wynikiem wzglednej niedomykalnos$ci zastawek potksiezycowatych. Byl jednym
z pierwszych lekarzy na ziemiach polskich, ktorzy rejestrowali prace serca przy pomocy aparatu
Antoniego Hotowinskiego, pierscieni §wietlnych Newtona oraz mikrofonu (Biro 1925; Kuchar
i Srodka 1994). Wiele uwagi Pawinski po$wigcat nadcisnieniu tetniczemu oraz dziataniu lekow na
uktad krazenia.

3.3 Jan Prus

Jan Prus urodzit si¢ 26 stycznia 1859 roku w Wadowicach jako syn kowala Macieja. Po
ukonczeniu gimnazjum w rodzinnym miescie Jan Prus w roku 1877 rozpoczat studia na Wydziale
Medycznym Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Dyplom doktora wszech nauk lekarskich
otrzymat 9 maja 1883 roku. Jeszcze podczas studiow medycznych podjat prace w Katedrze Patologii
Ogolnej i doswiadczalnej, ktorg kontynuowal po ukonczeniu nauki. Nastgpnie, w 1885, zostat
asystentem w Klinice Chorob Wewnetrznych. Jednoczesnie pracowal w Zakladzie
Anatomopatologicznym oraz Zaktadzie Fizjologii, gdzie zetknat si¢ ze Swiatowej stawy naukowcem
— pionierem fizjologii w Polsce — prof. Napoleonem Cybulskim. W 1887 Prus otrzymuje stypendium
od Wydzialu lekarskiego na dalsze ksztaltcenie. Wyjezdza do Paryza, gdzie podejmuje prace
w Zaktadzie Anatomopatologicznym, a nastgpnie w Klinice Neurologicznej. W tym czasie
rozpoczyna tez prac¢ naukowa, a wyniki swych badan przedstawia na posiedzeniu Paryskiego
Towarzystwa Anatomicznego w czerwcu 1887. W 1889 powraca do polski, gdyz mianowany zostaje
adiunktem w Szkole Weterynarii we Lwowie, gdzie prowadzi Katedre Patologii Ogolnej
i Do$wiadczalnej oraz katedrze anatomii patologicznej. Po pieciu latach pracy , 26 listopada 1894
roku, otrzymuje tytut profesora Szkoty Weterynarii we Lwowie, a w 1896 zostaje profesorem
zwyczajnym patologii ogélnej i do§wiadczalnej Wydziatu Lekarskiego na Uniwersytecie Lwowskim.
Na Wydziale Lekarskim pracuje nieprzerwanie do 1918 roku, sprawujac w tym czasie funkcje
dziekana i prodziekana Wydzialu Lekarskiego. W okresie pobytu we Lwowie Jan Prus po$wigca si¢
pracy naukowej oraz organizacyjnej. Byl miedzy innymi prezesem Galicyjskiego Towarzystwa
Weterynarskiego (1895) i Lwowskiego Towarzystwa Lekarskiego (1896). W roku 1918 Jan Prus
przeszedl na emerytur¢. Na emeryturze prowadzil prywatna praktyke neurologiczng. Kontynuowat
réwniez prace naukowe, utrzymywal liczne kontakty towarzyskie ze znanymi lekarzami (migdzy
innymi przyjaznit si¢ ze stawnym lekarzem Ludwikiem Rydygierem), a takze oddawatl si¢ swojej
pasji — myslistwu. Zmarl nagle na zawat serca 9 listopada 1926 roku podczas polowania w okolicach
miasta Dobromil.

Najwicksze znaczenie wsrdd prac naukowych Jana Prusa mialy jego badania dotyczace
reanimacji i bezposredniego masazu serca (Herman 1958; Kuchar i Srodka 1994). Badania te stawiaja
Jana Prusa w szeregu pionierow kardiologii. W okresie swej pracy w szkole weterynaryjnej we
Lwowie Prus wykonywat liczne do$wiadczenia na zwierzgtach, podczas ktorych zaobserwowat, iz
bezposredni masaz serca przywraca automatyczna pracg tego narzadu (Herman 1958). Ponadto Jan
Prus prowadzit w tym czasie liczne badania dotyczace prob reanimacji zwierzat poddanych dziataniu
wielu czynnikéw powodujacych zatrzymanie akcji serca, a mianowicie uduszeniu, wykrwawieniu,
zatruciu chloroformem czy porazeniu pradem elektrycznym (Herman 1958).

Momentem przetomowym w tych badaniach byt dzien 19 stycznia 1900 roku, kiedy to Jan
Prus wykonat po raz pierwszy zabieg bezposredniego masazu odstonietego serca z jednoczesnym
sztucznym oddychaniem u cztowieka zmartego z powodu uduszenia (Herman 1958; Kuchar i Srodka
1994). Efektem tego zabiegu byto uzyskanie §ladow miarowych skurczéw przedsionkéw. Jan Prus
opisat ten zabieg w artykule ,,O wskrzeszaniu w przypadkach $mierci z uduszenia, otrucia
chloroformem lub razenia pradem elektrycznym”, ktory ukazat si¢ w ,,Przegladzie Lekarskim”
w 1900 roku nastgpujacymi stowami: ,,Przekonawszy si¢, ze odstonigte serce nie okazuje najlzejszych
nawet §ladow jakichkolwiek ruchow, ujatem serce w reke i rozpoczatem migsienie serca, podczas gdy
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rownoczesnie zaczgto wttaczac powietrz do ptuc za pomoca mieszka” (Prus 1900). Nalezy podkreslic,
iz Prus byt $wiadomy doniostosci swojego odkrycia gdyz pisal rowniez: ,,Spostrzezenie, ze serce
ludzkie w przypadku $mierci z uduszenia bylo jeszcze w dwie godziny po $mierci osobnika
pobudliwe, jest zdaniem moim, niezwyktej doniostosci. Spostrzezenie to wskazuje, ze mysl moja
wskrzeszenia zmarlych moze si¢ urzeczywistni¢” (Prus 1900; Kuchar i Srodka 1994). Metoda
bezposredniego masazu serca wprowadzona przez Prusa zyskala uznanie w Europie. Pierwszy
przypadek pomyslnego zastosowania tej metody mial miejsce w roku 1902 i zostal wykonany przez
brytyjskiego lekarza Williama Arbuthnota Lane’a w momencie zatrzymania akcji serca u 65-Cio
letniego pacjenta podczas operacji zaplenia wyrostka robaczkowego (Prus 1912). Jan Prus w swoim
opracowaniu ,,O pomyslnych wynikach zastosowania mojej metody przywracania zycia” wydanym
w 1911 roku wymienit 11 przypadkéw zastosowania bezposredniego masazu serca zakonczonych
przywroceniem pacjenta do zycia (Prus 1912).

3.4 Wiadystaw Janowski

Wiadystaw Janowski urodzit si¢ 31 pazdziernika 1866 roku w Warszawie (Krynski 1928).
W swym rodzinnym miescie ukonczyl gimnazjum, a w roku 1885 rozpoczat studia na Wydziale
Medycyny Uniwersytetu Warszawskiego. Jeszcze podczas studiow rozpoczal prace naukowa
w Zaktadzie Anatomii Patologicznej pod kierunkiem profesora Brodowskiego, ktéra zaowocowata
opracowaniem zatytutowanym ,,O przyczynach zapalen ropnych" nagrodzonym medalem Wydziatu
Medycznego (Krynski 1928). Janowski ukonczyt studia z wyrdznieniem w roku 1890 i zostal
zatrudniony na stanowisku asystenta w Oddziale Choréb Wewnetrznych. W roku 1893 peknit
obowigzki bakteriologa w urzedzie miasta w Warszawie (Kuch i Srodka 1994), ktéry to urzad
delegowat go na odbycie stazu zagranicznego w Paryzu i Berlinie (Krynski 1928). Po powrocie do
Warszawy na drodze konkursu obejmuje w roku 1899 stanowisko ordynatora oddziatu chordb
wewngtrznych w Szpitalu Dziecigtka Jezus, na ktorym to stanowisku pozostaje do konca zycia.
W czasie petnienia funkcji ordynatora Janowski tgczyt prace zawodowa z dziatalnos$cia naukows
i dydaktyczna, a kierowany przez niego oddziat staje sie jednym z najwazniejszych osrodkow wiedzy
lekarskiej w Warszawie. Warto$ciowe prace badawcze sprawiaja, ze Janowski staje sie¢ znanym
w catym $wiecie naukowcem. Otrzymuje liczne propozycje objecia kierownictwa katedr z osrodkow
naukowych, takich jak Uniwersytet Lwowski Uniwersytet Jagiellonski, Akademia Weterynarii we
Lwowie, a nawet Uniwersytet w Filadelfii (Krynski 1928). Jednakze Janowski nie chce opuszczaé
swego oddziatu. W 1903 roku zostaje doceniony przez Wojskowa Akademi¢ Lekarska w Petersburgu,
ktéra przyznaje mu tytut docenta, a w 1923 roku podobny tytut otrzymuje na Wydziale Medycyny
Uniwersytetu Warszawskiego. Wiele czasu poswiecal Janowski pracy organizacyjnej. Byt
redaktorem i czlonkiem rady naukowej kilku czasopism lekarskich, takich jak ,,Pamietnik
Towarzystwa Lekarskiego Warszawskiego”, ,,Zdrowie” czy ,,Archiwum Medycyny Wewngtrzne;”
(Krynski 1928). Byt takze Janowski jednym z cztonkéw — zatozycieli Towarzystwa Naukowego
Warszawskiego. Wtadystaw Janowski zmart w Warszawie w dniu 11 kwietnia 1928 roku.

Wiadystaw Janowski jest autorem 120 prac naukowych, z ktorych wigkszos¢ dotyczy
zagadnien zwigzanych z kardiologig (Krynski 1928). Zajmowat si¢ przede wszystkim znaczeniem
diagnostycznym badania cis$nienia tetniczego krwi 1 tetna jednoczesnie udoskonalajac
i upowszechniajac tego typu badania (Kuch i Srodka 1994). W kregu zainteresowan Janowskiego
znajdowaly si¢ takze rozne formy niemiarowosci serca (Janowski 1911), zagadnienia zwigzane
z niedomykalnoscig zastawek i tetniakami aorty oraz przyczyny twardnienia tetnic (Kuch i Srodka
1994). Opisat takze liczne leki stosowane w chorobach kardiologicznych. Zalecat morfing
W niewydolnosci krazenia z pojawiajacymi si¢ dusznosciami pochodzenia sercowego, czy salicylany,
a duzo uwagi poswiecit takze wplywowi salicylanow na uktad krazenia (Kuch i Srodka 1994).

4. Podsumowanie

Oczywiscie niniejsze opracowanie nie obejmuje opisu wszystkich pionieréw polskiej
kardiologii. Oprocz wymienionych w niniejszej publikacji, na ziemiach polskich pracowato jeszcze
wielu wybitnych medykow, ktorzy przyczynili si¢ do rozwoju polskiej kardiologii. Migdzy innymi
mozna wymieni¢ tu Jedrzeja $niadeckiego - pioniera reanimacji w Polsce, Jozefa Dietla i Ferdynanda
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Dworzaczka — propagatoréw diagnostyki ostuchowej i opukowej czy Teodora Dunina — autora
pionierskich prac o nadcisnieniu (Kuchar i Srodka 1994). Nalezy pamigtaé, Ze cigzka praca
i po$wiecenie tych i wielu innych lekarzy sprawito, ze rozwdj kardiologii byl w ogdle mozliwy,
asama kardiologia stata si¢ prezng i jedna z najwazniejszych dziedzin medycyny.
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5. Czynniki wirulencji oraz leczenie infekcji wywolywanych przez drozdzaka
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Streszczenie

W ostatnich latach stale ro$nie liczba pacjentow, u ktorych pojawiaja si¢ powazne infekcje
zwane kandydozami. Czynnikiem etiologicznym sa grzyby z rodzaju Candida, najczgséciej Candida
albicans. Wzrasta rowniez ilos¢ zakazen wywolanych przez szczepy lekooporne, ktore pojawiaja sie
jako skutek uboczny leczenia. Statystyki podaja, ze ze 150 gatunkow grzybow z rodzaju Candida,
tylko zaledwie 15 uznaje si¢ za chorobotworcze, wystepujace u cztlowieka. Mimo tego, stanowig one
istotny problem w leczeniu infekcji, ktére moga w znaczny sposdb pogorszy¢ stan chorego,
walczacego z innymi schorzeniami. Prozdrowotne bakterie bedace czgécia prawidlowego
mikrobiomu cztowieka stanowig czynnik kontrolujacy rozwoj C. albicans, dlatego tak wazna jest
suplementacja, dzieki ktorej jest szansa na zachowanie réwnowagi mikroflory. Jest to jeden ze
sposobow posredniej walki z tym oportunistycznym patogenem, a jego zlozono$¢ pod katem
wirulencji kaze pamietac o tym, jak wazne jest wielotorowe dziatanie celem pokonania infekcji.

1. Wstep

Pierwsze opisy wskazujace na zmiany chorobowe w obrgbie jamy ustnej przedstawiajace
plesniawki si¢gaja czasow Hipokratesa. Natomiast dopiero w pierwszej potowie XIX wieku
wykazano, ze zmiany te mogg by¢ powodowane przez grzyb nazwany wowczas Oidium albicans.
W 1860 roku zostat opisany przypadek gtebokiej kandydozy, a nazwa Candida albicans powstata
w 1923 roku. Obecnie wiadomo, ze drozdzaki te wchodzg w sktad flory fizjologicznej bton §luzowych
przewodu pokarmowego, moczowo-piciowego, oddechowego oraz skory czlowieka. Badania
pokazuja, ze u okoto 50-70% populacji ludzkiej C. albicans nie wywoluje zadnych objawow
chorobowych. Warunkiem tego stanu jest rOwnowaga na linii patogen-gospodarz, ktdéra moze zostac¢
zaburzona na skutek dlugotrwatego przyjmowania antybiotykéw o szerokim spektrum
przeciwbakteryjnym, radioterapii lub przyjmowania srodkow antykoncepcji hormonalnej. W grupie
ryzyka znajduja si¢ rowniez osoby po zabiegach chirurgicznych, u ktorych doszto do przerwania
ciggtosci tkanek, a takze po innych procedurach medycznych, jak np. cewnikowanie. Wiele
czynnikow fizjologicznych, takich jak cigza, okres noworodkowy, zaburzenia endokrynologiczne
oraz cukrzyca, sprzyja rozwojowi infekcji. Udowodniono takze, ze dieta bogata w weglowodany
stwarza warunki dogodne do rozrostu patogenu w organizmie gospodarza. Osoby w podesztym wieku
sg szczegblnie narazone na rozwoj infekceji tego typu. Czynnikiem, ktéry ma tutaj znaczenie jest tak
zwana wielochorobowo$¢ — wystepowanie wielu chordéb oraz przyjmowanie w zwiazku z tym
roznego rodzaju lekow, co ma negatywny wplyw na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego.
Z tych wszystkich powodéw drozdzaki z rodzaju Candida sa patogenami oportunistycznymi, za§ sam
rozwdj infekeji moze by¢ zapoczatkowany przez wiele czynnikow (Jopkiewicz 2017; Staniszewska
i in. 2014).

2. Opis zagadnienia

2.1 Chorobotworczos¢ Candida albicans

Drozdzaki Candida sg przyczyng wigkszo$ci kandydoz i stanowig jeden z patogendéw
najczesciej wykrywanych w probkach krwi pacjentéw. Jako chorobotworcze dla cztowieka opisano
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pigtnascie gatunkow tego rodzaju grzyba. Infekcja przenosi si¢ miedzy pacjentami zazwyczaj droga
kropelkowa. Obserwacje prowadzone na przestrzeni ostatnich lat wykazaty, ze coraz wigcej réznych
gatunkow Candida pojawia si¢ w mikroflorze jelitowej, jamy ustnej, czy tez pochwy. Sg to na
przyktad Candida tropicalis czy Candida krusei, ale najczgséciej wymieniany jest C. albicans (czynnik
etiologiczny w 50 — 70% przypadkéow). Jednoczesna konsekwencja wzrostu naturalnego
wystepowania grzybow Candida w organizmie cztowieka jest ich przyczynianie si¢ do powstawania
kandydoz.

Drozdzyce mozna podzieli¢ na dwie grupy, ze wzgledu na lokalizacj¢ wystepowania.
Pierwsza z nich stanowig kandydozy powierzchniowe. Zlokalizowane sa na zewngtrznej stronie
owlosionej i nieowlosionej skory, btonach sluzowych (jama ustna, gardlo), paznokciach. Drugim
rodzajem sa kandydozy uktadowe, wywotujace szereg reakcji ogdlnoustrojowych i obejmujgce wiele
narzadow wewnetrznych. W cigzkich przypadkach moze dochodzi¢ do kandydozy uogoélnionej, co
prowadzi nawet do rozwoju posocznicy (sepsy).

Kandydoza pochwy jest rezultatem dziatania przede wszystkim C. albicans, bowiem w az
ponad 85% wskazywany jest jako patogen odpowiedzialny za zakazenie. Chorobie towarzyszy
nienaturalna, biata wydzielina o serowatej konsystencji i nieprzyjemnym zapachu oraz $wiad
i pieczenie pochwy. Pacjentki uskarzajg si¢ takze na bdl podczas oddawania moczu, ich okolice
intymne sg zaczerwienione, czemu moze towarzyszy¢ obrzgk. Badania wykazaty, ze dolegliwos¢ ta
moze dotyczy¢ okoto 25% kobiet w wieku rozrodczym, a u ponad potowy wszystkich kobiet
kandydoza pochwy wystapita przynajmniej raz w zyciu.

Szczegblnym rodzajem drozdzycy wywotywanej przez C. albicans jest kandydoza jamy
ustnej 1 gardta. U chorych obserwuje si¢ pojawienie miejscowych zaczerwienien z plytkami
0 biatawym zabarwieniu w okolicach btony §luzowej jezyka i gardta, a choroba moze przybieraé
r6zng postaé. Najczestsza z nich jest kandydoza rzekomobtoniasta (zwana rowniez wysigkowa), ale
opisano takze przewlekle i ostre zanikowe zapalenie jamy ustnej, zapalenie kacikow ust. Ten rodzaj
kandydozy moze by¢ wczesnym objawem choroby AIDS, bowiem pacjenci z zespolem nabytego
niedoboru odpornos$ci sa w grupie chorych szczegolnie zagrozonych.

Zakazenie przetyku spowodowane przez C. albicans tatwo rozpoznac, dzigki wystepujacym
na blonie Sluzowej zaczerwienieniom z bialo-zéttawymi plytkami w $rodkowej i dolnej czesci
przetyku. Nasilenie zmian patologicznych wystepujacych w drozdzycy przetyku opisano doktadniej
w klasyfikacji Kodsiego na podstawie badan endoskopowych. W niektorych przypadkach zdarza sig,
ze u zakazonych wystepuja miejscowe owrzodzenia (kandydoza trzeciego i czwartego stopnia).
Kandydoza przelyku moze by¢ niekiedy rezultatem rozprzestrzeniania si¢ drozdzycy jamy ustne;j.
Chorzy zglaszaja utrudnione przetykanie pokarmu oraz uczucie bolu podczas przetykania, czgsto
obserwuje si¢ u nich podwyzszong temperature ciata. Podobnie, jak w przypadku zakazenia jamy
ustnej, kandydoza przelyku moze by¢ pierwszym sygnatem postgpujacej choroby AIDS.

Kandydoza zotadka i jelit dotyczy zazwyczaj pacjentow z nowotworami. U pacjentow
obserwuje si¢ przede wszystkim owrzodzenia. Znacznie rzadziej odnotowano biatawe ptytki, czy
powierzchowne nadzerki, a w obrgbie dwunastnicy pogrubienie faldow blony S$luzowej.
W wigkszosci przypadkoéw powstaja w miejscach zmian patologicznych powstatych przed samym
zakazeniem, maja wigc charakter wtorny. Pacjenci uskarzaja si¢ na dolegliwosci, takie jak wymioty
i biegunka, wzdecia i bole w okolicach brzucha (Paczkowska i in. 2010; Rogalski 2010).

2.2 Czynniki wirulencji Candida albicans
Adhezja

Jednym z kluczowych etapdéw rozwoju drozdzyc jest adhezja komorek C.albicans do
komoérek nabtonkowych. Proces ten rozpoczyna inwazje komodrek w giab tkanki, ktéra podlega
zakazeniu. W poczatkowej fazie adhezji istotng role odgrywajg sity van der Waalsa, wigzania
wodorowe, napigcie powierzchniowe oraz oddzialywania elektrostatyczne. Biatkiem, ktore
bezposrednio przyczynia si¢ do przylegania drozdzaka do komorki gospodarza jest adhezyna.
W swojej budowie zawiera ona peptyd sygnatowy zlokalizowany w N-koncowej czgéci czasteczki,
a takze region C-koncowy , wiazacy kotwiczacy w btonie modut GPI (glikozylofosfatydyloinozytol).
N-koncowy odcinek dojrzatego biatka, eksponowany do srodowiska zewnatrzkomoérkowego,
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odpowiada za kontaktowanie si¢ z powierzchnig komorki gospodarza. W tym regionie zachodzi
modyfikacja poprzez glikozylacje.

Do tej pory ustalono, ze na proces adhezji ma wptyw wiele czynnikéw srodowiskowych,
wérod ktorych mozna wymieni¢ migdzy innymi: temperature, pH, rodzaj komoérek gospodarza,
stezenie cukrow, ilo$¢ zelaza oraz dwutlenku wegla. Hydrofobowo$¢ grzyba oraz jego tadunek
powierzchniowy rowniez jest istotny przy oddzialywaniu na linii adhezyna - receptor. Mannan jest
jednym ze sktadowych $ciany komorkowej C. albicans, natomiast istnieja doniesienia moéwiace
0 tym, ze za adhezj¢ do komorki gospodarza odpowiadaja takze modyfikowane przez mannozylacje
biatka. Badania dowodza, ze zahamowanie procesu mannozylacji wptywa na wzrost hydrofobowosci,
a co za tym idzie wzrasta rowniez zdolnos$¢ adhezji komorek Candida spp. do tkanek gospodarza.
Udowodniono takze, ze odwrdcenie tego procesu - zwigkszona mannozylacja biatek znaczaco
zmniejsza adhezj¢ drozdzaka do tkanek nabtonkowych oraz do plastikowych narz¢dzi medycznych.

Niektore gatunki Candida spp. wchodzg w miedzygatunkowe interakcje, ktore utatwiajg ich
bytowanie w mikroflorze bakteryjnej. Bakterie, takie jak Streptococcus spp., Fusobacterium spp.,
Staphylococcus spp. i Actinomyces spp. tworza z drozdzakami Candida wielogatunkowy biofilm,
ktérego ztozono$¢ moze by¢ dodatkowym czynnikiem utrudniajacym leczenie.

Pleomorfizm

Jedng z cech charakterystycznych C. albicans jest zdolno$¢ do wystepowania w postaci
czterech réznych form morfologicznych: blastokonidiow (komoérek paczkujacych), pseudostrzepek
(tancuchow wydtuzonych komorek), postaci kietkujacej (germtube) , a takze strzgpek prawdziwych
(nitkowate struktury bez widocznej granicy migdzy komoérkami). Zjawisko zmiennos$ci
morfologicznej nazwane zostalo pleomorfizmem. Kazdy ze wszystkich przedstawionych rodzajow
morfologicznych pelni inng rolg w procesie ustanawiania i pdzniejszego rozwoju infekcji.
Blastokonidia sg zwiazane z wczesng fazg zakazenia — dzigki nim dochodzi do kolonizacji tkanek
gospodarza. Wprowadzone bezposrednio do krwiobiegu, ze wzgledu na swdj niewielki rozmiar, sg
efektywnie rozsiewane, co daje poczatek wielu infekcjom uktadowym. Natomiast aktywna penetracja
w glab tkanek zalezna jest od wydtuzajacych si¢ strzgpek grzybni. Dosy¢ diugie strzepki prawdziwe
nie sg sprawnie rozprowadzane z pradem krwi, ponadto udowodniono, ze formy nitkowate silniej
przylegaja do komoérek nablonka jamy ustnej niz blastokonidia. Specyficzno§¢ szczepowa,
morfogeneza, a takze wiele czynnikow S$rodowiskowych ma istotny wplyw na zawarto§¢
weglowodanéw w $cianie komorkowej grzyba. Dowiedziono, ze strzepki charakteryzuja sig
kilkukrotnie wyzsza zawarto§cia mannozy w $cianie komorkowej w poréwnaniu do blastokonidiow.
Zas wsrod czynnikow, ktore indukuja powstawanie strzepek wyrdzniamy: niskie stezenie tlenu,
temperatura powyzej 35°C, pH ponizej 6,5, a w warunkach laboratoryjnych podtoza wzrostowe dla
drozdzy zawierajace proling, alkohol i surowicg (podtoza YEPD, Sabouraud).

Proteazy aspartylowe

Drozdzaki Candida wytwarzaja szereg enzymow hydrolitycznych, ktore pelnig istotna role
w patogenezie. Ich dzialanie umozliwia i ulatwia adhezj¢ komoérek grzyba do powierzchni tkanek.
Dzigki hydrolizowaniu wigzan peptydowych jest mozliwa takze dalsza kolonizacja bton $luzowych
oraz ich glebsza penetracja. Wreszcie, dziecki nim degradacja komdrek odporno$ciowych oraz
przeciwcial ulatwia rozprzestrzenianie si¢ zakazenia. Wérdd enzymodw, ktore biorg udzial w tych
procesach wyrdzniamy: lipazy, fosfolipazy oraz proteazy aspartylowe (Sap) — i to one zastuguja na
najwicksza uwage. Pelnia one istotng rolg w tworzeniu strzgpek prawdziwych, zmiennoS$ci
fenotypowej oraz adhezji. Istnieje kilka rodzajow Sap, sa one kodowane przez rodzing 10 genoéw
(SAP1-10). Poszczegodlne izoenzymy réznig si¢ migdzy sobg budowa, preferencjami substratowymi,
fadunkiem elektrostatycznym oraz optimum pH. Dane literaturowe donosza, ze hydrolityczne
dziatanie proteaz aspartylowych jest kolejnym czynnikiem utatwiajacym rozprzestrzenianie si¢ oraz
rozwoj infekcji. Warto zaznaczy¢ fakt, ze poszczegdlne proteazy Sap pelnig inng rolg, ktora jest
zalezna od rodzaju, a takze miejsca infekcji. [zoenzymy kodowane przez geny SAP1-3 biora udziat
w zakazeniach powierzchniowych objawiajacych si¢ jako kandydoza jamy ustnej lub pochwy. Sama
za$ ekspresja gendéw zachodzi glownie w blastokonidiach. lzoenzymy Sap4-6 biorg udziat
w zakazeniach systemowych, a takze degraduja przeciwciata uktadu odporno$ciowego, co prowadzi
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do uniknigcia odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Dzigki temu infekcja moze przez dtuzszy
czas rozwijac si¢ niezauwazona, a jej pdzniejsze wykrycie nastrecza wigkszych trudnosci w leczeniu.
Rola izoenzyméw Sap7 i Sap8 nie zostala jeszcze jednoznacznie okreslona, natomiast wstepne
badania pokazuja duzy wklad obu izoenzymow w zakazeniach krwi. Ponadto, Sap8 prawdopodobnie
bierze udzial w tworzeniu biofilméw. Izoenzymy Sap9 oraz Sapl0 zlokalizowane sa w btonie lub
W $cianie komorkowej grzyba za pomoca kotwicy GPI. Sg one $ci§le zwigzane z utrzymaniem
integralnos$ci btony i $ciany komérkowej. Ponadto, sa istotne dla podzialow komoérkowych i biorg
udziat w adhezji (Staniszewska i in. 2012; Petkowicz i in. 2006).

2.3 Leczenie kandydoz powierzchniowych oraz uktadowych

Infekcje powodowane poprzez rozrost grzybni C. albicans sg szeroko rozpowszechnione
i stanowig powazny problem w medycynie. Pomimo tego faktu, istnieje niewielka ilo$¢ terapeutykow,
ktore charakteryzuja si¢ wysoka skutecznoscia w walce z tymi drozdzakami. Ws$rdéd nich
wyrozniamy: antybiotyki polienowe (w tym amfoterycyna B oraz nystatyna), azole (ketokonazol,
flukonazol, rawukonazol), fluorowe pochodne pirymidyny (flucytozyna) oraz echinokandyny
(kaspofungina). Najstarszymi i jednocze$nie najczesciej stosowanymi lekami sg antybiotyki
polienowe. Nystatyna ma szerokie spektrum dziatania, natomiast jest nierozpuszczalna w wodzie.
Wobec tego jest stosowana jako miejscowy lek przeciw grzybicom powierzchniowym wystepujacym
na skorze oraz w obrgbie blony $luzowej przewodu pokarmowego. Amfoterycyna B (AMB) jest
czestym lekiem z wyboru w przypadku kandydoz uktadowych. Charakteryzuje si¢ szerokim spektrum
dzialania, wysokim stopniem rozprzestrzeniania w tkankach. Wykazuje si¢ wysoka
cytotoksycznoscia, a jej okres pottrwania jest dosy¢ diugi (ok. 20-24h). Ten antymikotyk zaburza
integralnos¢ btony, co skutkuje ucieczky sktadnikow komorkowych na zewnatrz. Dzieje si¢ tak,
poniewaz amfoterycyna B taczy si¢ z ergosterolem blony komorkowej grzyba. Z tego powodu lek
ten wykazuje wysoka toksyczno$é, poniewaz tgczy si¢ ze sterolami w blonach rowniez innych
komorek, powodujac $mier¢ czesci tkanek zdrowych. Prowadzi to do powstania szeregu dziatan
niepozadanych — u czgéci pacjentéw po wykonaniu wlewu obserwuje si¢ spadek ci$nienia tgtniczego
krwi, dreszcze, goraczke, a takze dusznosci. Powaznym skutkiem ubocznym jest uposledzenie
czynnosci nerek, ktore objawia si¢ po dluzszym stosowaniu amfoterycyny u niemalze wszystkich
chorych. Moga takze pojawi¢ si¢ zaburzenia metaboliczne na skutek uszkodzenia watroby oraz
gleboka hipokaliemia i hipomagnezemia. Z tych powodow trwaja prace badawcze nad stworzeniem
alternatywnej formy amfoterycyny B, ktora bedzie charakteryzowata si¢ nizsza cytotoksycznoscig.
Obecnie wprowadzono do leczenia preparat lipidowy AMB. Z uwagi na to, ze dziata on podobnie jak
preparat konwencjonalny, mozna stosowa¢ go w wigkszych dawkach lub przez dtuzszy czas, nie
wywoltujac przy tym dziatan niepozadanych, takich jak uszkodzenie nerek. Do lipidowych form
amfoterycyny B zaliczamy preparat AmBisome, Amphocil - kompleks z siarczanem cholesterylu,
wystepujacy w postaci zawiesiny koloidalnej oraz Abelcet bedacy kompleksem lipidowym. Sposrod
wymienionych  typow  amfoterycyny najmniej dzialan  niepozadanych  zwigzanych
z nefrotoksycznos$cia, a takze infuzjg leku przejawia forma liposomalna. W latach 80 XX w.
wprowadzono azole jako kolejng metode walki z kandydozami powierzchniowymi i uktadowymi.
Wykazuja si¢ mniejsza toksycznoscia niz AMB oraz maja dzialanie grzybostatyczne w stosunku do
Candida spp. Mechanizm ich dzialania opiera si¢ na hamowaniu syntezy ergosterolu w blonie
komorkowej grzybow. Na skutek tego, dochodzi do gromadzenia si¢ wewnatrz komorki prekursorow
ergosterolu i w koncu uszkodzenia struktury i funkcji blony. Flukonazol jest jednym z najczesciej
stosowanych preparatow z tej grupy. Istnieja dwie drogi jego przyjmowania: pozajelitowa oraz
doustna. Dziatania niepozadane wystepuja stosunkowo rzadko, natomiast jednym z powtarzajgcych
si¢ probleméw s3 zaburzenia ze strony ukladu pokarmowego, wynikajace z drogi podania
terapeutyku. Moze by¢ takze obserwowany przejSciowy stan podwyzszonego st¢zenia enzymow
watrobowych. Flukonazol jest bardzo czesto stosowany jako lek w profilaktyce zakazen C. albicans
u 0s6b chorych z neutropenig i poddawanych immunosupresji. Echinokandyny sg kolejng grupa
lekéw stosowanych w walce z drozdzakami Candida spp. Skutki uboczne obserwuje sie niezwykle
rzadko, a wérod dziatan niepozadanych mozna wymienic¢: bole glowy, wymioty, nudnosci, wysypke,
goraczke, zapalenie zyt, hemolize, wyrzut histaminy oraz toksyczno§¢ wzgledem watroby.
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Kaspofungina jest nowym przedstawicielem tej grupy lekéw, a jej mechanizm dziatania polega na
hamowaniu syntezy -D-glukanu znajdujacego si¢ w Scianie komdrkowej grzyba. Skutkuje to utrata
integralnosci komoérkowej, co prowadzi do lizy. Kaspofungina podawana jest wylacznie w postaci
dozylnej, poniewaz nie wchtania si¢ z przewodu pokarmowego. Dziatania niepozadane moga w tym
przypadku objawia¢ si¢ jako zapalenie zyl, goraczka oraz bole glowy. W zwigzku z tym, ze Zle
penetruje do tkanek i ptynu mézgowo-rdzeniowego, nie jest dobrym lekiem przeciw drozdzycom
glebokim, w tym obejmujgcych osrodkowy uktad nerwowy (OUN). Chetnie jest stosowana przy
leczeniu infekcji u 0so6b, ktére wymagaja podawania lekow immunosupresyjnych po przeszczepie
narzadow, poniewaz kaspofungina nie wchodzi w interakcje z lekami metabolizowanymi przez
watrobowy cytochrom P450. Flucytozyna, nalezaca do fluorowych pochodnych pirymidyny, jest
lekiem, ktory ze wzgledu na waskie spektrum dziatania oraz fakt, ze wiele szczepow nabywa wobec
niego opornos¢, nie jest tak chetnie wybierany w profilaktyce lub leczeniu (Staniszewska i in. 2014;
Paczkowska i in. 2010; Bilinski i in. 2008).

3. Podsumowanie

Drozdzak C. albicans jest oportunistycznym patogenem, ktory w ostatnich latach coraz
czgsciej jest powodem wielu infekceji. Pomimo intensywnych badan nad mechanizmami powstawania
zakazen, kandydozy sa nadal powaznym problemem w medycynie. Candida wytwarza wiele
czynnikow wirulencji, ktoére pozwalaja na sprawng i efektywna kolonizacje, penetracje¢ tkanek oraz
rozprzestrzenianie si¢ w organizmie gospodarza, powodujac rozwoj zakazenia, ktore poczatkowo ma
niewielkie rozmiary. Kolejnym problemem, ktory powstaje w zwiazku z infekcjami jest zwigkszona
oporno$¢ szczepOw na stosowane antymikotyki. Natomiast leczenie infekcji Candida mozna
prowadzi¢ wieloma sposobami, szczegdlnie u chorych z uposledzeniem odpornosci — stosuje si¢
woweczas leczenie profilaktyczne, empiryczne, wyprzedzajace oraz celowane. Rodzaj stosowanej
terapii uzalezniony jest od stanu zdrowia chorego, rodzaju patogenu oraz rozlegtosci zmian
zapalnych. Leczenie profilaktyczne stosuje si¢ w przypadku chorych z grupy najwyzszego ryzyka,
aby zminimalizowaé ryzyko zachorowania, a tym samym pogorszenia stanu zdrowia. Terapia
empiryczna wybierana jest u chorych z neutropenig w stanie podwyzszonej goraczki, pomimo
stosowania antybiotykow o szerokim spektrum dziatania. Stosuje si¢ ja nawet pomimo braku obrazu
klinicznego jednoznacznie wskazujagcego na kandydoze. Terapia celowana stosowana jest
w przypadku potwierdzenia, za pomoca badan dodatkowych, zakazenia grzybiczego. Wszystkie te
strategie daja zwigkszong szans¢ na powodzenie w walce z rozwijajaca si¢ infekcja. Trwajace badania
nad wirulencja oraz patogenezg Candida spp. daja nadzieje na znalezienie w przysztosci leku, ktory
bedzie precyzyjniej skierowany przeciw konkretnym czynnikom zjadliwosci. Dodatkowo, nowo
nabyta wiedza da szans¢ na opracowanie preparatu, ktory nie bedzie powodowat wielu skutkow
ubocznych niekorzystnie dziatajacych na ostabiony innymi chorobami organizm.
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Streszczenie

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs - antimicrobial peptides) to czasteczki, ktore
w ostatnich latach zyskaty na popularnosci. W dobie powszechnej antybiotykoterapii mamy coraz
czesciej do czynienia ze szczepami opornymi na tradycyjne strategie terapeutyczne. Wiele badan
wskazuje, ze istniejg zwigzki, ktére mogg sta¢ si¢ wzorcami do opracowania nowego typu czasteczek,
z mysla o zastgpieniu stosowanych do tej pory preparatow. Naukowcy badajg dziatanie
przeciwdrobnoustrojowych peptydéow kationowych, ktore charakteryzuja si¢ selektywnoscig
w stosunku do komorek bakteryjnych, a takze sg w stanie uszkadza¢ komoérki rosnace w formie
biofilmu prowadzac do ich $mierci. AMPs dziatajg bakteriobdjczo, zardowno wobec bakterii Gram-
ujemnych, jak i Gram-dodatnich oraz grzybobojczo. Wykazujg dziatanie antywirusowe, a takze
neutralizujace toksyny. Charakteryzuja si¢ szerokim spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j,
a u czlowieka stanowig pierwsza lini¢ obrony jako efektory odpornosci nieswoistej. Wykazuja
dziatanie synergistyczne, chronig naturalng mikroflorg przed patogenami oraz pasozytami. Wykazano
rowniez ich aktywno$¢ chemotaktyczng wobec limfocytow T oraz neutrofili. Indukuja procesy
angiogenezy i gojenia ran (Witkowska i in. 2008).

1. Wstep

AMPs zostaly odkryte i po raz pierwszy opisane w latach 80 ubiegtego stulecia u zranionych
ptazdéw — zab oraz ropuch. Po uszkodzeniu ich skéry dochodzito do wydzielania substancji, ktore
zabijaly drobnoustroje. Nazwano je magaininami, a opisany wowczas mechanizm ich dziatania
polegal na przylaczeniu si¢ do komoérek drobnoustrojéw, co prowadzito do uszkadzania ich blon
komoérkowych. Dalsze badania wykazaty funkcjonalne pokrewienistwo pomiedzy magaininami
a substancjami wykrytymi u innych gatunkéw, m.in. defensynami ssakow, tioninami ro$lin,
tachyplezynami skrzyptoczy i cekropinami ciem. Tego typu czasteczki opisano u bakterii, ro$lin,
bezkregowcow, kregowcow, a wérdd nich u cztowieka. Umocnito to hipoteze o tym, ze peptydy
kationowe stanowig element najstarszych mechanizméw obronnych przedstawicieli Prokaryota
i Eukaryota (Wiechuta i in. 2006). Obecnie poznano sekwencje 3180 peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych, a informacje na temat aktualnej liczby poznanych peptydéw znajduja si¢
na stronie aps.unmc.edu/AP/. Klasyfikacja peptydéw jest niezwykle trudna ze wzgledu na
zréznicowanie sekwencji i struktury czasteczki. Ich wspolne cechy to: niewielkie rozmiary, fadunek
dodatni oraz amfipatycznos¢. Czasteczki peptydow zazwyczaj zawieraja 2-9 tadunkow dodatnich.
Za dodatni fadunek peptydu odpowiada duza zawarto§¢ aminokwasow zasadowych (lizyna, arginina,
histydyna) oraz brak lub niewielka ilo§¢ aminokwasow o charakterze kwasowym (kwas asparaginowy
lub kwas glutaminowy). Wsrdéd peptydow przeciwdrobnoustrojowych sg tez czasteczki o charakterze
anionowym. Do rodziny peptydow przeciwdrobnoustrojowych zaliczono peptydy, ktore w swojej
czasteczce zawierajg 12-50 aminokwasow i maja mas¢ czasteczkowa 3-10kDa. Do AMPs zaliczane
sg rowniez czasteczki, ktorych masa przekracza 20kDa (np. attacyny owadow).
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Opis zagadnienia

Klasyfikacja peptydow przeciwdrobnoustrojowych
Ze wzgledu na réznorodno$¢ budowy czasteczek peptydow, ich klasyfikacja jest niezwykle

trudna, natomiast najcz¢sciej cytowana w literaturze jest ta przedstawiona przez Brodgena (Brodgen,
2005), ktory zaproponowat podziat peptydéw na pi¢é podgrup:

A.

Liniowe kationowe peptydy o-helikalne: zbudowane zazwyczaj z mniej niz 40 reszt
aminokwasowych. Silnie oddzialuja na bakterie Gram-ujemne oraz Gram-dodatnie.
W s$rodowisku wodnym ich czasteczki wykazuja nieuporzadkowanie, zas w obecnosci
liposoméw lub bton zbudowanych z fosfolipidow uzyskujg strukture a-helisy.

Peptydy anionowe, bogate w kwas asparaginowy i glutaminowy. Wystepuja w stezeniach
milimolowych np. m.in. w surfaktancie plucnym u ssakow.

Peptydy kationowe o duzej zawartosci jednego z aminokwasoéw. Wsrod nich wyrdznia sig
peptydy o duzej zawarto$ci proliny (40—57 % peptydu), argininy (13—33 % peptydu),
fenyloalaniny (19 % peptydu), glicyny oraz tryptofanu. Niektore z tych peptydow moga mieé
strukture a-helisy.

Peptydy anionowe i kationowe zawierajace reszty cysteinowe, o strukturze stabilizowanej
mostkami dwusiarczkowymi. Najwicksza grupa AMPs, w ktorej czasteczki peptydow
stabilizowane sg mostkami S-S. W czasteczce peptydu moze wystepowac 1-3 lub wigcej
mostkow S-S. Moga tworzy¢ struktury B oraz a-helisy.

Peptydy anionowe i kationowe begdace fragmentami wigkszych biatek (Janiszewska 2014;
Wiechuta i in. 2006).

Przyktady peptydoéw przeciwdrobnoustrojowych

Cekropiny — naleza do a-helikalnych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych wystepujacych
glownie u owadow. Pierwszy raz opisano je u ¢my Hyalophora cecropia. Zbudowane sg
2 29-42 aminokwas6éw, ale nie zawieraja metioniny oraz cysteiny. W obecnosci
fosfolipidow, trifluoroetanolu, lipidu A i dodecylosiarczanu sodu przybieraja wlasciwa im
konformacje¢ zbudowang z dwoch a-helis potaczonych ruchomym zawiasem. Wykazuja
aktywno$¢ glownie wobec bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Znanych jest
kilka grup cekropin: A, B, D, E oraz P1 r6znigce si¢ sekwencja aminokwasow. Ich wspolng
cechg jest obecno$¢ tryptofanu na pierwszym lub drugim miejscu w N-koncowej cze$ci
czasteczki, a takze grupy amidowej na C-koncu. Cekropiny dziataja cytolitycznie
w stosunku do niektorych linii komérek nowotworowych — te nalezace do grupy cekropin A
i B wykazuja toksycznos¢ wobec komorek raka pecherza moczowego.

Defensyny — rodzina matych (3-5kDa) peptydow kationowych, ktére w swojej strukturze
zawieraja 29-42 aminokwaséw. W sekwencji maja 6 reszt cysteinowych zwiazanych
mostkami dwusiarczkowymi. Wykazuja silne dziatanie przeciw bakteriom, grzybom, a takze
wirusom oslonkowym. Sg istotnym elementem pierwszej linii obrony przeciwzakaznej
u ssakéw oraz wielu innych organizméw. Wsrdd nich wyrdzniamy 5 grup: defensyny
kregowcow, np. defensyny ssakow: a-, B-, 6-, a takze defensyny bezkregowcow i roélin.
U czlowieka wystepuje kilka réznych defensyn, ktdre w zaleznosci od sekwencji i struktury
czasteczki zaliczamy do jednej z dwoch grup: a-, B-. Ludzkie defensyny o maja mostki
dwusiarczkowe znajdujgce sie pomiedzy cysteinami w pozycjach 116,214 oraz 3i 5. Do
tej grupy zaliczamy HNP-1,2,3,4 (human neutrophil peptides), ktore wytwarzane sa
w komoérkach neutrofili, oraz defensyny HD-5,6 (human defensins) wytwarzane
w komorkach nabtonkowych drog rozrodczych kobiet oraz komorkach Paneth’a w jelicie
cienkim. Sg syntetyzowane konstytutywnie i magazynowane. W defensynach 3 cztowieka,
mostki dwusiarczkowe formujg si¢ pomiedzy cysteinami w pozycjach 1-5, 2—4 i 3-6.
Charakteryzuje je wigksza roznorodno$¢ miejsca wytwarzania.

HBD-1 (human beta-defensin) syntetyzowana jest w komoérkach nablonkowych drog
moczowych, tozyska, ptuc, nerkach, trzustce, tchawicy oraz w prostacie. HBD-2 wytwarzane
sa w komorkach nabtonkowych drég moczowo-piciowych, pluc oraz skory. HBD-3
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produkowana jest w komodrkach nabtonkowych nosa, trzustki, oskrzeli i migdatkow. HBD-
4 powstaje w jadrach, nerkach, macicy i zotadku. Ten typ defensyn jest wytwarzany po
indukcji przez np. LPS lub cytokiny (INF-y, TNF, IL-1p).

Defensyny 0 wytwarzane sg przez monocyty oraz leukocyty niektérych matp, natomiast gen,
ktoéry koduje ich wytwarzanie odkryto takze u czlowieka. W jego sekwencji znajduje si¢
jednak przedwczesny kodon ,,stop” co w konsekwencji powoduje zahamowanie procesu
translacji

(Mizerska-Dudka i in. 2011).

Dermicydyna — nalezy do peptydow anionowych. Wystepuje w gruczotach potowych
uczlowicka w stezeniach milimolarnych. Podczas wytwarzania  potu prekursor
dermicydyny jest w nim rozpuszczany, natomiast jego pozniejsza obrobka proteolityczna
prowadzi do powstania dojrzalego peptydu o dlugosci 47 aminokwaséow. Wydzielana na
powierzchni¢ skory dziata bakteriobdjczo, a takze grzybobdjczo — glownie w kierunku
drozdzaka Candida albicans.

Laktoferycyna — jest to peptyd powstajacy w wyniku obrobki proteolitycznej laktoferyny,
glikoproteiny o masie 80 kDa, ktora wiaze czasteczki Fe*. Z tego wzgledu laktoferycyna
zaliczana jest do grupy AMPs, ktére sa fragmentami wigkszych biatek. Powstaje np.
w zotadku na skutek hydrolizy laktoferyny przez kwasna peptydaze (pepsyne).
Laktoferycyna jest obecha w duzych ilosciach w neutrofilach, §linie, mleku, tzach, a takze
w wydzielinie §luzowo-surowiczej okr¢znicy. Ludzka laktoferycyna zbudowana jest z 49
aminokwasow, a jej strukture stabilizujg dwa mostki dwusiarczkowe. Petni bardzo wazna
role w odpornosci wrodzonej bedac jednym ze sktadowych pierwszej linii obrony przeciwko
patogenom wnikajgcym do wnetrza organizmu przez blony sluzowe. Badania wykazaty, ze
laktoferycyna B, bedaca pochodna laktoferyny bydlecej, ma dziatanie przeciwnowotworowe
wobec wielu rodzajow nowotworow, miedzy innymi skutecznie dziata w walce z biataczka.
Abecyna (ang. abaecin) — przedstawiciel rodziny peptydow z dominujaca liczbg okreslonego
aminokwasu. Abecyna wystepuje w hemolimfie pszcz6t i jest bogata w proline.

Mechanizmy dziatania peptydow przeciwdrobnoustrojowych

Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie peptydow kationowych mozliwe jest dzieki

oddzialywaniu elektrostatycznemu zachodzacemu migdzy dodatnio naladowanymi peptydami,
aujemnie naladowanymi btonami komoérek mikroorganizméw. Przytaczenie AMPs do kwasow
tejchojowych i peptydoglikanu w przypadku bakterii Gram-dodatnich lub lipopolisacharydu
w przypadku Gram-ujemnych, skutkuje wytworzeniem porow, dezintegracja oston komorkowych,
a w konsekwencji $miercig komorek bakteryjnych.

Wséréd mechanizmow oddziatywania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych z blonami

wyr6zni¢ mozna cztery podstawowe rodzaje:

A

Mechanizm ,klepek beczki” (barrel stave), w ktorym a-helikalne czasteczki peptydéw
gromadza si¢ w blonie w kierunku prostopadtym do dwuwarstwy biatkowo-lipidowej.
AMPs uktadaja si¢ w wiazki, przypominajac beczke zbudowana z klepek i tworza w ten
sposob kanaty, w ktorych hydrofobowe czesci helisy przylegaja do lipidow blonowych,
aregiony hydrofilowe skierowane sa w strone $wiatla kanatu. Na skutek utworzenia
transmembranowych kanatéw dochodzi do zaburzenia homeostazy komorki bakteryjnej
i wycieku zawartosci komorki do otoczenia.

Mechanizm ,,dywanowy” (carpet mechanism). W tym przypadku peptydy nie przenikajg
przez btong, lecz kumulujg si¢ rownolegle do jej ptaszczyzny. AMPs ukladajg si¢ na
membranie wykorzystujac oddzialywania elektrostatyczne, dzigki czemu powstaje dywan
pokrywajacy jej powierzchnig. Po osiggnieciu wystarczajagco duzego stgzenia, peptydy
doprowadzaja do zniszczenia struktury blony przez rozrywanie wigzan lipidowych.
W rezultacie z pozostalosci dwuwarstwy tworza si¢ micele (dzialanie podobne, jak
W przypadku detergentow) i zawarto$¢ komorki wylewa si¢ na zewnatrz.

Mechanizm ,,pier§cieniowy” (toroidal pore model), zwany jest tez mechanizmem ,,kanatow
toroidalnych”. Peptydy kationowe ustawiajg si¢ prostopadle do plaszczyzny blony
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i przenikajg ja, tworzac w blonie komorki bakteryjnej kanaty, co przypomina model klepek
beczki. Jednak, zamiast $cisle ustawia¢ si¢ réwnolegle do czasteczek fosfolipidowych,
AMPs powoduja zagigcie jednej z warstw do wewnatrz. Dzieje si¢ tak dzigki
amfipatycznosci czasteczki peptydu - hydrofobowa czes¢ peptydu oddziatuje z ogonami,
hydrofilowa za$ z gtowami fosfolipidow. Powstala szczelina utworzona jest zar6wno przez
czasteczki peptydu, jak i glowy lipidowe.

D. Mechanizm ,,nieuporzadkowanych kanatow pierscieniowych” (disordered toroidal pore
model) lub ,nieuporzadkowanych kanalow toroidalnych”, to sposob utozenia w blonie
peptydow przeciwdrobnoustrojowych podobny do pierscieniowego. Rdznica polega na tym,
ze zamiast prostopadtego ustawienia agregatow peptydow w membranie komorkowej,
mamy do czynienia z ustawieniem czasteczek peptydow pod roznym katem. Fosfolipidowe
glowy dwuwarstwy skierowane sg ku $wiathu szczeliny, a konsekwencja powstania porow
jest ostatecznie $Smier¢ komorki.

Destrukcyjne mozliwosci AMPs obejmuja jednak nie tylko niszczenie oston komérkowych
i tworzenie kanatléw transmembranowych. Kiedy peptydy przeciwdrobnoustrojowe znajda si¢ we
wnetrzu komorki, sg w stanie sprawnie zaburzaé jej prawidlowe funkcjonowanie. Hamujg synteze
biatek, kwasow nukleinowych, czy tez sktadnikow $Sciany komorkowej. Wszystkie te mechanizmy
majg na celu zaburzenie homeostazy i doprowadzenie do $mierci patogenu (Janiszewska 2014,
Zylowska i in. 2011, Mizerska-Dudka i in. 2011).

2.4 Wykorzystanie peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w profilaktyce, terapii oraz przemysle

Wiele poznanych do tej pory drobnoustrojow wyksztalcito  szereg mechanizmow
obronnych, ktére pozwalajg na unikni¢cie ataku. Odkryto jednak, ze proces nabywania opornosci
drobnoustrojéow wobec AMPs jest niezwykle powolny. Zmiany w obrgbie oddzialywan na linii
patogen-peptyd znajduja si¢ po obu stronach. Poréwnujac czas ekspozycji drobnoustrojow na peptydy
odpornosciowe, ktory mozna liczy¢ od poczatku powstania organizmow wytwarzajacych AMPs, do
czasu intensywnego oddzialywania z antybiotykami (okoto 80 lat), a takze biorac pod uwage czgstos¢
tych interakcji, mozna stwierdzi¢, ze opornos$¢ patogendw na peptydy odpornosciowe jest stosunkowo
niewielka. Skuteczno$¢ naturalnych peptydow odporno$ciowych zwigzana jest z ich lokalizacja — do
miejsca infekcji przyciagane sa liczne leukocyty, zawierajace szereg peptydow, ktore juz
W pierwszych momentach walki z patogenami moga przeciw nim dziata¢. Wiele bodzcow zakaznych
stymuluje ekspresj¢ peptydow w komorkach nabtonkowych, przeciwdziatajagc tym samym
przeniknigciu patogenow przez barier¢ skory i rozwinigciu zakazenia. Wiele badan podkresla fakt, iz
dozylne podanie peptydow nie byloby wystarczajaco skuteczne, m.in. ze wzgledu na mozliwosé
degradacji proteolitycznej. Zatem wykorzystanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych ogranicza sie
do stworzenia preparatow o dzialaniu miejscowym w postaci masci, kremow lub zeli. Obecnie wiele
zrddel podaje, ze trwaja badania kliniczne nad wykorzystaniem peptydéw odpornosciowych w taki
wlasnie sposob. Znany jest juz preparat o nazwie Pexiganan (Cytolex=MSI-78), ktory zostal
opracowany w oparciu o magaining zaby Xenopus laevis. Ma wysoka skuteczno$¢ w walce
z wielobakteryjnym zakazeniem stopy cukrzycowej. Omiganan (MBI-226) jest preparatem
zawierajacym analog indolicydyny bydlecej. Daje korzystne efekty przy leczeniu zakazen
zwigzanych ze stosowaniem cewnikow. MBI 595AN — wytwarzany takze w oparciu o bydleca
indolicydyne, wykorzystywany jest jako preparat na zakazenia trgdzikowe. Iseganan (IB-367)
produkowany jest na bazie syntetycznej protegryny (peptyd wystepujacy w leukocytach $win) do
wykorzystania w leczeniu przewlektych infekcji ptuc u pacjentdow cierpigcych na mukowiscydozg.
Réwniez w przypadku schorzen obejmujacych sluzéwke jamy ustnej uzyskano obiecujgce rezultaty.
Preparat 0o nazwie P113D opracowany na bazie ludzkiej histatyny wspomaga leczenie kandydozy
rozwijajacej si¢ w jamie ustnej. W ostatnich latach powstata szansa na stworzenie nowoczesnej
metody leczenia. Jest nig terapia genowa z wykorzystaniem peptydow przeciwdrobnoustrojowych.
Polega ona na wprowadzeniu genu ludzkiej beta-defensyny-2 za pomoca wektora retrowirusowego
do hodowli komoérkowej. Hodowla ta jest wyprowadzana z kilku mysich i ludzkich linii
komorkowych a takze komorek pierwotnych (w tym fibroblasty, komorki nabtonka, §linianki,
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komorki T). Dzigki temu uzyskujemy wzrost aktywacji przeciwdrobnoustrojowej. Daje to szans¢ na
stosowanie terapii genowej, ktorej nastgpstwem jest wzmozenie ekspresji peptydéw podczas
zakazenia. Wirusowy transfer genu jest o wiele efektywniejszy niz jego bezposrednie umieszczenie
W genomie, natomiast rodzi to pewne komplikacje w postaci powstawania potencjalnego stanu
zapalnego, ktory moze by¢ powodowany obecnoscig wirusa. Skutek ten mozna zmniejszy¢ podajac
jednoczesnie w diecie przypuszczalny regulator wydzielania peptydéow przeciwdrobnoustrojowych,
dzigki czemu wzrasta odporno$¢ gospodarza. AMPs s3 czesto wykorzystywane roéwniez w wielu
gateziach przemystu, migdzy innymi w diagnostyce oraz immunoprofilaktyce weterynaryjnej. Ich
syntetyczne odpowiedniki stuza migdzy innymi do produkcji szczepionki przeciwko parwowirozie,
grypie, polio, HIV, a takze zapaleniu watroby typu C. Peptydy produkowane przez bakterie kwasu
mlekowego (LAB, ang. lactic acid bacteria) sa szeroko rozpowszechnione w procesach obrobki
zywnosSci. Z ich uzyciem wzrasta trwato$¢ produktow spozywczych a takze udowodniono, ze zwigzki
te maja istotny wptyw na redukcje biozanieczyszczenia. Stwierdzono, ze LAB produkowaty peptydy,
ktore hamowaty wzrost B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus oraz A. hydrophila. (Janiszewska
2014; Bagnicka i in. 2011; Mirski i in. 2011).

3. Podsumowanie

Wszystkie zywe organizmy potrzebuja sprawnie dziatajacych mechanizméw obronnych, by
moc skutecznie walczy¢ z patogenami, na dziatanie ktorych sa stale narazone. Peptydy kationowe
dzialaja na pierwszej linii obrony przeciwzakaznej i wystepuj zar6wno u Eukaryota, jak i Prokaryota.
Dzigki swemu szerokiemu spektrum dziatania, réznorodnosci pod wzgledem struktury
i mechanizméw destabilizacji homeostazy komorki patogenow, AMPs sg godnym uwagi obiektem
dalszych badan naukowych, jako zwigzki o wysokim potencjale terapeutycznym. Dajg one szans¢ na
opracowanie preparatu, ktory okaze si¢ by¢ skuteczniejszy wobec mikroorganizméw opornych na
czg$¢ stosowanych juz antybiotykow. Nalezy tu zwroci¢ uwage, ze w kolejnych latach liczba nowych
opracowanych antybiotykoOw zmniejsza si¢ - w latach 1983—1987 opracowano 16 substancji,
w latach 1993—1997 — 10, w latach 1998—2002 — 7, a w latach 2008—2012 opracowano juz tylko
2 substancje o dzialaniu antybiotycznym. W szpitalach pojawily si¢ wielooporne szczepy
drobnoustrojow, miedzy innymi: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Pseudomonas
aeruginosa. Odsetek opornych szczepéw MRSA (ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus)
wzrost z 36% w 1992 roku do 62% przez kolejnych 10 lat. Zaleta peptydow odpornosciowych jest
ich relatywnie niska cytotoksyczno$¢ wobec komorek eukariotycznych, a takze niska opornosé
bakterii na te substancje. Wiele najnowszych badan pokazuje skutecznos¢ klasycznej
antybiotykoterapii w potaczeniu z AMPs. Tak skonstruowane terapie moga okazac si¢ skuteczne nie
tylko w leczeniu infekcji, ktore obecnie sprawiaja wiele probleméw natury medycznej, ale takze
dzigki nim mozliwa bedzie bardziej efektywna profilaktyka.
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Streszczenie

Wirusy znane s3 glownie jako czastki onkogenne. Juz na poczatku XX wieku
zainteresowanie naukowcow wzbudzity remisje chordob nowotworowych u pacjentdéw, ktorzy
przebyli infekcje wirusowe lub przyjeli szczepionki. Rozkwit biologii molekularnej oraz inzynierii
genetycznej, ktory nastapit na poczatku XXI wieku pozwolily na lepsze poznanie struktury i dziatania
wirusow. Badania wykazaly, Ze istniejg gatunki majace duze znaczenie w zwalczaniu komorek
nowotworowych.

Celem niniejszej pracy jest zwiczle wyjasnienie dziatania wiruséw onkolitycznych oraz
przedstawienie perspektyw zwigzanych z ich uzyciem.

Dziatanie wirusOw bazuje na utraceniu przez komorki nowotworowe mechanizmow
przeciwwirusowych. Dzieki temu czastka z tatwosciag wnika do docelowych komorek i taczy si¢ z ich
materialem genetycznym. Namnazajac si¢, hamuje ekspresje bialek gospodarza i jednoczesnie
produkuje  wlasne substancje stymulujace uktad immunologiczny do  odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Na drodze modyfikacji genetycznych wirusy traca geny umozliwiajace
replikacje w zdrowych komorkach, dzigki czemu sa bezpieczne dla organizmu. Mozliwe jest takze
wyposazenie wirusa w specyficzne sekwencje DNA pozwalajace na produkcje substancji
toksycznych.

Obecnie prowadzone sg badania nad wdrozeniem terapii. W 2015 FDA zatwierdzito
pierwszy wirus onkolityczny (T-VEC) stosowany w leczeniu czerniaka nieoperacyjnego
zZ przerzutami.

Podsumowujac, terapia wykorzystujaca wirusy onkolityczne jest obiecujacg metodg leczenia
nowotworow. Mozliwe, ze w ciagu najblizszych lat zostang zarejestrowane kolejne terapie.

1. Wstep

Nowotwory sg obecnie jedna z najczgstszych przyczyn $mierci zarowno w populacji polskiej
jak 1 $wiatowej. W ciggu ostatnich trzech dekad zachorowalno$¢ na wszystkie nowotwory wzrosta
ponad trzykrotnie. Najczgstszym nowotworem wystepujacym u mezczyzn jest rak ptuca, natomiast
u kobiet 1/5 wszystkich nowotworéw stanowi rak piersi. U obu pici duze znaczenie przypisuje si¢
rakowi jelita grubego oraz czerniakowi. Zarowno u kobiet jak i u mg¢zczyzn, ryzyko zachorowania na
raka zwigksza si¢ wraz z wiekiem, osiagajac szczyt w 8 dekadzie zycia. Niepokojacym trendem jest
wzrost umieralnosci na nowotwory ztosliwe. W ciggu ostatnich 50 lat wzrosta ona ponad 2,4-krotnie.

Opisana sytuacja epidemiologiczna wymaga od naukowcow opracowania
nowoczesnych metod wczesnej diagnostyki nowotworzenia oraz skutecznych terapii wydtuzajacych
przezycie lub pozwalajacych na catkowite wyleczenie. Aktualnie stosowane metody leczenia to
przede wszystkim chemioterapia z uzyciem cytostatykow, chirurgiczne usuniecie zmian
nowotworowych, hormonoterapia oraz radioterapia. Te konwencjonalne terapie w wielu przypadkach
cechuje niska skutecznos$¢ oraz sktonnos¢ do nawrotu choroby. W XXI wieku rozkwit inzynierii
genetycznej oraz biologii molekularnej pozwolil na lepsze poznanie mechanizmoéw odpowiadajacych
za kancerogeneze. Jednoczesnie coraz bardziej zaawansowane metody badawcze umozliwity
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poznanie budowy i fizjologii wiruséw. Stwierdzono, ze wystepuja gatunki nie tylko onkogenne, ale
takze onkolityczne. Dane te stworzyly podstawe do badan nad immunoterapia nowotworow.
W prezentowanej pracy zostaly oméwione zagadnienia dotyczace dziatania i wykorzystania wirusow
onkolitycznych.

2. Opis zagadnienia

Wirusy onkolityczne to zrekombinowane genetycznie lub naturalnie wystepujace czastki,
ktore replikuja sic w komorkach nowotworowych niszczac je, jednocze$nie nie wykazujac
znaczacego negatywnego oddziatywania na zdrowe tkanki. Pierwsze doswiadczenia z uzyciem
omawianych wirusow przeprowadzono juz na poczatku XX wieku. W 1912 roku przedstawiono
interesujacy przypadek pacjentki chorej na raka szyjki macicy, u ktorej zaobserwowano regresje
nowotworu po podaniu atenuowanej szczepionki na wécieklizng. W 1949 roku podjeto probe leczenia
chloniaka Hodgkina za pomoca czgstek wirusa zapalenia watroby (Power et al. 2007). W kolejnych
latach podejmowano si¢ wyzwania opracowania nowej metody leczenia wykorzystujacej wirusy,
jednak badania kliniczne nie przynosity oczekiwanych rezultatow. W wielu probach udawato sie
wykazaé remisj¢ nowotworu po zastosowaniu terapii wirusowej, jednak po pewnym czasie
obserwowano nawroty choroby lub rozwéj choréb wirusowych znacznie pogarszajacych stan ogolny
pacjentow lub prowadzacych do zgonu. Dopiero na poczatku XXI wieku rozkwit biologii
molekularnej pozwolit na poglebienie wiedzy dotyczacej zaleznosci miedzy komorkami
nowotworowymi, a czastkami wirusa.

Wirusy onkolityczne mozna podzieli¢ na dwie grupy: naturalnie wystgpujace RNA wirusy
(VSV, Reowirusy) oraz genetycznie zmodyfikowane DNA wirusy (HSV, Adenowirusy). Inzynieria
genetyczna pozwala na stworzenie wiruséw dobrze tolerowanych, skoncentrowanych na namnazanie
w okreslonych typach komorek nowotworowych, a takze bezpiecznych i dostarczanych do organizmu
za pomoc3 réznorodnych metod.

3. Przeglad literatury

3.1 Dziatanie wiruséw onkolitycznych

Dziatanie wirusow onkolitycznych polega na wykorzystaniu niedoskonatosci komorek
nowotworowych. Dzigki utracie przez nie funkcji obronnych wirus z tatwoscia penetruje do ich
wnetrza, a nastgpnie powiela swoj materiat genetyczny. Produkujac swoiste biatka stymuluje reakcje
zapalng, a jednocze$nie hamujac wytwarzanie biatek gospodarza prowadzi do $mierci komorek
nowotworowych.

Tropizm do komérek nowotworowych i taczenie si¢ z materiatem genetycznym gospodarza

Rekombinacja genetyczna wirusow oraz gatunkowe preferencje niektorych z nich powoduja
ich wybiorcze taczenie si¢ z komoérkami. Specyficzne receptory obecne na blonach komorek
nowotworowych stuza wirusom onkolitycznym do ich rozpoznawania. Przyktadowo wirus Polio
rozpoznaje czasteczki CD155 na komorkach glejaka wielopostaciowego, natomiast wirus $winki
zostal zmodyfikowany genetycznie tak, aby rozpoznawaé receptor dla urokinazy obecny na
komoérkach nowotworéw ztosliwych (Denniston et al. 2016). Jednoczesnie mechanizmy unikania
uktadu odpornosciowego wytwarzane podczas procesu nowotworzenia pozwalaja na dogodny rozwoj
wirusa. W prawidtowej komorce istnieje szereg mechanizméw obronnych. Interferony alfa i beta
indukujg przeciwwirusowg odpowiedz, aktywujac szlak JAK-STAT. Jednym z genéw szlaku jest
enzym aktywujacy rybonukleaze, ktora degraduje RNA wirusa, natomiast dsSRNA-zalezna kinaza
biatkowa hamuje synteze biatka, blokujgc replikacje czastki w zakazonej komorce. W komoérkach
nowotworowych opisany szlak sygnatowy zostaje wylaczony, poniewaz w fizjologicznych
warunkach wykazuje on dziatanie nie tylko przeciwwirusowe, lecz rowniez przeciwnowotworowe
(Patel et al. 2019). Teteryny dzigki hydrofilowym koncom tacza si¢ jednoczesénie z btong komorkowsa
i paczkujacym wirusem, co prowadzi do zatrzymania jego uwalniania. W komorce nowotworowej
wyzej wymienione mechanizmy nie istnieja lub ich dziatanie jest uposledzone. Dzigki temu materiat
genetyczny infekujacej czastki z tatwoscia taczy si¢ z DNA komorki gospodarza i namnaza si¢
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z wigkszg efektywnoscig niz w zdrowych tkankach. Ponadto wprowadzenie specyficznych genoéw do
RNA wiruséw ( w tym przypadku Adenowirusow) hamuje ekspresje onkogenow jednocze$nie
hamujac produkcje biatek komorki nowotworowej i wzrost guza.

Aktywacja odpowiedzi immunologicznej

Podstawowa metoda aktywowania odpowiedzi immunologicznej przez wirusy onkolityczne
jest uruchomienie reakcji odpornosciowej w odpowiedzi na obecno$¢ samego wirusa w srodowisku
nowotworu. W nastgpstwie namnazania wirusa w komoérkach gospodarza, organizm odczytuje mase
guza jako zainfekowang. Uruchomiona zostaje odpowiedz odpornosciowa, miano cytokin
prozapalnych roénie i aktywuje komoérki NK, APC oraz limfocyty T. Przebiegajaca w otoczeniu masy
nowotworowej reakcja zapalna znaczaCo ostabia tkanke guza i hamuje jej wzrost (Marelli et al. 2018).
Nalezy pamigtac, ze jednoczesnie podczas zapalenia obniza si¢ poziom namnazania czastek wirusa,
co moze prowadzi¢ do paradoksalnego obnizenia skutecznoéci terapii. Dlatego w trakcie leczenia
nalezy skupi¢ si¢ na wyposrodkowaniu stopnia nasilenia zapalenia. Ponadto badania wykazaty, ze
opisana odpowiedZz odpornosciowa wytwarza trwalg pami¢é¢ immunologiczng, co moze chroni¢
organizm gospodarza przed nawrotem nowotworu (Bell et al. 2016). W przypadku wirusow
modyfikowanych genetycznie do ich materialu genetycznego zostaje wprowadzony transgen
zawierajacy informacje dotyczace produkcji prozapalnych cytokin lub ligandéw stymulujacych
odpowiedz immunologiczng. Podczas namnazania si¢ Wirusow produkowane sa biatka
odpowiedzialne za powstanie procesu zapalnego (ludzki TNF, GM-CSF, IL-7, IL-12, IFN-beta
i inne). Przyktadowo genetycznie modyfikowany Adenowirus stymuluje TLR9, co skutkuje
wzmocnieniem  wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej oraz odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Jednakze badania wykazaly, Ze istnicjg takze modyfikacje genetyczne
negatywnie oddzialujace na organizm chorego. Ekspresja przez czastke wirusa IL-12 skutkowata
licznymi efektami ubocznymi (Poutou et al. 2015).

Indukcja $mierci komérek nowotworowych

Komoérki nowotworowe wyksztatcajg mechanizmy modyfikujagce lub hamujace szlaki
apoptotyczne. Ponad 50% nowotworéw wystepujacych u ludzi wywotuje nadekspresje biatek
antyapoptotycznych takich jak Bcl-2, Bcl-XL oraz inhibitory kaspaz (Singh et al. 2012). Niektére
wirusy onkolityczne powoduja $mieré komérek nowotworowych z uzyciem procesoéw, ktore nie
zostaty ostabione przez nowotworzenie. Przykladem jest parwowirus H-1PV, aktualnie bedacy
niedawno w II fazie badan klinicznych nad leczeniem nieoperacyjnego gruczolaka przewodowego
trzustki. Wirus kieruje komorki raka na szlak niezalezny od kaspaz, w ktorym istotng role odgrywa
katepsyna D trawigca biatka struktury guza. Mechanizm ten jest immunogenny i prowadzi do wzrostu
poziomu Interferonu-gamma i cytokin prozapalnych co moze skutkowa¢ wzmocnieniem odpowiedzi
przeciwnowotworowej (Angelova et al. 2014.). Istnieja wirusy indukujace apoptoze poprzez
wprowadzenie do komorek nowotworowych genow samobojczych (Howells et al. 2017).
Przyktadowo niektore adenowirusy zostaly zmodyfikowane do ekspresji kinazy tyrozynowej HSV-1.
Podczas zainfekowania komorki nowotworowej aktywujg analogi tymidyny przeksztalcajac je
w monofosforany, ktére sg nastgpnie wiaczane do DNA replikujacej si¢ komoérki. Prowadzi to do
zakonczenia tancucha, nieukonczenia syntezy nici DNA, a nastgpnie $§mierci komorki (Sokotowski et
al. 2015). Prowadzone badania dazg do uzyskania jak najwigkszej swoistosci terapii poprzez
wykorzystanie specyficznych dla typu nowotworu promotoréw. Uzbrajanie wiruséw onkolitycznych
genami samobojczymi wyposazonymi w promotory zwigksza ich zdolno$¢ do bezposredniego
zabijania komorek rakowych bez negatywnego wptywu na zdrowe komorki pacjenta. Istnieja rowniez
wirusy promujace powstawanie bialek proapoptotycznych (przyktadowo TRAIL) (Sosna et al. 2016).

3.2 Zastosowanie terapii wirusowej w leczeniu nowotworow-przyktady

W 2015 FDA zatwierdzito terapi¢ z uzyciem wirusa HSV-1 skierowang przeciwko
wzrostowi czerniaka (T-VEC). Modyfikacja genetyczna czastki polegajaca na delecjach y34.5 1 047
sprawia, ze wirus posiada tropizm jedynie do komorek nowotworowych, natomiast wprowadzenie
sekwencji kodujacej GM-CSF wzmaga odpowiedZ immunologiczng organizmu przeciwko masom
guza. (Eissa et al. 2017). Istnieja ograniczenia opisanej terapii, polegajace na niewystarczajacym
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rozprzestrzenianiu si¢ wirusa miedzy komoérkami nowotworowymi oraz usunieciu czgstek wirusa
przez uktad odpornosciowy chorego.

Wirus COXSACKIE 21 bedacy w fazie badan klinicznych jest kolejnym obiecujacym
lekiem w terapii czerniaka. Czastka po zwiazaniu si¢ z wewnatrzkomorkowa czastka adhezyjng
(ICAM-1) taczy si¢ z czynnikiem przyspieszajagcym rozpad. (DAF) i replikujac si¢ prowadzi do lizy
komoérki nowotworowej. Trwaja badania nad zastosowaniem leku w monoterapii oraz terapii
skojarzonej z Ipilimumabem begdacym przeciwciatem monoklonalnym blokujagcym CTLA-4
i wzmagajacym odpowiedZ immunologiczna.

Reowirusy bedace RNA-wirusami posiadaja zdolno$¢ do niszczenia komorek wielu
nowotworéw ztos§liwych, wysuwajac swoja skuteczno$¢ szczegolnie w leczeniu szpiczaka
plazmocytowego. Dziatanie wirusow polega na ingerencji w zmienione $ciezki sygnatowe
w komoérkach gospodarza oraz namnazaniu si¢ w nich prowadzac do lizy. Faza 3. badan klinicznych
wykazala, ze reowirusy posiadaja synergizm dzialania z Sunitynibem bgdacym inhibitorem kinazy
tyrozynowej i modulatorem odpowiedzi immunologicznej (Thirukkumaran et al. 2019). Dalsze
badania w tym kierunku moga okaza¢ si¢ znaczacg innowacja w leczeniu szpiczaka plazmocytowego.

3.3 Bezpieczenstwo terapii wirusowej

Wykorzystanie terapii wirusowych w leczeniu nowotworéw jest relatywnie nowym
osiaggnigciem medycyny. Wigkszos¢ lekow znajduje sie w fazie badan klinicznych. Sprawia to, ze nie
jest mozliwe poznanie wszystkich dziatan niepozadanych terapii, ktére moga dawac skutki nawet po
kilkunastu latach.

Wsréd najezestszych objawow ubocznych wystepujacych podczas stosowania terapii
wirusowej wymienia si¢: zmgczenie, wymioty i biegunki oraz uogoélnione objawy infekcji. Tym
pierwotnym dziataniom niepozadanym mozna zaradzi¢ podajac przed iniekcjg paracetamol. Badania
wykazatly, ze kazdy z wirusow produkuje charakterystyczne dla siebie produkty uboczne, jednak
podczas préb klinicznych udowodniono, iz istniejg leki minimalizujgce ich toksyczno$¢ (Matsuda et
al. 2017).

Stosowane aktualnie strategie zmniejszajace toksyczno$¢ wirusa to przyktadowo
wykorzystane w modyfikacji opisanego wyzej HSV-1: wytworzenie warunkowej replikacji tylko
w komarkach nowotworowych, uzbrojenie wiruséw w geny stymulujace uktad odpornosciowy do
lokalnych reakcji cytotoksycznych oraz ograniczenie transkrypcji jedynie do docelowych komorek.
Dziatania te sprawily, ze wirusy Sg mniej toksyczne dla organizmu chorego, lecz takze tatwiej
atenuowane w komoérkach nowotworowych, a co za tym idzie mniej toksyczne takze dla tkanki guza
(Pascal et al. 2015). Rozwoj inzynierii genetycznej pozwala na wprowadzanie czgstek coraz bardziej
specyficznych. Przyktadem jest rQNestin34.5 wykazujacy ekspresj¢ genu 7y1-34.5 pod kontrolg
promotora nestyny specyficznego dla komérek glejaka, dzieki czemu wirus namnaza si¢ jedynie w ich
wnetrzu ( Li et al. 2020).

Waznym aspektem dotyczacym bezpieczenstwa terapii jest podanie czastek bezposrednio do
komoérek guza i zapobieganie ich rozprzestrzenianiu sie w organizmie. W przypadku bedacej w uzyciu
terapii T-VEC wykazano, ze czastki wirusa podane bezposrednio do komodrek czerniaka nie
przemieszczaly si¢ w znacznym stopniu do innych tkanek. Sladowe ilosci wirusa HSV byty
oznaczane w §linie, jednak nie uznano tych wynikdéw za znaczace poniewaz oznaczany material
zawierat czastki typu dzikiego, co moglo by¢ zwiazane z nosicielstwem wirusa u pacjentow. W
innych probach wykazano jednak, ze stosowanie terapii u osob w immunosupresji lub u kobiet
cigzarnych powinno by¢ przeciwwskazane. W badaniach przedklinicznych na gryzoniach
udowodniono, ze wirus indukuje reakcje toksyczne w zarodku, zwykle prowadzac do jego $mierci w
drugiej potowie cigzy. W badaniach klinicznych wykazano réwniez, ze podanie czastek wirusa w 3
trymestrze prowadzito do proceséw osteolitycznych u ptodu. Dyskusyjne jest zastosowanie leku
U pacjentéw po chemioterapii i radioterapii. Wykazujg oni niskg odporno$¢ na infekcje wirusowe co
moze prowadzi¢ do nasilenia dziatan niepozadanych opisanych powyzej (Li et al. 2020).
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4, Podsumowanie i wnioski

W dobie wzrostu zachorowan i $miertelnosci na choroby nowotworowe niezbedne jest
opracowanie nowoczesnych metod leczenia, posiadajacych mozliwo$¢ taczenia z konwencjonalnymi
terapiami. Prowadzone nad wirusami onkolitycznymi badania przynosza obiecujace wyniki. Opisane
W niniejszej pracy terapie sa caly czas udoskonalane. Pomimo ogromnego postgpu, ktory nastapit
w ostatnich latach, nie mozna bezsprzecznie stwierdzi¢, ze terapia wykorzystujaca wirusy
onkolityczne jest oczekiwanym doskonatym lekiem na raka. Niezbe¢dne jest bardziej szczegotowe
poznanie struktury i dziatania wiruséw. Badania donosza, ze wirusy uzywane w monoterapii nie
wykazujg jednak wysokiej skutecznosci w leczeniu nowotwordw. Z tego powodu nalezy zwroci¢
szczegolng uwage na taczenie ich z zatwierdzonymi metodami leczenia co moze skutkowaé
wynalezieniem terapii radykalnej. Interesujace wydajg si¢ rowniez teorie taczenia kilku typow
wirusow. To rozwigzanie pozwolitloby ograniczyé wytworzong na jeden gatunek odpornos$c,
zwickszy¢ celowanie terapii i oddziatywac¢ na komoérki nowotworowe w kilku punktach uchwytu
jednoczesnie. W badaniach nalezy takze zwrdci¢ szczegdlng uwage na redukcje dziatan
niepozadanych, a takze opracowa¢ dawkowanie i1 prawidlowe podawanie leku. Wciaz brak
wystarczajacych danych o toksycznosci stosowane;j terapii. Pojawiajg si¢ teorie, iz wirusy stosowane
w terapii moglyby przenosic si¢ na osoby zdrowe i indukowa¢ odpowiedz odporno$ciowa. Nadal nie
sg skonkretyzowane doniesienia dotyczace bezpieczenstwa stosowania wirusow U 0S6b o obnizonej
odpornosci, u dzieci i kobiet w cigzy. Dlatego nalezy caly czas pracowaé nad poprawa swoistosci
terapii.

Ogolnie rzecz bioragc, wirusy onkolityczne wykazuja bardzo wysoki potencjat jako skuteczna
metoda immunoterapii. Wyrdzniajaca je wlasciwoscig jest nie tylko niszczenie komorek
nowotworowych, lecz takze uruchamianie odpowiedzi immunologicznej organizmu. Mozliwe, ze
niebawem do uzycia zostana wprowadzone kolejne innowacyjne terapie, ktore podobnie jak terapia
T-VEC wykaza si¢ wysoka skutecznoscig i znaczaco poprawia rokowania pacjentow.
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Streszczenie

Czynniki transkrypcyjne sa niezwykle istotna grupa biatek, ktéra odpowiada za proces
selektywnej aktywacji badz tez dezaktywacji innych biatek komérkowych, najczesciej na ostatnim
etapie przekazywania sygnatu w komorce. Istotng z punktu widzenia regulacji odpowiedzi organizmu
rodzing czynnikdéw transkrypcyjnych jest rodzina FOX, ktore odgrywaja wazng role w regulacji
ekspresji genoéw Dbioracych udziat we wzroscie komorek, proliferacji, réznicowaniu
i dlugowiecznosci. Do przedstawicieli tej rodziny zaliczymy wewngtrzkomorkowe biatko Foxp3,
ktore reguluje proces roznicowania si¢ subpopulacji limfocytow T, a doktadniej odpowiada za rozwdj
limfocytow T regulatorowych. Biatko to wplywa na szereg procesow komorkowych zarowno
W sposob posredni jak i bezposredni. W procesie regulacji produkcji cytokin biatko Foxp3 prowadzi
interakcje z licznymi biatkami i czynnikami transkrypcyjnymi takimi jak: NFAT, czynnikiem
jadrowym kappa B czy Runxl/AMLI1 oraz zaangazowany jest w proces acetylacji histonow
w skondensowanej chromatynie. Zaburzenia funkcjonowania czynnika transkrypcyjnego Foxp3
wywolane procesem mutagenezy wptywaja na rozwdj zaburzen odpowiedzi immunologicznej oraz
choréb autoimmunologicznych. Liczne badania naukowe na temat biatka Foxp3 dowiodty, ze czynnik
ten jest teraz jednym z najbardziej wiarygodnych markeréw molekularnych naturalnych limfocytow
T regulatorowych.

1. Wprowadzenie

Czynniki transkrypcyjne to grupa biatek, ktora wykazuje zdolnosci do wigzania sie¢
z materialem genetycznym (DNA). Miejscem przytaczania si¢ czynnikdw transkrypcyjnych
W obszarze DNA moze by¢ promotor badz sekwencji wzmacniajacej w specyficznym miejscu lub
regionie, ktéra reguluje proces transkrypcji. Dzialanie czynnikéw transkrypcyjnych moze by¢
w komorce selektywnie aktywowane, badz tez dezaktywowane przez inne biatka komoérkowe, ktore
ma miejsce najczegsciej na ostatnim etapie przekazywania sygnalu w komorce. Jedna z wazniejszych
rodzin czynnikéw transkrypcyjnych jest rodzina FOX, ktére odgrywaja wazng role w regulacji
ekspresji gendéw Dbioracych udzial we wzroScie komdrek, proliferacji, réznicowaniu
i dlugowiecznosci. Do przedstawicieli tej rodziny zaliczymy biatko Foxp3 (ang. Forkhead box
protein P3) bedace nie tylko czynnikiem transkrypcyjnym, ale takze kluczowa czasteczka
zaangazowana w rozw0j regulatorowych komorek T (Treg). Odgrywa ono istotng roleg
W utrzymywaniu homeostazy ukladu odpornosciowego, a takze umozliwia uzyskanie petnej
stabilnosci linii Treg oraz bezposrednio moduluje ekspansjg i funkcje konwencjonalnych komorek T.
Biatko Foxp3 moze dziata¢ w komoérce zaréwno jako represor lub aktywator procesu transkrypcji,
rodzaj jego aktywnosci jest zalezny od jego interakcji z innymi czynnikami transkrypcyjnymi
wystepujacymi w komoérce (Roncador i in. 2005).
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2. Charakterystyka bialka Foxp3

Ludzki gen FOXP3 zlokalizowany jest na chromosomie X, a doktadniej dzieki analizie
sekwencji genomowej wykazano, ze znajduje si¢ na ramieniu p w pozycji Xp11.23. Gen ten zlozony
jestz 11 egzonow, ktdrych granice egzon-intron sg identyczne w regionach kodujacych geny u myszy
i czlowieka. Gen ten odpowiedzialny jest za kodowanie produktu biatkowego zlozonego z 341
aminokwasow o tacznej masie czgsteczkowej wynoszacej 47,27 kDa i1 punkcje izoelektrycznym 8,62.
Analiza sekwencji biatkowej biatka Foxp3 wykazata, ze posiada ono w swojej strukturze 56,61%
aminokwasow hydrofobowych (244 aminokwasow) oraz 43,39% aminokwasow o charakterze
hydrofilowym (Baza danych UniProt).

Biatko to posiada 4 charakterystyczne motywy. Dwa z nich potozone pomiedzy 68-76 oraz
239-248 aminokwasem to sygnaly eksportu jadrowego, ktére sa krotkimi peptydami zawierajacymi
reszty hydrofobowe ukierunkowane na eksport z jadra komdérkowego do cytoplazmy przez kompleks
poréw jadrowych (Rys. 1). Kolejnym przyktadem jest motyw LxxLL potozony pomigdzy 92-96
aminokwasem, ktory uczestnicza w wielu interakcjach biatko-biatko zwigzanych z réznymi
aspektami regulacji transkrypcji (Rys. 1). Motywy te sa obecne w wielu czynnikach transkrypcyjnych
i kofaktorach, posredniczac w interakcjach, ktére moga aktywowaé lub thumié transkrypcje. Kilka
niedawno zgloszonych struktur 3D komplekséw motywow biatko-LxxLL zostalo zwigzanych
z biataczka, co dodatkowo uwypuklito ro6znorodnos¢ i regulacyjne znaczenie tego z pozoru prostego
motywu. Ostatnim motywem potoznym pomigdzy 414-417 aminokwasem jest sygnat lokalizacji
jadrowej, bedacy sekwencjg aminokwasowa, ktora ,,metkuje” biatko w celu zaimportowania do jadra
komorkowego na drodze transportu jadrowego (Rys. 1). Zazwyczaj sygnal ten sktada si¢ z jednej lub
wiecej krotkich sekwencji dodatnio natadowanych lizyn lub arginin eksponowanych na powierzchni
biatka (Baza danych UniProt; Roncador i in. 2005).

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na dwie niezwykle istotne domeny wystgpujace w obrebie
sekwencji tego bialka. Pierwsza z nich jest domena palca cynkowego ztozona z 26 aminokwasow,
zlokalizowane w regionie pomiedzy 197 a 222 aminokwasem (Rys. 1). Jest to struktura wystepujace;j
w Dbiatkach wiazacych DNA i biorgca bezposredni udzial w zwigzaniu czasteczki kwasu
nukleinowego przez biatko. Obecno$¢ w domenie jonu cynku (Zn2+) jest kluczowa dla stabilnosci
calej struktury, gdyz jej brak moze skutkowa¢ zmianami strukturalnymi i funkcjonalnymi. Druga
Z nich to domena zwana ,,fork-head”, ktora czesto jest opisywana w czynnikach transkrypcyjnych
i ktorej celem jest wigzanie DNA. W przypadku biatka FoxP3 domena ta zlozona jest z 87
aminokwasow i ulokowana jest pomiedzy 337-423 aminokwasem w sekwencji (Rys. 1).
Zaangazowana jest ona w proces dimeryzacji biatka oraz jego interakcje z czynnikiem jadrowym
NFATC?2, odpowiedzialnym za aktywowanie komorek T. Biatko NFATC2 jest obecne w cytozolu
i przemieszcza sie tylko do jadra po stymulacji receptora komorek T (TCR), gdzie staje si¢ cztonkiem
czynnikow jadrowych aktywowanego kompleksu transkrypcyjnego komoérek T. Kompleks ten
odgrywa kluczowa role w indukowaniu transkrypcji genéw podczas odpowiedzi immunologicznej
(Baza danych UniProt; Roncador i in. 2005).

3. Czynnik transkrypcyjny Foxp3 a komérki limfocytéw Treg

Komorki Treg nalezag do subpopulacji limfocytow odpowiedzialna za tlumienie zbyt
nasilonej lub autoreaktywnej odpowiedzi immunologicznej, ktory moze przebiegaé w sposob swoisty
lub nieswoisty dla danego antygenu, nie wywotujacy ogdlnego uposledzenia odpornosci. Jest to
niezwykle niejednorodna populacja, w ktorej mozna wyrédznic kilka subpopulacji komorek o réznym
poziomie ekspresji biatka Foxp3 (Tab. 1). Komorki Treg wykazujace ekspresje Foxp3+ mozna takze
podzieli¢ na dwie mniejsze subpopulacje ze wzgledu na pochodzenie komoérek. Pierwszg z nich sa
naturalne limfocyty Treg (nTreg), ktore powstajg w grasicy jako osobna linia rozwojowa, natomiast
drugg indukowane (adoptywne) limfocyty Treg (iTreg lub aTreg). Sa to komorki Treg powstajace
w tkankach obwodowych, ktére poczatkowo nie wykazujgce ekspresji czynnika Foxp3, ale
nabywajace go wraz z wlasciwosciami supresyjnymi po pobudzeniu odpowiednim antygenem.
Naturalne limfocyty nTreg wykazuja ekspresje antygenu CTLA-4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4 ),
GITR (ang. glucocorticoid-induced TNFR-related protein), CCR4 (ang. C-C chemokine receptor type
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4), takze CD62L (L-selektyna). Do powstania limfocytoéw nTreg oraz iTreg niezbedna jest obecno$¢
interleukiny 2 (IL-2) oraz transformujacego czynnika wzrostu beta 1 (TGF-B, ang. transforming
growth factor 1) [Chinen I in. 2016]. Kluczowe jest podobienstw pelnionych roli obu tych cytokin
W utrzymaniu oraz przetrwaniu obu populacji limfocytow Treg. nTreg rozwijaja si¢ w odpowiedzi
na kontakt z antygenami wlasnymi w grasicy oraz wymagajg wysokiego powinowactwa miedzy tymi
antygenami a kompleksami MHC. Prawdopodobnie dziej¢ si¢ to dlatego, ze powstaja one z ciegle
proliferujacych komoérek prekursorowych. Wymagaja one rowniez kostymulacji przez CD28 (ang.
cluster of differentiation 28), ktére pelnia réwniez wazng funkcje w procesie wzbudzenia
w limfocytach T ekspresji czasteczki CTLA-4, ktéora ma zdolno$¢ do hamowania sygnatu CD28, a
tym samym odpowiedzialna jest za mechanizm sprz¢zenia zwrotnego ujemnego (Li i in. 2015).

(1) MPNPRPGKPSAPSLALGPSP GASPSWRAAP KASDLLGARG PGGTFQGRDLRGGAHASSSS  (60)
(61) LNPMPP?{IQLQ LPTLP LVMVA PSGARLGPLP HLQALLODRP HFMHQLSTVD AHARTPVLQV  (120)

(121) HPLESPAMIS LTPPTTATGV FSLKARPGLP PGINVASLEW VSREPALLCT FPNPSAPRKD (180)

(181) STLSAVPQSS YPLLANGVCK WPGCEKVFEE PEIi)FLKHCQA DHLLDEKGRA QCLLO.REM@ (240)

(241) SLEQQL}/LEK EKLSAMQAHL AGKMALTKAS SVASSDKGSC CIVAAGSQGP VVPAWSGPRE  (300)
(301) APDSLFAVRR HLWGSHGNST FPEFLHNMDY FKFHNMRPPF TYATLIRWAI LEAPEKQRTL (360)

(361) | NEIYHWFTRM FAFFRNHPAT WKNAIRHNLS LHKCFVRVES EKGAVWTVDE LEFRKKRSQR  (420)

(421) |PSRCSNPTPGP (431)
D Sygnat eksportu jadrowego Sygnat lokalizacji jadrowej Domena ,fork-head”
| Motyw LLXXLL U Domena palca cynkowego

Rys. 1. Sekwencja aminokwasowa biatka FoxP3 z uwzglednieniem wystepujacych motywow
i domen biatkowych (na podstawie bazy danych UniProt).

Tab. 1. Subpopulacje limfocytow Treg (Chien i Chiang 2017).

Nazwa subpopulacji Charakterystyka
Jest to najszerzej badana i scharakteryzowana
™ . . ,

3 g Limfocyty T subpopulacja komorek'regulatorowychf ktérych cegha,

&0 CD4+CD25+Foxp3+ charakterystyczng jest ekspresja czynnika

S o transkrypcyjnego Foxp3, ktorej towarzyszy wysoka

R ekspresji czasteczki powierzchniowej CD25.

S . . .

g‘ = . subpopulacja wystepujaca wsrod limfocytow T CD8+,
< limfocyty T ktéora jest znacznie stabiej poznana niz komorki
© CD8+CD25+Foxp3+ J 1P

CD4+Foxp3+;

o m limfocyty T komorki o fenotypie CD4+Foxp3—, ktore wydzielaja

§ < regulatorowe typu 1 znaczne ilo$ci IL-10

2 (Tr1)

% E_" limfocyty Th3 komorki CD4+Foxp3— wydzielajace znaczne ilosci

55 TGF-B

o 2 5 - —— — - ,

29 . _ | utozsamiane z wcze$niejszymi limfocytami Ts, ktore

‘S limfocyty CD8+CD28 réwniez nie posiadajg ekspresji czynnika Foxp3
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4. Mechanizmy dzialania czynnika transkrypcyjnego Foxp3

Aktywacja limfocytow Treg o fenotypie CD4+CD25+ prowadzi do indukcji czynnika
transkrypcyjnego NFAT (ang. Nuclear factor of activated T-cells). Najbardziej znanymi klasami
miejsc wigzania dla NFAT jest tworzenie kompleksu wspolpracujacego z AP-1 (ang. activator
protein 1) lub innymi biatkami bZIP i wigzanie z miejscami dla konwencjonalnych biatek z rodziny
Rel. Aktywacja NFAT i AP-1 jest zalezna od aktywacji receptora dla limfocytu TCR (ang. T-cell
receptor) i wymagana jest do prawidlowo wyksztalconej odpowiedzi immunologicznej. Wspotpraca
NFAT z AP-1 (kompleks bialkowy, zbudowany z dimerow biatek z rodzin Fos, Jun, ATF i Maf, ktory
dziata jako czynnik transkrypcyjny) jest wymagana do transkrypcji wielu roznych genéw, w tym
interleuking 2 i 3 (IL-2, IL-3), czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow (GM-CSF,
ang. granulocyte colony-stimulating factor ), oraz interferon gamma (IFN-y, ang. Interferon gamma)
[Chinen I in.2016, Fan I in. 2018]. W grasicy ekspresja FasL (jest transbtonowym biatkiem typu I,
ktére nalezy do rodziny czynnika martwicy nowotworow (TNF)), ktora umozliwia potencjalng $mieré
komorki, rowniez wymaga wspotpracy miedzy NFAT i AP-1. Wspotpraca ta odgrywa wazng rolg
w kontrolowaniu przezycia komoérek lub $mierci komorek w rozwoju komoérek T (Dechaler 2014;
Luo i Li 2013).

TCR CD28+ IL-2 TGF-BR

i

/X l
'—m IHE SMAD2/3
I [ camp
L3,
Cytoplazma
NFTA STATS [ Ets1 ¥
—)‘m Runx - CREB -

5[ Pe | —| — | €NS1 | —| CNs2 — || [CNs3 —[—%
Jadro komérkowe

Rys. 2. Szlaki sygnalizacyjne i elementy genetyczne przyczyniajace si¢ do ekspresji genu FOXP3
(zmienione na podstawie Delacher i in. 2014).

Biatko Foxp3 pelni takze istotng role w procesie regulacji produkcji cytokin poprzez
interakcj¢ z licznymi biatkami i czynnikami transkrypcyjnymi takimi jak: NFAT, czynnikiem
jadrowym kappa B (NF-kB, ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) czy
Runx1/AML1 (ang. Runt-related transcription factor 1/ acute myeloid leukemia 1 protein) , znane
roOwniez jako znane rowniez jako biatko ostrej biataczki szpikowej 1 (AMLI1) lub podjednostka
czynnika wigzacego rdzen alfa-2 (CBFA2). Czynniki transkrypcyjne NFAT oraz Runx1/AMLI sa
niezbedne do produkcji IL-2, Kktora nastepuje po stymulacji receptora TCR, asocjacja biatka Foxp3
z tymi czynnikami wywotuje zahamowanie ekspresji IL-2, IL-4 bedacych cytokinami prozapalnymi
oraz IFN-y. W warunkach in vivo czynniki transkrypcyjny NFAT, ktory jest wymagany do
przytaczenia si¢ do proksymalnego odcinka promotora dla IL-2, uczestniczy w bezposrednich
interakcjach z domena ,,fork-head” biatka Foxp3. Te interakcje sa rowniez niezbgdne do stymulacji
ekspresji czesci antygenow limfocytow Treg takich jak CD25 (ang. cluster of differentiation 25) czy
CTLA-4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) (Walker, 2013; Colman i in. 2013; Fan
I in. 2018).

CD25 to tancuch alfa receptora dla interleukiny 2, ktéry ulega przejsciowej ekspresji na
aktywowanych limfocytach T i B, natomiast konstytutywnie wystepuje na limfocytach Treg.
obecnos¢ tego bialka stwierdzono roéwniez na komorkach dendrytycznych, fibroblastach oraz
komorkach $rodbtonka [Colman I in. 2013]. Natomiast CTLA-4 jest receptorem biatkowym, ktory
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dziala jako punkt kontrolny odpowiedzi immunologiczne. Biatko to ulega konstytutywnej ekspres;ji
w limfocytach Treg, ale po aktywacji ulega jedynie dodatniej regulacji w konwencjonalnych
limfocytach T - zjawisko to jest szczegdlnie widoczne w przypadku zaburzen o charakterze
nowotworowym (Walker, 2013). Interakcja biatka Foxp3 z czynnikiem Runx1/AMLI (asocjacja
pomiedzy domeng ,,fork-head” a zamkiem leucynowym) polega na przylaczeniu si¢ tego kompleksu
do regionu promotorowego IL-2. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze biatko Foxp3 uczestniczy rowniez
w interakcjach z innymi przedstawicielami biatek nalezacych do rodziny FOX, gdzie tworzy
kompleksy, zdolne do hamowania ekspresji wybranych genéw. Formowanie si¢ kompleksow
homodimerycznych biatka Foxp3 lub tez heterodimerycznych wykorzystywany jest zamek
leucynowy, ktory asocjuje z promotorem IL-2 w warunkach in vivo. Badania naukowe wykazaty
takze, ze multimeryzacja biatka Foxp3 jest niezwykle istotna dla prawidtowego funkcjonowania
limfocytow Treg (Dechaler, 2014; Luo i Li 2013)

W limfocytach Treg biatko Foxp3 wystepuje jako jedna z czesci duzego kompleksu, w sktad
ktorego wchodza takze acetylotransferaza histonow (HAT, ang. Histone acetyltransferases), a takze
deacetylaza histonow (HDAC, ang. Histone deacetylases). Proces acetylacji i deacetylacji jest jedng
z modyfikacji potranslacyjnych histonow, dotyczacg reszt lizyny znajdujacych sie¢ na N-koncu
(wystajace z rdzenia nukleosomu), stanowigcy epigenetyczny mechanizm kontroli ekspresji genow.
Enzymami katalizujacymi odwracalna acetylacje histonow sa enzymy HAT i HDAC. Badania
ostatnich lat pozwolily na ustalenie, ze pierwsze z nich pelniag jednoczes$nie funkcje¢ koaktywatorow
transkrypcji, podczas gdy drugie sa jej korepresorami. Tym samym udato si¢ udowodni¢ zwigzek
modyfikacji kowalencyjnej biatek chromosomowych (acetylacji histonéw rdzeniowych) z ekspresja
genow. Enzymy HAT oraz HDAC s3a odpowiedzialne za proces acetylacji biatka Foxp3 i tym samym
determinujg funkcje tego czynnika transkrypcyjnego. Badania wykazaty, ze acetylacja Foxp3 jest
zwigzana z jego funkcja w limfocytach Treg (Xiao i in. 2010; He i in. 2014). Szczegotowe analizy
wykazaly, ze na proces acetylacji tego biatka wptywaja takie czasteczki jak: KATS (TIP60), p300,
HDAC7, HDACY, a takze SIRT1 (Tab. 2).

Tab. 2. Wpltyw enzymow na proces acetylacji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (Wang i in. 2015;
Xiao i in. 2010; He i in. 2014).
Nazwa enzymu Funkcje
Przeprowadza acetylowanie histonow w nukleosomie, co zmienia wigzanie
Acetylotransferaza | z DNA. Acetylacja neutralizuje dodatni fadunek na histonach, zmniejszajac
histonowa KAT5, | powinowactwo wigzania ujemnie natadowanego DNA. To z kolei
zwana inaczej zmniejsza zawade przestrzenng DNA i zwigksza interakcje czynnikow
TIP60 transkrypeyjnych 1 innych biatek. Trzy kluczowe funkcje KAT5 to jego
zdolnos¢ do regulacji transkrypcji, naprawy DNA i apoptozy.
Dziata jako acetylotransferaza histonowa ktéra reguluje transkrypcje
poprzez przebudowe chromatyny i jest wazna w procesach proliferacji i
roéznicowania komorek. Posredniczy w regulacji genu cAMP, wiazac si¢
specyficznie z fosforylowanym biatkiem CREB, a takze zawiera
bromodomeng, ktora bierze udziat w sygnalizacji IL6.

Acetylotransferaza
histonowa p300

Deacetylaza Wykazano, ze HDAC7 ma mata wewngtrzna aktywnos¢ deacetylazy,
histonowa 7 badania wykazaly, ze HDAC7 moze pehi¢ rézne alternatywne funkcje
(HDACT) zwigzane z rozwojem, proliferacja i stanem zapalnym.

Deacetylaza Represjonuje aktywnos¢ MEF2 poprzez rekrutacje wielosktadnikowych
histonowa 9 kompleksow zawierajagcych CtBP i HDAC. Moze odgrywaé role w
(HDACY9) procesie hematopoezy.

SIRT1 deacetyluje, a tym samym dezaktywuje biatko p53. SIRTI
stymuluje rowniez autofagie, zapobiegajac acetylacji biatek (poprzez
Deacetylaza sirtuin- | deacetylacje) wymaganych do autofagii, co wykazano w hodowanych
1 zalezna od NAD | komérkach oraz tkankach embrionalnych i noworodkowych. Ta funkcja
zapewnia powigzanie miedzy ekspresjg sirtuiny a odpowiedzig komérkowa
na ograniczone sktadniki odzywcze z powodu ograniczenia kalorii.
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Badania wykazaly, ze stabilno$¢ biatka Foxp3 jest znacznie wyzsza w obecnosci enzymu
p300, niz w przypadku obecnosci KATS. Po potaczeniu z biatkiem p300 Foxp3 wykazuje wyzsze
powinowactwo do chromatyny DNA, natomiast po interakcji z KATS, znaczaco zwigksza si¢ jego
powinowactwo do promotora IL-2. Znaczenie i rola HDAC7 oraz HDAC9 w procesie acetylacji
biatka Foxp3 jest stabo poznane. Zwigzanie jest to z faktem, ze klasa II HDAC nie posiada
wewnetrznej funkcjonalnej aktywnosci katalitycznej i prawdopodobnie jak sugeruja to naukowcy,
dziata poprzez rekrutowanie HDAC klasy I do kompleksu. Polaczenie KATS5 i HDAC7 jest
niezb¢dnym mechanizmem w procesie hamowania transkrypcji IL-2 przez biatko Foxp3. Deacetylaza
sirtuin-1 zalezna od NAD jest uwazany za negatywny regulator procesu acetylacji biatka Foxp3 (Xiao
i in. 2010; He i in. 2014).

5. Znaczenia czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w zaburzeniach autotolerancji oraz
chorobach autoimmunologicznych

Liczne badania komoérek Tregs ktéore wyrazaja Foxp3, prowadzonych na modelach
zwierzecych wykazaly, Ze maja one krytyczne znaczenie w przenoszeniu tolerancji immunologicznej,
szczegblnie w procesie samoregulacji. Indukcja Iub tez podawanie komorek T Foxp3+ zwierzgtom
doprowadzito, do znacznego zmniejszenia si¢ nasilenia objawoéw chorob autoimmunologicznych
takich jak: cukrzyca, stwardnienie rozsiane, astma, takze w przebiegu nieswoistych zapalen jelit,
zapalenia tarczycy czy chordb nerek (van der Vliet i Nieuwenhuis 2007).

Dalsze prace badawcze wykazaty, ze komoérki T cechuje niezwykle duza plastycznosé, co
oznacza, ze zastosowanie komoérek Treg w terapii moze by¢ ryzykowne, poniewaz komorki te
przeniesione na pacjenta mogg zmienic si¢ w komorki pomocnicze T 17 (Th17), ktore identyfikowane
sg jako komorki prozapalne niz komérki regulatorowe. Komorki Th17 sg produkowane w podobnych
srodowiskach jak aTreg oraz iTregs. Komorki Th17 sg wytwarzane pod wplywem TGF-B i IL-6
(w przypadku myszy)lub IL-21 (w przypadku ludzi), podczas gdy a / iTreg sg wytwarzane pod
wpltywem wyltacznie TGF-B, wigc réznica migdzy scenariuszem prozapalnym a proregulacyjnym
wynosi obecno$¢ pojedynczej interleukiny (Van Gool i in. 2019). Badania przeprowadzone na
myszach, u ktoérych wykazano genetyczny brak TGF-$, CTLA-4 oraz Foxp3, ujawnity ,ze wérod
takich osobnikow bardzo szybko dochodzi do rozwinigcia si¢ $miertelnego autoimmunologicznego
zespohu limfoproliferacyjnego. U osobnikow u ktorych zaobserwowano niedobory IL-2 zanotowano
wzrost zapadalno$ci na wielonarzadowa chorobe autoimmunologiczng (van der Vliet i Nieuwenhuis
2007).

6. Podsumowanie

Liczne badania prowadzone na przestrzeni ostatnich lat wykazaly, ze limfocyty Treg, ktore
wykazuja ekspresj¢ Foxp3 pojawiaja si¢ w organizmie cztowieka, tuz po jego narodzeniu, a rozwoj
wielu choréb zapalnych oraz autoimmunologicznych nastgpujg, po wyczerpaniu si¢ ich z populacji.
Wykazano, ze biatko Foxp3 jest niezbgdne dla limfocytow do rdznicowania si¢ w limfocyt
regulatorowe, ktore ma miejsce w grasicy. Wysoka ekspresja tego czynnika transkrypcyjnego
gwarantuje takze dziatanie supresyjne. Dzigki analizom i wielu eksperymentom naukowcy wykazaty,
ze podobienstwo w procesie zakldcania funkcjonowania genu FOXP3 u ludzi oraz u myszy, przebiega
w sposdb bardzo zblizony, co pozwolito na wysnucie wnioskow, ze proces dominujgcej autotolerancji
u tych organizméw jest do siebie podobny. Wytrwato$¢ naukowcoéw w prowadzeniu badan na temat
biatka Foxp3 zaowocowata, ze czynnik ten jest teraz jednym z najbardziej wiarygodnych markerow
molekularnych naturalnych limfocytow Treg.
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Streszczenie

Apoptoza czyli programowana $mieré komorki to ztozony proces warunkujacy prawidtowe
funkcjonowanie organizmu. Proces ten jest niezbedny w czasie rozwoju embrionalnego a w okresie
dorostym umozliwia oprocz zachowania homeostazy, eliminacj¢ starych, autoreaktywnych oraz
zmutowanych komoérek. Apoptoza jest procesem czynnym wymagajacym aktywnosci wielu genow
i czynnikow. W zaleznosci od czynnika indukujgcego proces ten moze przebiega¢ kilkoma $ciezkami.
Najlepiej poznanymi regulatorami programowanej $mierci komorki sa biatka z rodziny Bcl-2 do
ktérych zalicza si¢ zardwno inhibitory jak i czynniki indukujace apoptozg. Waznym przetomem stato
si¢ odkrycie matych, zbudowanych z okoto 22 nukleotydow, endogennych, niekodujacych czasteczek
mikroRNA (miRNA), ktore stuza kontroli ekspresji gendéw na poziomie potranskrypcyjnym.
Mechanizm kontroli jest oparty na calkowitej degradacji docelowego mRNA (petlna komplementacja
zmRNA) lub represji translacji (niepetna komplementacja zmRNA). W ostatnich latach wielokrotnie
wykazano iz czasteczki miRNA moga kontrolowa¢ m.in. poszczegdlne komponenty szlakow
apoptozy w tym kluczowe czynniki jakimi sa biatka z rodziny Bcl-2. Istnieje kilka miRNA mogacych
kontrolowaé¢ m.in. biatka Bcl-2, Bcl-xL, Bax oraz Bak. Faktem jest, iz biatka nalezace do rodziny
Bcl-2 sg obiektem intensywnych badaf z uwagi na ich wazng rol¢ w nowotworzeniu. Pelne
zrozumienie mechanizméw dziatania i specyficzno$ci korelacji miedzy biatkami Bel-2 a
czasteczkami miRNA stanowi szans¢ na opracowanie nowoczesnych §rodkow leczniczych badz
istotne rozszerzenie potencjalu terapeutycznego.

1. Apoptoza

Apoptoza czyli programowana $mier¢ komorki to proces warunkujacy prawidtowe
funkcjonowanie organizmu. Proces apoptozy rozpoczyna si¢ zmianami na poziomie jadra
komoérkowego, dochodzi do kondensacji chromatyny i jej umiejscowienia pod btong komoérkows
a nastgpnie obkurczeniu jadra i fragmentacji. Kolejne etapy programowanej $mierci obejmuja
kondensacj¢ cytoplazmy, tworzenie pecherzykow na powierzchni komorki i ciatek apoptotycznych
zawierajacych organelle komorkowe, cytoplazmg¢ oraz chromatyne. Wszystkie etapy apoptozy
koncza si¢ fagocytoza utworzonych cialek apoptotycznych (Stepien i in. 2007). W zalezno$ci m.in.
od czynnika indukujacego proces apoptozy moze przebiega¢ odmiennie, przy czym najlepiej
poznanymi $ciezkami wspotdziatajacymi ze sobg s3: szlak wewnatrzkomoérkowy (mitochondrialny)
i zewnatrzkomorkowy (receptorowy). Wsrdd innych znanych szlakéw apoptozy wyrdzniamy: szlak
pseudoreceptorowy, sfingomielinowo-ceramidowy oraz szlak indukowany stresem.

1.1 Szlak mitochondrialny i receptorowy

Szlak mitochondrialny moze zosta¢ aktywowany w chwili: wzrostu stezenia reaktywnych
form tlenu (ang. ROS-reactive oxygen species), uszkodzen DNA, wzrostu stezenia jonOw wapnia oraz
w wyniku stresu oksydacyjnego (Stepien i in. 2007; Daniel 2000). Centrum tego szlaku stanowia
usytuowane na styku dwoch bton mitochondrialnych megakanaty, ktére powstaja prawdopodobnie
zporyny VDAC (ang. Voltage Dependent Anion Channel) i obwodowego receptora dla
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benzodiazepiny (ang. benzodiazepine peripheral receptor, BRP) zlokalizowanych w blonie
zewngtrznej oraz translokazy nukleotydow adeninowych (ang. Adenine Nuclotide Translocator,
ANT) wystepujacej w btonie wewngetrznej. W przypadku przedstawionego modelu megakanatow,
stres jest czynnikiem aktywujacym otwarcie kanatu, a do cytoplazmy zostaje uwolniony cytochrom
¢ (Apaf2) (Stepien i in. 2007; Gradzka 2000). Odmienna teoria zaktada permeabilizacje zewngtrznej
btony mitochondrialnej w wyniku oddziatywania biatka Bax z poryng VDAC (Stepien i in. 2007).
Trzecia hipoteza zaklada przerwanie blony zewngtrznej jedynie w wyniku dzialania ANT wraz
zZ peczniejacym matriks. W tym przypadku czynnikami sprzyjajacymi apoptozie sa m.in. biatka Bxl-
2, Bax oraz Bak oddzialujace bezposrednio z ANT oraz jony wapnia (Stegpien i in. 2007). Ostatnia
teoria zaklada dzialanie samego biatka Bax, autonomicznie tworzacego samodzielny kanal
regulowany przez biatko Bid oraz tBid (Stepien i in. 2007).

Szlak mitochondrialny niezaleznie od teorii powstania i struktury megakanatu, opiera si¢ na
uwolnieniu cytochromu ¢, potaczeniu z czynnikiem Apafl i nieaktywna kaspaza 9 co prowadzi do
powstania apoptosomu aktywujacego kaspaze 9. Aktywna kaspaza 9 aktywuje kolejne kaspazy
wykonawcze z nastgpowa proteoliza biatek i charakterystycznymi dla apoptozy zmianami
morfologicznymi. (Stepien i in. 2007; Gradzka 2000). Najliczniejszymi i najlepiej poznanymi
regulatorami szlaku wewnetrznego sa biatka z rodziny Bcl-2, ktore dzieli si¢ na proapoptotyczne (Bid,
Bad, Bak, Bax, Noxa) jak i wykazujace dziatanie inhibujace proces apoptozy (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w,
Mcl-1) (Stepien i in. 2007; Borner 2003). Ponadto czynnikami hamujacymi dziatanie kaspaz 3, 719
sa biatka z rodziny inhibitora apoptozy IAP (ang. Inhibitor of apoptosis protein) a takze
proapoptotyczne biatko p53 bedace jednym z wazniejszych biatek w szlaku apoptotycznym. Biatko
p53 wplywa pobudzajaco na uwalnianie cytochromu c a takze wzrost przepuszczalnosci blony
mitochondrialnej poprzez wzrost ekspresji genow kodujacych biatka zalezne od p53 czyli Puma,
Noxa, Bax oraz Apaf-1. p53 moze ponadto hamowa¢ ekspresje biatek wptywajacych na wyciszenie
ekspresji biatek antyapoptotycznych (Stepien i in. 2007; Vousden i Lu 2002).

Zewnatrzpochodny szlak programowanej $mierci komoérki opiera si¢ na gtownej roli
ligandow oraz receptorow btonowych. Do receptorow zalicza si¢ nadrodziny receptorow TNF (ang.
tumor necrosis factor) do ktorych naleza: Fas/CD95/Apol, TRAIL/Apo2, TNFR1 oraz TNFR2
zbudowane z domeny cytoplazmatycznej, transbtonowej oraz zewnatrzkomoérkowej. Zwiazanie
liganda odpowiedniego dla danego receptora m.in. FasL, TRIAL/Apo2L oraz TNF-a wyzwala
kaskade sygnatow przekazywanych najpierw do biatka adaptorowego FADD, ktore dzigki obecnos$ci
domeny DED tgczy si¢ z domenami DED kaspaz 8 lub 10 (Stgpien i in. 2007). Wskazane kaspazy
zapoczatkowuja kaskade dziatan kolejnych kaspaz wykonawczych prowadzacych ostatecznie do
$mierci komorki (Stepien i in. 2007).

1.2 Szlak sfingomielinowo-ceramidowy, pseudoreceptorowy oraz siateczkowy

Szlak sfingomielinowo-ceramidowy wigze si¢ z polaczeniem odpowiedniego liganda
z receptorem rodziny TNF, wzrostem ceramidow w komorce i w efekcie z aktywacja obojetnej lub
kwasnej sfingomielinazy tngcej sfingomieling na ceramid i fosfocholing (Stepien i in. 2007; Lin i in.
2006). Ceramid, uznany jako wtorny przekaznik $mierci, moze aktywowa¢ m.in. kaskady kinaz
SAPK/INK (ang. stress associated protein kinase/ Jun N-terminal kinase), MAPK (ang. mitogen-
activated protein kinases), kinazy CAPK (ang. ceramide-activated protein kinases), fosfolipaze A
oraz fosfatazg CAPP (ang. ceramide-activated protein phosphatase) (Stepien i in. 2007; Perry 1999).
Ceramidy majg rowniez zdolno$¢ aktywacji $Sciezki mitochondrialnej poprzez znaczacy wzrost
uwalniania cytochromu c oraz przepuszczalnosci btony mitochondrialnej (Stgpien i in. 2007).

W szlak pseudoreceptorowy zaangazowane sg dwa biatka — perforyna oraz granzym B
wytwarzane przez cytotoksyczne komorki uktadu immunologicznego (neutrofile, komoérki NK oraz
limfocyty T cytotoksyczne). Po rozpoznaniu komorki docelowej, z komorki cytotoksycznej dochodzi
do przemieszczenia ziarnistoSci cytotoksycznych i degranulacji. Uwalniane perforyny ulegaja
wbudowaniu w btong komdrkowa i polimeryzacji tworzac kanal umozliwiajacy swobodny przepltyw
jonow. Zjawisko to prowadzi do pojawienia si¢ niestabilno$ci komorki, utraty energii, niszczenia
materialu  genetycznego oraz zaburzenia osmotycznosci. Innym elementem szlaku
pseudoreceptorowego sa granzymy (ang. granule-associated enzymes), ktorych rola polega na
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indukcji polimeryzacji perforyn, nastgpnie wnikaniu do wngtrza komorki poprzez kanaty utworzone
przez perforyny i w ostatecznosci do degradacji organelli komérkowych oraz bialek cytosolowych
i integralnych struktury. Ponadto granzymy wykazuja zdolno$¢ degradacji biatek chromatyny
(Paduch i in. 2015).

Szlak siateczkowy jest aktywowany zaburzeniami réwnowagi jonowej a takze
nagromadzeniem nieprawidtowo zmodyfikowanych lub sfaldowanych biatek, ktére w wyniku tego
nie sa eksportowane z siateczki $rodplazmatycznej. Zlokalizowana w blonach retikulum
endoplazmatycznego kaspaza 12, odgrywa gldwna rol¢ w programowanej $§mierci komorki. Kaspaza
12 wykazuje bowiem bezposrednie dziatanie indukujace kaspazy wykonawcze, w tym kaspaze 7
i kaspaze 8 prowadzac tym samym do apoptozy komoérki (Paduch i in. 2015; Breckeridge i in. 2003).

2. MikroRNA

Czasteczki mikroRNA (miRNA) to niekodujace czasteczki tworzace silnie konserwatywna
grupe RNA, wykazujacg post-transkrypcyjng regulacje wyciszajaca geny w wyniku bezposredniej
interakcji z docelowymi czgsteczkami matrycowego RNA (mRNA) (Ziaja i Pawliczak 2017).
Endogenne czasteczki miRNA sg zbudowane z 22 nukleotyddw a proces ich powstawania jest
wieloetapowy 1 zaczyna si¢ w jadrze komorkowym powstaniem pierwotnych transkryptow (pri-
miRNA) w wyniku dziatania polimerazy RNA II. Powstale poliadenylowane transkrypty ulegaja
katalitycznemu cigciu pod wplywem endonukleolitycznego kompleksu enzymatycznego Drosha
w ktorego sktad wehodzi biatko DGCRS oraz RNaza I11. Proces ten skutkuje powstaniem pre-miRNA
o dhugosci okoto 70 nukleotydow (Ziaja i Pawliczak 2017; Du i Zamore 2005). Prekursorowa
czasteczka miRNA jest transportowana do cytoplazmy za posrednictwem transportera — eksportyny-
5 oraz jadrowego biatka Ran-GTP (ang. GTP-binding nuclear protein Ran) (Ziaja i Pawliczak 2017;
Du iZamore 2005). W kolejnym etapie endorybonukleaza Dicer przeprowadza seri¢ cigé
katalitycznych prowadzacych do powstania dupleksow miRNA/miRNA*. Jedna z nici ulega
degradacji a druga zostaje wlagczona do kompleksu RISC co poprzedza potaczenie miRNA z biatkiem
AGO2, ktére rowniez wchodzi w kompleks RISC (Ziaja i Pawliczak 2017; Du i Zamore 2005).
Powstaty kompleks miRNA-AGO2-RISC jest zdolny do hamowania docelowego genu. Wazna jest
obecnos¢ tzw. seed region o dlugosci 6 nukleotydéw, ktore dzieki komplementarno$ci tacza sie
z sekwencja docelowego mRNA w pozycji 2-7 od konca 5" miRNA. Dzigki temu iz jest to krotka
sekwencja, istnieje mozliwo$¢ wptywu czasteczek miRNA na ekspresje wigcej niz jednego genu
(Ziaja i Pawliczak 2017; Du i Zamore 2005).

Mechanizm dziatania miRNA opiera si¢ na dwoch szlakach represji genow zaleznie od
stopnia komplementarnosci z docelowym mRNA. W sytuacji braku rozleglej komplementarnosci
miRNA w stosunku do docelowego mRNA, utworzony kompleks miRNA-AGO2-RISC wykazuje
jedynie zdolno$¢ inhibicji translacji. W przypadku peinej komplementarno$ci miRNA z mRNA,
kompleks degraduje matrycowe RNA. Ponadto miRNA wykazuje zdolno$¢ kontroli wielu procesow
komoérkowych w tym kontroluje metabolizm, sygnalizacje, wzrost i roznicowanie a takze uczestniczy
w nowotworzeniu i procesach zapalnych (Ziaja i Pawliczak 2017).

MiRNA wystepuje w wielu ptynach ustrojowych takich jak osocze, surowica, $lina i cechuje
si¢ znaczng odpornosciag na temperaturg¢, pH czy dziatanie wielu endogennych i egzogennych
rybonukleaz. Z punktu widzenia diagnostycznego oraz terapeutycznego czasteczki miRNA moga
stanowi¢ doskonate biomarkery. Szczegdlnie wazne jest znalezienie potencjalnych, nieinwazyjnych
biomarkero6w umozliwiajacych wczesna diagnostyke i wdrozenie celowanej terapii we wezesnym
stadium choréb nowotworowych. Od chwili odkrycia czasteczek miRNA, pracuje si¢ nad
zrozumieniem mechanizmu ich oddziatywania na wazne punkty kontrolne m.in. procesu apoptozy,
bedacego kluczowym w rozwoju nowotworow. Jak wykazano miRNA moze kontrolowaé $mierc
komorki na wielu etapach, w tym na poziomie szlaku mitochondrialnego ze szczegdlnym
uwzglednieniem biatek rodziny Bcl-2.

2.1 Struktura i funkcja biatek rodziny Bcl-2

Wspomniane biatka z rodziny Bcl-2 to grupa produktéw onkogenow nie wptywajacych na
proliferacje komorkowg ale na proces $mierci komorki. Wszystkie biatka nalezace do tej rodziny
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charakteryzuja si¢ co najmniej jedng identyczng domeng homologii z Bcl-2: BH1, BH2, BH3 oraz
BH4. Domeny te wystepuja tylko w biatkach antyapoptotycznych, natomiast w biatkach
proapoptotycznych takich jak Bid czy Bad wystepuje tylko domena BH3. Bialka z rodziny Bcl-2 maja
w swojej strukturze C-koncowg transblonowa sekwencj¢ sygnalno-zakotwiczajaca, ulatwiajaca
przylaczenie do bton takich organelli jak: retikulum endoplazmatyczne, mitochondrium oraz
zewngtrzna otoczka jadra komorkowego (Rupniewska i Bojarska-Junak 2004).

Biatka nalezgce do omawianej rodziny dzieli si¢ na trzy grupy, w zaleznosci od ich funkcji
i struktury (Rupniewska i Bojarska-Junak 2004):

I Biatka antyapoptotyczne: Bel-2, Bel-xi, Mcl-1, majace wszystkie cztery domeny BH
oraz sekwencj¢ zakotwiczajaca.

1. Bialka proapoptotyczne m.in. Bak, Bax majace sekwencje BH1, BH2, BH3 oraz biatko
Bcl-xs majace sekwencje BH1, BH2, BH3, BH4 (tzw. ang. multidomain proapoptotic
proteins) Wszystkie biatka tej grupy zawierajg transbtonowa sekwencje sygnalno-
zakotwiczajaca.

I1. Biatka proapoptotyczne majgce w strukturze tylko domene¢ BH (ang. BH3 - only
proteins). Biatka grupy trzeciej dzieli si¢ ze wzgledu na brak (Bad, Bid) lub obecnos¢
transbtonowej sekwencji sygnalno-zakotwiczajacej (Bik, Blk, Bim).

Domena BH3 w strukturze biatek proapoptotycznych wykazuje wihasciwosci indukujace
$mier¢ komorki. Ponadto interakcja tej domeny ze szczeling utworzong z pozostatych domen (BH1,
BH2, BH3) biatek blokujacych apoptoze powoduje neutralizacje¢ biatek sprzyjajacych apoptozie
(Opiela i Katska-Ksigzkiewicz 2006; Borner 2003).

Biatka Bcl-2 majg zdolnos¢ do heterodimeryzacji co jest kluczowe w kontroli $mierci i zycia
komorki. Proces apoptozy jest konsekwencjg aktywacji kaspaz przy wspotudziale receptoréw $§mierci
i czynnikow mitochondrialnych. Indukcja apoptozy czesto nastepuje w przypadku wzbudzenia
i modyfikacji biatek zawierajacych tylko domeng BH3. Ponadto biatka nalezace do grupy trzeciej
ulatwiaja tworzenie heterodimerycznych kompleksow z biatkami zaklasyfikowanymi do grupy
drugiej czyli zawierajacymi wiecej niz jedng domene BH (Opiela i Katska-Ksigzkiewicz 2006; Borner
2003).

Wiadomo, iz biatka indukujace apoptoze sprzyjaja tworzeniu kanatéw jonowych lub poréw
w Dblonie mitochondrialnej co skutkuje uwalnianiem do cytozolu kolejnych czynnikow
proapototycznych takich jak: endonukleazy G, biatko Smac/DIABLO, czynnik AIF oraz jeden
Z najwazniejszych czynnikow mitochondrialnego szlaku apoptotycznego — cytochrom c (Opiela
i Katska-Ksigzkiewicz 2006). Zahamowanie naptywu czynnikow proapoptotycznych do cytozolu
moze zosta¢ wstrzymane przez biatka antyapoptotyczne a relacja iloSciowa tych dwoch rodzajow
biatek z rodziny BCI-2 decyduje o tym czy komorka ulegnie zniszczeniu czy przezyciu (Opiela
i Katska-Ksigzkiewicz 2006).

2.2 MikroRNA w regulacji czynnosci pro- i antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2

Wiele badan wskazuje na znaczaca role mikroRNA w regulacji wewngtrznego szlaku
apoptotycznego. Jednym z biatek rodziny BCL-2 nalezacym do grupy proapoptotycznych jest biatko
Bax. Jak wskazuja badania Hamada i wsp. (Hamada i in. 2014) czasteczki miR-365 moga wywierac¢
ukierunkowany wplyw na przezycie komorek inwazyjnego, przewodowego gruczolakoraka trzustki.
Stwierdzono istotnie zwigkszong ekspresje czasteczek miR-365, co moze sugerowaé bezposrednie
celowanie w biatko SHC1 (ang. SHC-transforming protein 1) oraz biatko Bax promujace apoptoze.
Autorzy wykazali, ze proces ten znaczgco wptywa na oporno$¢ komorek rakowych na gemcytabing
— organiczny zwigzek chemiczny o wlasciwosciach proapoptotycznych, tym samym dokumentujac,
iz 0§ miR-365/SHC1/BAX promuje przezycie komoérek raka trzustki (Hamada i in. 2014).

Kolejne badania wykazaly, ze inna czasteczka — miR-125b odgrywa wazna rolg
W nowotworzeniu oraz opornosci na leki. Zhou i wsp. (Zhou i in. 2010) poddali badaniu komorki
rakowe oporne na paklitaksel (taksol) — antymitotyczny zwiazek uniemozliwiajacy rozdzielenie
chromatyd siostrzanych a tym samym blokujacy wedrowke chromatyd do biegunéw podczas podziatu
komork, co skutkuje zaburzeniem mitozy i1 $miercig komorki. W komorkach tych wykazano
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zwigkszony poziom m.in. czgsteczki miR-125b, ktéra powodowata wyrazne zahamowanie apoptozy
i cytotoksycznosci indukowanej przez taksol w komoérkach rakowych. Najwazniejszym odkryciem
byt fakt, iz bezposrednim celem miR-125b jest biatko Bakl, ktérego ekspresja byta ttumiona a tym
samym hamowany byt proces apoptozy (Zhou i in. 2010).

Regulacja przez czasteczki miRNA dotyczy rowniez biatka BC1-2 — pierwszego odkrytego
biatka z omawianej rodziny, od ktdrego zostala przyjeta jej nazwa. Wykazano m.in. role¢ miR-15a
i MiR-16-1 w regulacji ekspresji genu kodujacego biatko Bcl-2 w przewlektej biataczce limfocytowej
(ang. Chronic lymphocytic leukemia, CLL). Cimmino i wsp. (Cimmino i in. 2005) wykazali, iz
w komoérkach B CLL dochodzi do obnizenia poziomu czasteczek miR-15a oraz miR-16-1 a tym
samym nadekspresji genu biatka Bcl-2 co promuje zlosliwa transformacje komorkowa.
Whnioskowano, ze dzialanie omawianych miRNA poprzez obnizenie poziomu biatka Bcl-2 jest
wystarczajace do normalizacji procesu apoptozy w komorkach nowotworowych (Cimmino i in.
2005). Kolejnym supresorem biatka Bcl-2 jest miR-204. Badania przeprowadzone przez Li i wsp. (Li
N. i in 2019) na komdrkach raka szyjki macicy wykazaty, iz ekspresja miR-204 byla znaczaco
obnizona, a w wyniku transfekcji miR-204 doszto do indukcji apoptozy. Nadekspresja miR-204
zmniejszyta ekspresje biatka Bcl-2 a takze zwickszyta ekspresje proapoptotycznego bialka Bax.
Whioskowano wigc, ze miR-204 moze hamowaé proliferacj¢ a takze indukowaé apoptoze
w komorkach raka szyjki macicy (Li N. i in 2019). MiR-148a to kolejna czasteczka ktorej celem jest
antyapoptotyczne biatko Bcl-2. Wykazano, iz miR-148a moze by¢ nie tylko supresorem komorek
raka trzustki ale rowniez znaczgco promowac apoptoze¢ komoérek poprzez celowanie w biatko Bcel-2
(Zhang H. i in. 2011). Zaobserwowano ponadto, ze Bcl-2 jest celem dla miR-24-2, ktérego
nadekspresja powoduje, iz komorki sa nadwrazliwe na leki wptywajace uszkadzajaco na DNA,
promujac apoptoze. Sugeruje to, ze skojarzenie terapii lekami przeciwnowotworowymi z miR-24-2
moze zapewni¢ nowg Sciezke w walce z nowotworami (Srivastava i in. 2011). Kolejnym miRNA
celujacym w omawiang antyapoptotyczng czasteczke jest miR-497 bedaca przedmiotem badan Wei
i wsp. (Wei i in. 2015). Autorzy badajac potencjalny cel miR-497 na podstawie poziomu jego
ekspresji w komodrkach raka piersi wykazali znaczace zmniejszenie ekspresji tej czasteczki
w probkach poddanych analizie. Ponadto jej nadekspresja thumita proliferacje a takze indukowata
apoptoze. Wykazano takze odwrotng korelacje z ekspresja Bel-2 co ttumaczy, ze miR-497 negatywnie
reguluje to biatko na poziomie potranskrypcyjnym (Wei i in. 2015).

W szeregu biatek antyapoptotycznych wystepuje rowniez biatko Bcl-xI — kolejny cel
czasteczek mikroRNA badany m.in. w glejaku wielopostaciowym gdzie dwa dojrzate produkty miR-
491 (miR-491-5p, miR-491-3p) wykazaly ujemna regulacj¢ (Li X i in. 2015). Na podstawie
przeprowadzonych badan wnioskuje sig, iz oba produkty hamujg proliferacje linii komorek glejaka
oraz upo$ledzaja namnazanie komorek macierzystych glejaka, natomiast tylko miR-491-5p celuje
bezposrednio w ekspresje mRNA biatka Bcel-x1 (Li X. i in. 2015). Biatko to jest rowniez pod $cista
kontrolg miR-133, ktérego obnizony poziom wykazano w komorkach raka zotadka. Wazne jest, iz
przywrocenie ekspresji miR-133, hamuje proliferacj¢ komorek nowotworowych. Ponadto ta
czasteczka miRNA celuje rowniez w inng antyapoptotyczng czasteczke nalezaca do tej samej rodziny
— Mcl-1. Tym samym ujawniono szczegélng rola kolejnego supresora mogacego odegra¢ rolg
w mechanizmie terapeutycznym (Liu i in. 2015). Dodatkowo wskazuje si¢ miR-608 jako supresor
rzadkiego nowotworu ztosliwego — struniaka (ang. chordoma), ktorego cel stanowi m.in. Bcl-xI
(Zhang Y. iin. 2014).

3. Podsumowanie

Apoptoza jest jednym z najwazniejszych zjawisk zapewniajacych prawidlowe
funkcjonowanie komorek oraz przebieg wielu procesow fizjologicznych w tym: funkcjonowanie
systemu immunologicznego, utrzymanie homeostazy czy rozwoj embrionalny. Zaleznie od czynnika
indukujacego proces apoptozy moze przebiega¢ réznymi Sciezkami, z czego najwazniejszymi sa
szlaki mitochondrialny i receptorowy. Jednymi z wazniejszych czynnikow regulujacych sg biatka
nalezace do duzej rodziny o nazwie Bcl-2 w sktad ktérej wehodzg zar6wno czynniki proapoptotyczne
(m.in. Bid, Bak, Bax, NOXA, PUMA) jak i antyapoptotyczne (m.in. Bcl-2, Bcl-xI, mcl-2, Bcl-w).
Same biatka sg jednakze celami dla innych czynnikow kontrolnych. W ostatnich latach zwroécono
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szczegblng uwage na male, niekodujace, endogenne czasteczki mikroRNA regulujace
postranskrypcyjne wyciszanie genéw dzigki interakcji miRNA z czasteczkami matrycowego RNA.
Okazuje sig, iz celem dla miRNA sg réwniez biatka z rodziny Bcl-2. Biologia czasteczek miRNA nie
jest wciaz poznana jednakze nie ulega watpliwosci, ze czasteczki te wykazuja ogromny wplyw nie
tylko na procesy fizjologiczne, ale rowniez na procesy patologiczne. Waznym elementem jest
obecno$¢ i stabilnos¢ miRNA we krwi, ktéory stanowi szans¢ na uzyskanie potencjalnych
nieinwazyjnych biomarkeréw wielu schorzen. Przeprowadzane od kilku lat badania pozwalaja
przypuszczac, iz okreslenie molekularnych mechanizméw wspoétdziatania czasteczek mikroRNA
i biatek Bcl-2 oraz okreslenie ich specyficznosci stanowi perspektywe do wykazania ich przydatnosci
terapeutycznej. Zrozumienie zachodzacych proceséw oraz opracowanie srodkow celowanych moze
sta¢ si¢ istotne dla rozszerzenia potencjatu terapeutycznego.
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Streszczenie

Biatka inhibitorowe apoptozy (ang. inhibitor of apoptosis protein, IAP) sg polipeptydami
nalezacymi do grupy zwigzkoéw antyapoptotycznych, ktdre tworzac zwiazki z innymi sktadowymi
programowanej $mierci komorki, zaburzaja ich funkcjonowanie. Rodzina biatek IAP obejmuje biatka
podzielone na trzy klasy: klasa I - XIAP, clAP-1, clAP-2, liwina, ILP-2, klasa Il - biatko NAIP oraz
klasa III obejmujgca surwiwing oraz BRUCE/Apollon. Waznym krokiem okazato si¢
zidentyfikowanie grupy antagonistow IAP do ktérych naleza: Smac/DIABLO, HtrA2/Omi oraz
XAF1. Ze wzglgdu na wazna rolg jaka odgrywa ta grupa biatek w apoptozie, uznaje sie, iz moga by¢
kluczowym elementem w rozwoju choréb nowotworowych w tym w jednej z chor6b rozrostowych
uktadu krwiotworczego — ostrej bialaczce szpikowej (ang. acute myeloid leukemia, AML).
Przeprowadzone dotychczas badania wskazujg na istotny udzial IAP w procesie transformacji
nowotworowej komorek biataczkowych. W niniejszej pracy zwrocono szczegdlng uwage na udziat
biatek XIAP, cIAP-1, clAP-2, liwiny oraz surwiwiny a takze rol¢ antagonistow |AP- biatka
Smac/DIABLO oraz HtrA2 w rozwoju AML. Bioragc pod uwage zaburzenia ekspresji wszystkich
wspomnianych biatek, uzasadnionym wydaje si¢ prowadzenie kompleksowych badan majacych na
celu doktadne poznanie mechanizméw dziatania IAP oraz zalezno$ci pomiedzy ich ekspresja
u chorych na AML celem udoskonalenia schematow terapeutycznych.

1. Bialka inhibitorowe apoptozy

Biatka inhibitorowe apoptozy (ang. inhibitor of apoptosis protein, IAP) to polipeptydy
zaliczane do grupy inhibitoréw programowanej $mierci komorki tworzace kompleksy z innymi
biatkami bioracymi udzial w procesach apoptotycznych m.in. antagonistami IAP, czynnikami
transkrypcyjnymi, kaspazami czy bialkami adaptorowymi. W wyniku interakcji z innymi biatkami,
IAP zaklocaja sygnaty apoptotyczne przekazywane przez te czynniki (Grzybowska-lzydorczyk
i Smolewski 2009).

1.1 Struktura biatek inhibitorowych apoptozy

Biatka inhibitorowe apoptozy sa zbudowane z lancuchow liczacych od 150 do 1500
aminokwasow. Cechg wyr6zniajaca t¢ grupe¢ biatek jest obecnos¢ dwoch motywow sekwencyjnych:
domeny RING (ang. really interesting new gene) na C-koncu oraz domeny BIR (ang. baculoviral
IAP-like repeats) na N-koncu czasteczki. Domena BIR jest zbudowana z okoto 70 reszt
aminokwasowych a wérdd nich wystepuja sekwencje CysX6His oraz CysX2Cys, co $wiadczy
0 mozliwo$ci wigzania jondOw cynkowych (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009). Domena
RING ma strukturg palca cynkowego (ang. RING zinc finger, RZF) i wykazuje aktywno$¢ ligazy E3
ubikwityna-biatko wykazujac zdolno$¢ ubikwitynacji bialek docelowych oraz autoubikwitynacji.
Ubikwitynacja to proces modyfikacji bialek docelowych poprzez przytaczenie jednej ubikwityny,
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badz kilku czasteczek co prowadzi do degradacji ubikwitynowanego biatka w proteasomie 26S.
Monoubikwitynacja prowadzi zazwyczaj do wyciszenia genu, naprawy DNA lub przenoszenia
sygnatu. W opisanym procesie biorg udzial enzymy zawierajace domene¢ UBC (ang. Ubiquitin-
conjugating domain) z resztami cysteinowymi. Ponadto, proces ubikwitynacji wymaga obecnosci
ATP (adenozyno-5'-trifosforan) (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009; Jesenberger i Jentsch
2002).

1.2 Podziat bialek IAP

Do rodziny biatek inhibitorowych apoptozy nalezy osiem biatek podzielonych na trzy klasy
w zalezno$ci od obecnos$ci lub braku domeny RZF oraz homologii domeny BIR (Grzybowska-
Izydorczyk i Smolewski 2009).

Klasa I biatek IAP

Do pierwszej klasy nalezy pig¢ biatek: (XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, liwina), ktorych cecha
charakterystyczng jest obecnos¢ domeny RZF. W biatkach cIAP1, cIAP2 oraz XIAP wystepuja
ponadto, trzy domeny BIR, a w biatkach ILP2 oraz liwinie wystepuje jedna domena BIR o znacznej
homologii do domeny BIR3 pozostatych biatek z tej grupy (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski
2009).

Biatka XIAP sa to najefektywniejsze poznane inhibitory apoptozy, w ktdrych strukturze
wystepuja trzy domeny BIR, a ponadto majg mozliwo$¢ inicjacji kaspaz wykonawczych oraz kaspazy
9. Wiadomo, iz domena BIR-2 wykazuje aktywno$¢ hamowania kaspaz 3 oraz 7 a region tgcznikowy
pomiedzy domenami BIR1 a BIR2 stanowi przestrzenng przeszkode zakrywajaca miejsca aktywne
kaspaz 3 oraz 7 przed substratami (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009; Huang i in. 2001).
Biatko XIAP moze réwniez hamowac¢ apoptozg poprzez tworzenie komplekséw z kinaza TAK1 (ang.
Transforming growth factor beta-activated kinase 1) oraz jej kofaktorem TAB1 (ang. TGF-beta
activated kinase 1 (MAP3K7) binding protein 1) prowadzac do aktywacji kinazy JNK (ang. Jun-N-
termianl kinase), ktora z kolei aktywuje fosforylacje kinazy MAP (ang. mitogen-activated protein
kinase) z ostateczng aktywacjg czynnika NF-kB (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009; Sanna
i in. 2002). Ponadto, biatko to ma zdolno$¢ hamowania apoptozy indukowanej: czynnikiem martwicy
nowotworu (ang. tumor necrosis factor, TNF), antygenem powierzchniowym zwigzanym z FS-7
(ang. FS-7 associated surface antygen, Fas), lekami oraz promieniowaniem radioaktywnym
(Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009).

Biatka cIAP1 oraz cIAP2, wsrdd pozostatych biatek klasy I wyrdznia obecno$¢ domeny
CARD (ang. caspase recruitment domain), ktora wystepuje miedzy domenami BIR oraz RZF.
Omawiane biatka rowniez wykazuja zdolno$¢ hamowania kaspaz 3 i 7 a takze wigzania i hamowania
kaspaz 1, 6 oraz 8. Ponadto, wykazuja one dziatanie na receptorowej §ciezce apoptozy poprzez biatka
adaptorowe wigzace si¢ z TNF-R: TRAF1 oraz TRAF2 (ang. TNF receptor-associated factors 1 i 2),
czego wynikiem jest zniesienie proteolizy prokaspazy 8. Biatko cIAP1 moze interferowac
Z czynnoscig surwiwiny. Regulacja cIAP2 odbywa si¢ rowniez za posrednictwem czynnika NFxB
(Grzybowska-Izydorczyk i Smolewski 2009).

Liwina oraz ILP-2 to biatka wyrdzniajace sie obecnoscig tylko jednej domeny BIR. Liwina
wystepuje w postaci dwoch izoform a i B. Jej obecnos¢ u dorostego cztowieka fizjologicznie
wykazano tylko w tozysku, natomiast patologicznie w kilku nowotworowych liniach komorkowych.
Liwina wystepuje takze w rozwijajacych si¢ tkankach. Biatko hamuje apoptoze zaréwno poprzez
wplyw na $ciezk¢ mitochondrialng, jak i receptorowa poprzez blokowanie kaspazy 3, 7 a takze
kaspazy 9 (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009; Kasof i Gomes 2001).

Klasa II biatek IAP

Do II klasy IAP nalezy tylko biatko NAIP, ktore pod wzgledem strukturalnym
charakteryzuje si¢ obecnoscia tylko trzech domen BIR i brakiem domeny RZF. Szczegdlna struktura
w NAIP jest obecna na

C-koncu domena NOD (ang. nucleotide—binding oligomeryzation domain) z obecnym
skupiskiem 14 powtérzen bogatych w leucyne (ang. leucine rich repeats, LRRs) wystepujacych po
NOD. NAIP ze wzglgdu na obecnos¢ LRRs wigzacego lipopolisacharydy wewnatrzkomoérkowe
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wydzielane przez bakterie, uczestnicza w odpowiedzi gospodarza na wewnatrzkomorkowe zakazenia
bakteryjne zwigzane z wytwarzaniem cytokin i aktywacja NFkB (Grzybowska-lzydorczyk
i Smolewski 2009).

Klasa III bialek IAP

Biatka zakwalifikowane do III klasy to surwiwina oraz BRUCE (Apollon), ktore posiadajg
W swojej strukturze tylko jedng domene BIR i brak domeny RZF. Sugeruje si¢, iz biatka te bardziej
niz w apoptozie, uczestnicza w regulacji podzialow komoérkowych (Grzybowska-lzydorczyk
i Smolewski 2009).

Ekspresja surwiwiny jest $cile zwigzana z cyklem komérkowym a glownie z fazg Go/M.
Struktura tego biatka $cisle odpowiada jego zdolno$ciom antyapoptotycznym. Wykazuje ono
podobienstwo do biatka XIAP, jednakze posiada tylko jedng domen¢ BIR na N-koncu podobna
strukturg do domeny BIR3 biatka XIAP. Prawdopodobnie, dzigki temu hamuje kaspaze 9. Sugeruje
si¢, iz moze hamowaé rowniez posrednio aktywnos$¢ kaspazy 3 poprzez Sciezke cyklino-zaleznego
inhibitora kinazy p21WAFYCIPL jednakze wcigz trwajg badania nad innym mozliwym mechanizmem
inhibujacego dziatania surwiwiny na kaspaze 3 (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009; Fukuda
i in. 2004). Przeciwnie do pozostatych biatek IAP, surwiwina nie posiada domeny RING o strukturze
palca cynkowego na C-koncu, a charakterystyczna cechg jest wystepujacy w tym regionie motyw
alfa-helikalny (ang. alfa-helical coiled-coil) wchodzacy w interakcje z mikrotubuling (Grzybowska-
Izydorczyk i Smolewski 2009; Li F. i in. 1998). Innym antyapoptotycznym mechanizmem dziatania
surwiwiny jest translokacja jadrowa czynnika indukcji apoptozy (ang. apoptosis inducing factor,
AIF), ktory wptywa na fragmentacj¢ DNA niezaleznie od kaspaz. Surwiwina moze réwniez hamowac
apoptoze poprzez zniesienie fazy G1 i S cyklu komérkowego (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski
2009; Suzuki A. i in. 2000). Na uwage zastuguje fakt, iz nadekspresj¢ surwiwiny stwierdzono
w wiekszosci ludzkich nowotworéw, natomiast w zréoznicowanych komorkach biatko to jest nie
wykrywane (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009).

Drugim biatkiem zaliczanym do klasy III jest BRUCE, bedace duzym biatkiem btonowym
o strukturze podobnej do surwiwiny, jednak na C-koncu posiada domene UBC wiazaca ubikwityng.
Mozna wigc sugerowac, iz BRUCE dziata jako ligaza ubikwitynowa E3 (Grzybowska-lzydorczyk
i Smolewski 2009). Omawiane antyapoptotyczne biatko poprzez domeng BIR znosi proces apoptozy.
Glownie sugeruje si¢, iz BRUCE dziata jako chimeryczny enzym E2/E3 na biatka Smac/DIABLO
(ang. second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP — binding protein with low pl),
kaspazy 9 oraz proteazy serynowe HtrA2/Omi (ang. high temperature requirement A2) powodujac
jego ubikwitynacje oraz degradacje w proteasomie (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009; Qiu
i Goldberg 2005; Sekine i in. 2005).

1.3 Antagonisci biatek inhibitorowych apoptozy

Zidentyfikowano rowniez grupg bialek wykazujacych dziatanie antagonistyczne wobec
biatek IAP. Obecnie sa znane trzy biatka, ktére moga bezposrednio oddziatywa¢ z omawiang grupa
biatek antyapoptotycznych: Smac/DIABLO, HtrA2/Omi oraz XAF1 (Grzybowska-lzydorczyk
i Smolewski 2009).

Smac/DIABLO, dotychczas najlepiej poznane bialko antagonistyczne wobec IAP,
syntetyzowane w postaci cytozolowych czasteczek prekursorowych w mitochonrium, ktére ulegaja
proteolitycznej modyfikacji w dojrzate biatka. Dojrzate biatko wraz z cytochromem c zostaje
uwolnione do cytozolu, gdzie oddziatuje z biatkami IAP — XIAP, clAP-1, clAP-2 i surwiwing.
Charakterystyczng strukturg tego biatka jest obecno$¢ motywu wiazacego IAP (ang. IAP binding
motif, IBM) na N-koncu. Motyw IBM umozliwia wigzanie Smac/DIABLO z domeng BIR, co
prowadzi do stymulacji autoubikwitynacji i degradacji IAP badZz aktywacji kaspaz (Grzybowska-
Izydorczyk i Smolewski 2009; Srinivasula i in. 2001).

Biatko HtrA2/Omi to proteaza serynowa, syntetyzowana z prekursora zwierajacego N-
koncowy sygnal lokalizacji mitochondrialnej (ang. mitochondrial localization signal, MLS).
Czynniki apoptotyczne stymulujg transport HtrA2/Omi do cytozolu. Z wykorzystaniem domeny IBM
wchodzi ono w interakcje zbiatkiem XIAP a doktadniej z domeng BIR3, podobnie jak
Smac/DIABLO. W tej interakcji wazna role odgrywa alanina, ktora jako cze$¢ motywu Ala-Val-Pro-
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Ser. HtrA2/0Omi moze by¢ odpowiedzialna za degradacje proteolityczna nie tylko biatka XIAP ale
réwniez cIAP-1 oraz clAP-2 (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009; Suzuki Y. i in. 2004).

XAF1 to kolejne bialko zakwalifikowane do grupy antagonistow IAP, zdolne do
przylaczania i bezposredniej interakcji z XIAP, a takze z clAP-1, clAP-2, NAIP oraz liwing. XAF1
to biatko jadrowe zbudowane z 301 aminokwasow, ktorego struktura charakteryzuje si¢ obecno$cia
motywu RZF, czyli struktury palca cynkowego w odcinku N-koncowym, umozliwiajgcym interakcje
z innymi biatkami. Natomiast kluczowy dla funkcji proapoptotycznej jest fragment C-konicowy.
Obecnie znane sg trzy transkrypty omawianego biatka — XAF1A, XAF1B oraz XAF1C. Wiadomo,
iz XAF1 moze znosi¢ hamowanie przez XIAP kaspazy 3 (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009;
Straszewski-Chavez i in. 2007).

2. Ostra bialaczka szpikowa

Ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML) to choroba rozrostowa
uktadu krwiotworczego charakteryzujaca si¢ klonalng proliferacja 1 gromadzeniem si¢
morfologicznie i1 czynnosciowo niedojrzatych blastow. Niedojrzate komorki wywodza sie¢
z transformatowanej, prekursorowej nowotworowej komoérki hematopoetycznej. Nieprawidtowe
komorki wypieraja prawidlowe linie komoérkowe powodujac wystapieniec matoptytkowosci,
niedokrwistosci i obnizenie liczby neutrofilii (Kata i Kyrcz-Krzemien 2011). W 2008 roku Swiatowa
Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) zaproponowata podziat AML ze
wzgledu na modyfikacje morfologiczne, immunofenotypowe i kliniczne oraz nieprawidtowosci
cytogenetyczne i molekularne (Vardiman i in. 2009; Kata i Kyrcz-Krzemien 2011). Podziat AML
przedstawiono w Tabeli 1.

Tab.1. Ostre biataczki szpikowe (AML) wedtug klasyfikacji WHO z 2008 roku (zrédto: Vardiman
i in. 2009; Kata i Kyrcz-Krzemien 2011).
OSTRE BIALACZKI SZPIKOWE
» AML z powtarzalnymi zmianami cytogenetycznymi
e AML z(8;21) (922;022); RUNX1-RUNX1T1
AML z inv(16) (p13.1922) lub t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH11
Ostra biataczka promielocytowa z t(15;17)(q22;q12); PML-RARA
AML z t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
AML z t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
AML z inv(3)(g21;926.2) lub t(3;3)(q21;0926.2); RPN1-EVI1
AML megakarioblastyczna z t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
AML mutacja NMP1 (jednostka prowizoryczna)
e AMLz mutacja CEBPA (jednostka prowizoryczna)
» AML zwiazane ze zmianami mielodysplastycznymi
»> Nowotwory mieloidalne zalezne od terapii
» AML bez specyfikacji innej niz morfologiczna — NOS (ang. not otherwise
specified)
Ostra biataczka szpikowa z minimalnym réznicowaniem
Ostra biataczka szpikowa bez cech dojrzewania
Ostra biataczka szpikowa z dojrzewaniem
Ostra biataczka mielomonocytowa
Ostra biataczka monoblastyczna i monocytowa
Ostra biataczka erytroblastyczna
o Czysta biataczka erytroidalna
o Erytroleukemia
e  Ostra biataczka megakarioblastyczna
e  Ostra biataczka bazofilowa
e  Ostra panmieloza z mielofibroza
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OSTRE BIALACZKI SZPIKOWE

» Miesak mieloidalny
» Proliferacje mieloidalne zwigzane z zespolem Downa

e Przemijajaca nieprawidtowa mielopoeza

e Biataczka szpikowa zwigzana z zespotem Downa
» Nowotwor z blastycznych plazmocytoidalnych komoérek dendrytycznych
» Ostre bialaczki o niejednoznacznym liniowym pochodzeniu

e  Ostra bialaczka niezréznicowana
Ostra biataczka o mieszanym fenotypie z t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
Ostra biataczka o mieszanym fenotypie z t(v;11923); rearanzacje MLL
Ostra biataczka o mieszanym fenotypie linii B-mieloidalnym, NOS
Ostra biataczka o mieszanym fenotypie linii T-mieloidalnym, NOS
® Bialaczka limfoblastyczna/chloniak z komorek NK

2.1 Patogeneza ostrej biataczki szpikowe;j

W patogenezie ostrej biataczki szpikowej wazna rol¢ odgrywaja nabyte zaburzenia
genetyczne oraz epigenetyczne komorek krwiotworczych, prowadzac do zaburzen w zakresie ich
réznicowania i proliferacji. Zgodnie z zasada ,,dwoch uderzen” sugeruje si¢, iz transformacja
biataczkowa powstaje wskutek aberracji genetycznych wptywajacych na czynniki transkrypcyjne lub
koaktywatory hamujace dojrzewanie komodrek oraz wskutek mutacji aktywujacych szlaki
przekazujace sygnaly pobudzajace proliferacj¢ i/lub promujace przezycie komorki (Kata i Kyrcz-
Krzemien 2011; Gilliland i in. 2004).

Wsrod mutacji wptywajacych na leukemogeneze wyrdznia si¢ mutacje oddziatujace na
proces transkrypcji, mutacje aktywujace proliferacje oraz mutacje oddziatujace na apoptoze i cykl
komorek biataczkowych (Kata i Kyrcz-Krzemien 2011).

Pierwsza grupa mutacji obejmuje zmiany biomolekularne wptywajagce na proces
transkrypcji, w wyniku nastepujacych aberracji chromosomowych: t(8;21), t(15,17), inv(16)/t(16;16),
a takze nieprawidtowosci 11g23. Zmiany molekularne s3 zwigzane z modyfikacja gendow kodujacych
podjednostki a badz B czynnika transkrypcyjnego CBF (ang. core binding factor) (Kata i Kyrcz-
Krzemien 2011).

Do mutacji pobudzajacych proliferacje¢ nalezy mutacja genu FLT3 (ang. FMS-like tyrosine
kinase) kodujacego biatko wykazujace aktywno$¢ kinazy tyrozynowej (Kata i Kyrcz-Krzemien
2011). Wspomniane mutacje obejmuja wewnetrzng tandemowg duplikacje (ang. FLT3 - internel
tandem duplication, FLT-3 ITD), a takze duplikacje domeny kinazy tyrozynowej FLT3 (ang. tyrosine
kinase domain, FLT3-TKD) (Kata i Kyrcz-Krzemien 2011). Zmiany w obrgbie domeny kinazy,
spowodowane duplikacjg, skutkujg autofosforylacja oraz aktywacja receptora bez koniecznoS$ci
udziatu liganda, co powoduje nieustanng aktywacj¢ FLT3 oraz ciagla stymulacj¢ kaskady kinaz PI-
3/AKT/RAS/MAPK 1 STATS. Ciggta aktywacja wspomnianych czynnikdw nasila sygnaly
antyapoptotyczne oraz proliferacje komorek (Kata i Kyrcz-Krzemien 2011). Ponadto, dochodzi do
mutacji genu RAS (ang. Ras viral oncogene homolog gene) kodujacego biatka RAS, wplywajace na
cykl i roznicowanie komorek. Mutacje obejmuja izoformy HRAS, KRAS oraz NRAS (Kata i Kyrcz-
Krzemien 2011).

Trzecia grupa wspomnianych mutacji dotyczy tych zachodzacych w genach zwigzanych
z kontrolg apoptozy i cyklow komoérkowych. Mutacja dotyczy m.in. nukleoplasminy 1 (NPM1)
bedacej zlokalizowanym w jaderku, nukleoplazmatycznym biatkiem, przemieszczajacym sie miedzy
jadrem a cytoplazma. Gen kodujacy biatko NPM1, w zaleznosci od poziomu ekspresji, dziata jako
gen supresorowy badz onkogen. Omawiane biatko wptywa na biatko p53, kontrolujac apoptoze oraz
proliferacj¢ komorek wptywajac jednocze$nie na biogenez¢ rybosomoéw, naprawe DNA oraz
duplikacje centromeréw w mitozie. Do mutacji trzeciej grupy naleza rowniez delecje genu
kodujacego biatko p53 (TP53), ktory jest zlokalizowany we fragmencie 17p (Kata i Kyrcz-Krzemien
2011).

67|Strona



Nauki medyczne i nauki o zdrowiu — Czes¢ 111

2.2 Bialka IAP w ostrej biataczce szpikowej

Na podstawie dotychczas przeprowadzonych badan ustalono zwigkszona ekspresje IAP
w wielu rodzajach komorkach nowotworowych, w tym w komorkach ostrej biataczki szpikowe;j.
Wydaja si¢ wigc prawdopodobne konkretne konsekwencje kliniczne spowodowane zaobserwowang
nadekspresjg IAP (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski 2009).

Jednym z biatek rodziny IAP, ktérego znaczaco zwigkszona ekspresj¢ wykazano w AML
jest biatko XIAP (Tamm i in. 2000). Wraz z obnizaniem poziomu tego biatka, chorzy na AML
wykazywali dluzszy czas przezycia oraz tendencje do dluzszego czasu remisji w pordwnaniu
Z pacjentami ze zwickszong ekspresja XIAP (Tamm i in. 2000). Aby lepiej zrozumie¢ role XIAP
w ostrej biataczce szpikowej Carter i wsp. (Carter i in. 2013) przeprowadzili badania majgce na celu
ttumienie ekspresji XIAP poprzez oligonukleotydy antysensowne (ang. anti-sense oligonucleotides,
ASO). Autorzy wykazali, iz hamowanie ekspresji XIAP powoduje zwigkszenie aktywnosci
proteasomu — wieloenzymatycznego kompleksu odgrywajacego kluczowa rol¢ w degradacji m.in.
nieodpowiednio uformowanych badz zuzytych i nieprawidtowych biatek (Carter i in. 2013).

Surwiwina jest kolejnym biatkiem nalezacym do rodziny IAP, ktérego nadmierng ekspresje
wykryto w komorkach osob chorych na AML. Adnan-Awad i wsp. (Adnan-Award i in. 2019)
wykazali nadekspresje surwiwiny w komorkach biataczkowych, co bylo zwigzane z gorszym
wskaznikiem catkowitej remisji a takze wskaznikiem przezycia (Adnan-Award i in. 2019). Zareifar
i wsp. (Zareifar i in. 2018) wykazali, iz u 81,4% badanych (dzieci ponizej 18 roku zycia) z AML
wystepuje nadekspresja surwiwiny i liwiny oraz stwierdzili dodatnig korelacje ekspresji surwiwiny
z ryzykiem nawrotu choroby a takze wysokim poziomem liczby leukocytéw (ang. white blood cells,
WBC). Omawiane badania wykazaty rowniez istotny zwiazek miedzy poziomem ekspresji surwiwiny
a krotszym czasem calkowitego przezycia niezaleznie od podtypow AML, w tym ostrej biataczki
promielocytowej (ang. acute promyelocytic leukemia, APL) oraz nieostrej biataczki promielocytowej
(ang. nonacute promyelocytic leukemia, non-APL). Ponadto, stwierdzono istotny zwigzek ekspresji
liwiny z krotszym czasem catkowitego przezycia chorych, jednak tylko w grupie pacjentéw z APL
(Zareifar i in. 2018). Wiadomo, iz surwiwina wigze si¢ z oporno$ciag na leki powodujac powazny
problem kliniczny poprzez zdecydowanie stabsza odpowiedZ na zastosowang terapi¢. Opornos$¢ na
chemioterapie przyspiesza nawr6t choroby oraz obniza wskaznik przezycia. Przeprowadzono m.in.
badania polegajace na wyciszeniu surwiwiny za posrednictwem etopozydu (pochodna
podofilotoksyny, poéisyntetyczna substancja wykazujgca dzialanie cytostatyczne) oraz matego
interferujacego RNA (ang. small interfering RNA, siRNA) — dwuniciowej czasteczki RNA,
powodujacej wyciszanie ekspresji docelowych gendow o sekwencji homologicznej. Okreslono taczny
wptyw na komorki AML linii U-937. Wykazano, iz siRNA surwiwiny skutecznie obnizyto poziomy
zarbwno mRNA oraz bialka surwiwiny prowadzac do zwigkszonej apoptozy oraz obnizenia
proliferacji komorkowej. Synergistycznie dzialanie siRNA surwiwiny oraz etopozydu zwigkszato
dziatanie substancji o dziataniu cytostatycznym oraz indukowanie apoptozy (Jafarlou i in. 2016).

Kolejnym biatkiem z rodziny IAP, ktére poddano intensywnym badaniom jest biatko
BRUCE/Apollon. Sung i wsp. (Sung i in. 2007) objeli badaniem 55 pacjentow (dzieci i mlodziez)
z AML de novo u ktérych wykazano wyzszg ekspresje genu kodujgcego biatko Apollon. Ponadto,
nadekspresja tego genu byta zwigzana z niekorzystng odpowiedzig na zastosowang chemioterapie
oraz korelowata z gorszym 3-letnim wskaznikiem przezycia bez nawrotow choroby (Sung i in. 2007).

Badania przeprowadzone przez Pluta i wsp. (Pluta i in. 2015) to jedne z gldwnych badan
oceniajgcych jednoczesnie cztery biatka z rodziny IAP wraz z korelacja odpowiedzi na leczenie
i przezycie. Autorzy ocenili ekspresj¢ biatek nalezacych do rodziny IAP (XIAP, cIAP-1, clAP-2,
suriwina) oraz biatek dziatajacych do nich antagonistycznie w odniesieniu do odpowiedzi na leczenie
i przezycie. Badaniu zostalo poddanych 56 nowo zdiagnozowanych dorostych pacjentéw z AML.
Wykazano ekspresje XIAP, cIAP-1, clAP-2, surwiwiny oraz Smac/DIABLO. Ponadto, stwierdzono
silng korelacje miedzy ekspresjag XIAP i cIAP-1, XIAP i clAP-2 a takze cIAP-1 oraz clAP-2.
Natomiast nie stwierdzono korelacji migdzy surwiwing a pozostatymi badanymi biatkami.
Zaobserwowano rowniez ujemng zalezno$¢ migdzy ekspresjg proapoptotycznego czynnika
Smac/DIABLO oraz ekspresjg biatek XIAP, cIAP-1 oraz clAP-2 i brak tej zaleznosci mig¢dzy
Smac/DIABLO asurwiwing. W badaniu u 70% pacjentow zastosowano intensywna terapi¢
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indukcyjng. Stwierdzono, ze indywidualna ekspresja surwiwiny, XIAP, clAP-1 badZ clAP-2 nie ma
wpltywu na prawdopodobienstwo osiagnigcia pelnej odpowiedzi, natomiast jednoczesny brak
ekspresji czterech wspomnianych biatek byl zwiazany z wyzszym prawdopodobienstwem osiagniecia
100% odpowiedzi. Ponadto, niska ekspresja surwiwiny wptywata na catkowity czas przezycia (Pluta
i in. 2015). Role biatka Smac/DIABLO, jako antagonisty IAP, wykazali rowniez Suliman i wsp.
(Suliman i in. 2013) u 70 nowo zdiagnozowanych pacjentow z AML. Gen ten ulegat ekspresji u 88,5%
chorych z AML, gdzie u 32 pacjentéw z dodatnig ekspresja stwierdzono odpowiedz na leczenie.
Ekspresja genu kodujacego proapoptotyczne biatko Smac/DIABLO byla zwiazana z wydtuzeniem
czasu wolnego od choroby a takze wzrostem wskaznika przezycia (Suliman i in. 2013).

Kolejnym biatkiem, ktérego zmieniong ekspresj¢ wykazano u chorych na AML jest biatko
HtrA2 (Omi) — antagonista IAP. Li i wsp (Li XY. i in. 2012) badajac 104 nowo zdiagnozowanych
pacjentdéw z AML, wykazali znaczaco obnizong ekspresj¢ genu kodujacego HtrA2 u pacjentow
z AML w porownaniu do grupy kontrolnej. Wnioskuje si¢ wigc, iz HtrA2 moze stac si¢ kolejnym
celem terapeutycznym u chorych z AML (Li XY. i in. 2012).

3. Podsumowanie

Zaburzenie proceséw $mierci komorki jest fundamentem rozwoju nowotwordw a rola biatek
inhibitorowych apoptozy, a takze ich antagonistéw w regulacji mechanizmoéw przezycia i $mierci
komorek jest niepodwazalna. Defekt genetyczny zwiazany z nadekspresja biatek IAP, a takze
obnizona ekspresja ich antagonistow prowadzi do powstania antyapoptotycznego profilu komorki
oraz indukcji proliferacji klonow komoérek nowotworowych (Grzybowska-lzydorczyk i Smolewski
2009). Sugeruje si¢ ich role w rozwoju chordb rozrostowych uktadu krwiotworczego, w tym ostrej
biataczki szpikowej. Niezwykle istotne jest wiec doktadne okreslenie specyficznych zmian oraz
zaleznosci W poziomie ekspresji wsrod omawianej rodziny protein, ktore moga sta¢ si¢ celem dla
rozwoju nowych strategii terapeutycznych. Podejmuje si¢ proby stosowania W leczeniu m.in.
antysensownego oligonukleotydu (ASO) skierowanego przeciwko XIAP oraz niskoczgsteczkowych
inhibitorow IAP. Uzyskane dotychczas wyniki badan potwierdzaja ponadto istotne znaczenie
prognostyczne tych biatek zarowno w ocenie odpowiedzi na zastosowang terapi¢ jak i przezycie
chorych. Uzasadnione jest wigc prowadzenie dalszych kompleksowych badan w celu lepszego
poznania mechanizmow dziatania biatek IAP oraz ich inhibitorow.
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11. Zwigzki pochodzenia grzybowego jako potencjalne zrédlo substancji
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Streszczenie

We wspodtczesnym §wiecie troska o wyglad jest bardzo wazng czgécig naszego stylu zycia.
Przemyst kosmetyczny to dynamicznie rozwijajaca si¢ branza, ktéra ciagle poszukuje
skuteczniejszych i bezpieczniejszych rozwigzan, czgsto zastepujac zwigzki chemiczne substancjami
pochodzenia naturalnego. Biokosmetyki ciesza si¢ coraz wigksza popularnoscia ze wzglgdu na nizsza
toksyczno$¢, w poroéwnaniu z chemicznymi odpowiednikami, oraz potencjalne wiasciwosci
prozdrowotne. Obecnie glownym zasobem skladnikéw naturalnych sa ro$liny, jednak to
mikroorganizmy, a wérod nich grzyby, stanowia unikalne zrodto substancji bioaktywnych, o szerokiej
gamie zastosowan w przemysle kosmetycznym. Ekstrakty z grzybow, jak rowniez ich metabolity,
wykazuja silne dziatanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwdrobnoustrojowe, nawilzajace
czy opozniajgce starzenie.

1. Wstep

Grzyby od wiekoéw cenione byty za walory smakowe, zapachowe jak rowniez wlasciwosci
prozdrowotne. W Azji od tysiecy lat uznawano je za produkty o dziataniu leczniczym, natomiast
w Chinach i Japonii ich warto$¢ odzywcza zostala tak bardzo doceniona, ze zarezerwowano je tylko
dla cztonkéw rodzin krélewskich (Hyde i in. 2010). W dzisiejszych czasach powszechne
wystepowanie grzybow w lasach oraz ich produkcja przemystowa sprawia, ze przywykliSmy do
stosowania tych dobrodziejstw natury jako zywnosci funkcjonalnej. Wraz z rozwojem biotechnologii
pojawiato si¢ coraz wigcej mozliwosci wykorzystania grzybow w roznych galeziach przemysthu.
Swiadomo$¢ spoteczenstwa dotyczaca mozliwosci zastosowania tych organizméw, nie tylko do
celéow konsumpcyjnych, nadal jest znikoma, jednak popularyzacja zdrowego stylu zycia sprawia, ze
z roku na rok coraz wigcej 0sob poszerza swoja wiedze¢ w tym aspekcie.

Grzyby to drugie najwicksze krolestwo organizméw, ktore jest przedmiotem badan
naukowcow z réznych dyscyplin. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na ich fascynujaca natur¢ oraz
niesamowita zdolno$¢ przetrwania w niesprzyjajacych warunkach $rodowiska. Organizmy te sa
rezerwuarem wielu cennych substancji takich jak biatka, sacharydy, kwasy thuszczowe, witaminy oraz
makro- i mikroelementy, ktore charakteryzuja si¢ niezwyktymi wlasciwosciami prozdrowotnymi czy
regenerujagcymi (Goyal i in. 2016). Zwigzki te wykazujg unikalne wtasciwosci biologiczne, w tym
przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwzmarszczkowe, rewitalizujace
i ujedrniajgce czy nawilzajace (Hyde i in. 2010). Dzieki obecnosci substancji bioaktywnych, grzyby
znajdujg zastosowanie miedzy innymi w medycynie oraz kosmetologii.

Swiatowy przemyst kosmetyczny nieustannie poszukuje nowych, ekologicznych
produktow pozbawionych dodatkow chemicznych. Producenci kosmetykow daza do catkowitego
zastgpienia zwigzkow chemicznych ich naturalnymi zamiennikami, a grzyby, dzigki szerokiej gamie
zwiazkow bioaktywnych, umozliwiaja realizacj¢ tych planow.
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2. Opis zagadnienia

Praca ma charakter przegladowy a jej celem jest charakterystyka substancji bioaktywnych
pochodzenia grzybowego oraz ich potencjalnych zastosowan w przemysle kosmetycznym.

3. Przeglad literatury

3.1 Kosmetyki, kosmeceutyki i nutrikosmetyki

Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego z 2009 roku produktem
kosmetycznym nazywamy kazda substancje lub mieszaning substancji o delikatnym dziataniu, ktora
stuzy do mycia, pielegnacji, ochrony czy upickszania ciata. Kosmetyki muszg spelnia¢ wiele
wymagan, ale co najwazniejsze, powinny by¢ bezpieczne w uzyciu, mie¢ pozytywny wplyw na skore
i nie wywotywac¢ skutkéw ubocznych. Wsrdéd produktéw do pielegnacji ciala oprécz klasycznych
kosmetykéw mozemy wyrédzni¢ dwie dodatkowe kategorie: kosmeceutyki i nutrikosmetyki.

Kosmeceutyki to potaczenie kosmetykow i farmaceutykow o zastosowaniu miejscowym.
Produkty te zawieraja skladniki, ktore wptywaja na funkcje biologiczng skory, dostarczajac jej
niezbednych sktadnikéw odzywczych, jednoczes$nie poprawiajac wyglad i promienno$¢ oraz
dzialajac przeciwstarzeniowo i przeciwzmarszczkowo (Hyde i in. 2010).

Nutrikosmetyki sg najnowszym trendem w pielegnacji skory, ktory stanowi potgczenie
zywnos$ci, kosmetykéw i1 farmaceutykow. Substancje te dzialajg jak suplementy diety, ktore
odzywiajac organizm od wewnatrz przynosza korzysci w wygladzie zewng¢trznym. Glownymi
obszarami dziatania tych produktow sg skora, paznokcie i wiosy. Nutrikosmetyki zawieraja
w sktadzie glownie karotenoidy, polifenole, witaminy, aminokwasy i inne metabolity, a takze
ekstrakty grzybow (Wu i in. 2016).

3.2 Zwiazki biologicznie aktywne wystepujace w grzybach

Przeprowadzono wiele badan dotyczacych grzybow oraz ich metabolitéw w kontekscie
wykorzystania w przemysle kosmetycznym. Do najbardziej cenionych gatunkow grzybow
stosowanych jako dodatek do kosmetykoéw naleza m.in. trzesak morszczynowaty (Tremella
fuciformis), trufla biata (Tuber magnatum), lakownica zé6ttawa (Ganoderma lucidum) czy twardziak
jadalny (Lentinula edodes) (Rys. 1). Stwierdzono, Zze organizmy te zawieraja wiele bioaktywnych
metabolitow, takich jak polisacharydy, fenole i polifenole czy terpenoidy (Hyde i in. 2010; Goyal i in.
2016; Kalac 2013). Ze wzgledu na swoje wlasciwos$ci zwigzki te moga by¢ z powodzeniem stosowane
jako dodatek do kosmetykéw. Pierwsza na $§wiecie linia kosmetykow grzybowych zostata
opracowana w Centrum Naukowym w Kolcowie w Rosji (Hyde i in. 2010).

Rys. 1. Lentinula edodes (a) i Ganoderma lucidum (b) (McCleary i Draga 2016).

Polisacharydy obecne w grzybach maja wiele unikalnych wtasciwosci. Dziatajg nawilzajaco,
przeciwzmarszczkowo, odzywczo i rewitalizujaco (Hyde i in. 2010; Taofiq i in. 2016; Kala¢ 2013).
Wigkszo$¢ polisacharydow grzybowych to homoglikany lub heteroglikany. Zwiazki te sa w stanie
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faczy¢ si¢ z biatkami, tworzac peptydoglikany czy kompleksy polisacharyd-biatko. Ze wzgledu na
swoje wlasciwosci, polisacharydy sa dodawane do takich kosmetykow jak kremy czy maski do twarzy
(Hyde i in. 2010; Kala¢ 2013). W 2005 roku grupa badaczy wyizolowata zewnatrzkomorkowy
polisacharyd (EPS) z grzybni Grifola frondosa. Zwiazek ten analizowano pod katem jego zdolno$ci
do hamowania ekspresji metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP-1) w fibroblastach
skornych po ekspozycji na promieniowanie UVA. Wyniki badan wykazaly, ze EPS moze by¢
waznym skladnikiem opo6zniajacym proces fotostarzenia skory (Bae i in. 2005). W roku 2007 zesp6t
badawczy Kim i wsp. wykazal, ze zewnatrzkomorkowe polisacharydy z G. frondosa wptywaja
pozytywnie na wszystkie procesy starzenia si¢ skory a takze redukcje¢ przebarwien (Kim i in. 2007).
Poza tym ekstrakty z owocnikow tego grzyba traktowane sa jako nutrikosmetyki, majace korzystny
wptyw na skore (Wu iin 2016).

Fenole i polifenole sa hydroksylowanymi zwigzkami aromatycznymi powszechnie
wystepujacymi w wielu gatunkach grzybow (Ferreira i in. 2009). Substancje te majg zdolnos¢
eliminowania wolnych rodnikow, opo6zniaja procesy fotostarzenia, jak rdwniez charakteryzuja si¢
aktywnoscig przeciwutleniajaca (Bentley 2006; Hyde i in. 2010). Zwigzki fenolowe, pochodzace
z r6znych organizmoéw (np. kwas elagowy, kwas kojowy, betulina czy kwas p-kumarowy) i ich
pochodne wykazuja aktywnos$¢ anty-tyrozynazy, dzigki czemu rozjasniaja skore skutecznie redukujac
ilo§¢ przebarwien (Soto i in. 2015).

Terpenoidy to kolejna zroéznicowana grupa zwigzkéw organicznych podobnych do
terpendéw. Ganoderma spp. jest najbardziej znanym Zréodtem terpenoidéw grzybowych takich jak
kwasy ganodermowe, ganodermanontriol, ganoderole czy lanostan. Zwigzki te wykazuja dziatanie
immunomodulujace i przeciwzapalne (Jeong i in. 2008). Natomiast karotenoidy, jako powszechnie
znana grupa tetraterpenow, sg szeroko stosowane w kosmetykach, zwlaszcza w balsamach do
opalania. Pochfaniaja one nadmiar promieniowania UV oraz wiaza wolne rodniki, jak rowniez nadaja
skorze tadng, brazowa barwe (Jin i in. 2010). G. lucidum i Phellinus linteus dzigki obecno$ci
karotenoidow, polisacharydow, polifenoli oraz innych substancji o dzialaniu antyoksydacyjnym
traktowane sg tez jako nutriceutyki i nutrikosmetyki (Wu i in. 2016).

3.3 Wiasciwosci substancji bioaktywnych z grzyboéw uzywanych w przemysle kosmetycznym

Grzyby jako naturalne zrodto substancji bioaktywnych, moga by¢ z powodzeniem
wykorzystywane w przemysle kosmetycznym. Produkty kosmetyczne, zawierajace w swoim sktadzie
ekstrakty grzybowe lub ich metabolity, wykazuja wlasciwos$ci nawilzajace, napinajace, ujedrniajace,
przeciwzmarszczkowe, jak rowniez przeciwdrobnoustrojowe czy rozjasniajace (Tab.1) (Hyde i in.
2010). Ze wzgledu na te unikalne cechy coraz wigcej §wiatowych marek kosmetycznych decyduje sie
na dodatek ekstraktow oraz substancji bioaktywnych pozyskanych z grzybow do oferowanych przez
siebie produktow.

Wtasciwosci nawilzajgce

Zawartos¢ wody w warstwie rogowej naskorka i lipidach powierzchniowych skoéry wptywa
na wyglad i prawidtowe jej funkcjonowanie. Substancje o dziataniu nawilzajagcym spowalniajg utrate
wilgoci i minimalizujg drobne zmarszczki, czynigc skore nawodniong, gtadka i miekkg (Saranraj
i Naidu 2013). Powszechnie wystepujaca, zardbwno w komorkach prokariotycznych jak
i eukariotycznych, substancjg o dziataniu nawilzajgcym jest kwas hialuronowy. Zwigzek ten jest
naturalnym polimerem na bazie glukozy, ktory odgrywa wazna rolg jako $rodek odmtadzajacy skore,
zatrzymujacy wilgo¢ i zmniejszajacy przepuszczalnos¢ ptynu pozakomoérkowego (Saranraj i Naidu
2013). Ekstrakty z Pleurotus citrinopileatus i Pleurotus tuber-regium posiadaja aktywno$¢ anty-
hialuronidazy, ktora chroni przed degradacja kwasu hialuronowego poprzez hamowanie dziatania
enzymu hialuronidazy (Taofiq i in. 2016). Polisacharydy pozyskane z innych grzybow takze
wykazuja silne dziatanie nawilzajace (Hyde i in. 2010). Badania prowadzone przez Lai i wsp.
dowiodty, ze polisacharyd (TFP) z trzgsaka morszczynowatego (T. fuciformis) wykazuje doskonate
dziatanie nawilzajgce (Lai i in. 2010). Dzieki tym wiasciwo$ciom grzyby sg powszechnie stosowane
w przemysle kosmetycznym na catym $wiecie. Japonska firma ,,Kose” wykorzystuje Cordyceps
sinensis jako jeden ze sktadnikow swoich produktéw, koreanska ,,Sulwhasoo” w sktadzie swoich
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kosmetykéw ma ekstrakt z Schizophyllum commune, natomiast szwajcarska ,,La Prairie” dodaje T.
fuciformis do kreméw (Hyde i in 2010)

Tab.l. Wiasciwosci substancji bioaktywnych grzybow (Hyde i in. 2010; Kala¢ 2013; Taofiq
i in. 2016; Kim i in. 2007; Bentley 2006; Goyal i in. 2016)

3 o
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Q. o I @
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> N — = —_—
) o @ @ %] £, £.
Zwiazek & 8 = S 8 3
chemiczny 3 3 =y X © ©
Q ¢ E
= 3
@D
Polisacharydy + +
Fenole i polifenole + + + +
Glikozydy + +
Triterpenoidy + +
Saponiny +
Garbniki + +
Weglowodany +
Alkaloidy + + +
Aminokwasy i biatka + + +
Flawonoidy + + +
Kwasy + +

Wtasciwosci przeciwstarzeniowe i rewitalizujace

Starzenie sie skory jest naturalnym procesem, polegajacym na zmniejszeniu produktywno$ci
biologicznej fibroblastow czyli komoérek odpowiedzialnych za produkcje kolagenu, elastyny i kwasu
hialuronowego. Gtéwna przyczyna powstawania drobnych zmarszczek jest utrata biatka
strukturalnego (kolagenu typu 1) oraz elastyny, jak rowniez zmniejszona produkcja kwasu
hialuronowego objawiajaca si¢ przesuszona, wiotka skorg (Lupo i Cole 2007). Przebieg i tempo
starzenia w duzej mierze zalezg 0d interakcji miedzy czynnikami biologicznymi (wewngtrznymi),
psychologicznymi (wewngtrznymi i zewngtrznymi) oraz srodowiskowymi.

Kosmetyki o wlasciwosciach przeciwstarzeniowych dziatajg przede wszystkim odzywczo
i rewitalizujgco (Hyde i in. 2010). Badania pokazuja, ze dodatek grzybow do kosmetykéw ma
pozytywny wplyw na op6znianie proceséw starzenia (Hyde i in. 2010; Kim i in. 2014; Ferreira i in.
2009). Takze suplementy diety, traktowane jako nutrikosmetyki moga dzialaé regenerujgco
i opdzniaé procesy starzenia. Przyktadem takiego grzyba jest Sparassis crispa wykazujacy efekt
regeneracyjny w przypadku ran cukrzycowych, nabtonka oraz syntezy kolagenu typu I (Wu i in.
2016).

Ekstrakt z gaski sosnowej (Tricholoma matsutake) istotnie zmniejsza aktywnos$¢ elastazy —
enzymu, ktory posiada zdolno$¢ do degradacji elastyny, bedacej biatkiem zapewniajacym gtadkose
i jedrnos¢ skorze (Kim i in. 2014). Twardziak jadalny (L. edodes) jest induktorem dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) — enzymu przeciwutleniajacego, wptywajacego na ochrong skory przed
uszkodzeniem oksydacyjnym (Hyde i in. 2010). Lakownica zottawa zawiera polisacharydy
i polipeptydy, ktore charakteryzujg sie wlasciwo$ciami opdzniajacymi procesy starzenia (Taofiq i in.
2016). Ze wzgledu na obecno$¢ tych bioaktywnych zwigzkdéw jest to grzyb cieszagcy si¢ duza
popularno$cig wérdd wiodgcych marek kosmetycznych na rynku. Francuska firmy ,,Menard” oraz
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,,Yves Saint Laurent”, brytyjska firma ,,Kat Burki” czy koreanska ,,Hankook Sansim” stosujg ekstrakt
z G. lucidum jako dodatek do swoich produktow (Hyde i in. 2010).

Wiasciwosci wybielajace skore

Problemy z pigmentacja skory sa zwiazane ze zbyt duza lub zbyt mata produkcja melaniny.
Komérki melanocytéw produkujg melaning i sa stymulowane przez tyrozynaze, bedaca enzymem
uczestniczagcym W procesie melanogenezy. Bialko to katalizuje reakcje utleniania, w wyniku ktorej
DOPAchinon jest przeksztalcany w eumelaning (brazowo-czarny pigment) lub fenomelaning (zo61to-
czerwony pigment) (Pillaiyar i in. 2017). Hamowanie tyrozynazy jest najczesciej wykorzystywana
reakcja, dzieki ktorej mozliwe jest wybielenie skory, a tym samym pozbycie si¢ przebarwien. Kwas
azelainowy jest inhibitorem tyrozynazy przez co nie tylko rozjasnia istniejgce przebarwienia, ale
réwniez blokuje powstawanie nowych.

Wiele grzybow, takich jak Agaricus bisporus, Agaricus hortensis czy Ganoderma spp.
wykazuje wlasciwosci wybielajgce, dzieki produkcji inhibitoréw tyrozynazy (Ganoderma) czy L-
ergotioneiny (Agaricus). W poréwnaniu z innymi grzybami nalezacymi do Basidiomycota najwyzszy
poziom aktywnos$ci anty-tyrozynazowej wykazuje G. lucidum. Takze kwas kojowy od dawna
stosowany jest jako substancja rozjasniajaca skore. Brytyjska firma PharmaClinix pozyskuje ten
zwigzek z japonskich grzybow i wykorzystuje do produkcji kremoéw (Hyde i in. 2010).

Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

Wiele ekstraktow pozyskiwanych z grzybow wykazuje wlasciwoscei
przeciwdrobnoustrojowe, przez co z powodzeniem moga one by¢ stosowane w przemysle
kosmetycznym (Hyde i in. 2010; Goyal i in. 2016). Boczniaki (Pleurotus) naleza do najczgsciej
uprawianych grzyboéw jadalnych na $wiecie ze wzgledu na wysoka warto$¢ odzywcza. Wedlug
najnowszych badan, ekstrakty pozyskiwane z grzybow nalezacych do rodzaju Pleurotus wykazuja
silne wiasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe (Hyde i in. 2010; Taofiq i in. 2016).

Duzg popularnoscig w przemysle kosmetycznym cieszg sie takze drozdze Saccharomyces
cerevisiae, powszechnie stosowane w piekarnictwie. Ze wzgledu na zawarto$¢ siarki wykazujg one
dziatanie antybakteryjne. Redukujg takze ilo§¢ wydzielanego toju, tym samym ograniczajgc proces
powstawania zaskornikow. Drozdze znajdujg swoje zastosowanie glownie w kremach i maskach, ale
takze jako skladnik suplementow diety przeznaczonych do pielegnacji cery tradzikowe;.
Nutrikosmetyki zawierajace w sktadzie te grzyby wplywajg regenerujaco na skore, wtosy i paznokcie
(Muszynska i in. 2013).

3.4 Kosmetyki do pielggnacji wlosow

Grzyby sg zrodtem przeciwutleniaczy, witaminy D i mineratow, takich jak Zelazo, selen czy
miedz. Dzieki zawarto$ci tych sktadnikow sg one wykorzystywane zarowno do pielegnacji zdrowych
i mocnych wlosow, ale rowniez pomagajg w zapobieganiu ich wypadaniu i powstawaniu tupiezu.

Grzyby z rodzaju Tremella wytwarzaja polisacharyd (glukuronoksylomannan)
0 wlasciwosciach przeciwzapalnych, dzigki czemu stosowane sa jako dodatek do szamponow
leczniczych (Lai i in. 2010; De Baets i Vandamme 2001). Natomiast ze wzgledu na wlasciwosci
wygladzajace wlosy, ekstrakt z L. edodes zostat opatentowany jako dodatek do odzywek. Takze
amerykanska firma ,,Aveeno” stosuje gatunek pieczarki — Agaricus subrufescens jako sktadnik
szamponow o silnym dzialaniu nawilzajacym (Hyde i in. 2010).

4. Podsumowanie

Fungi to krolestwo bogate w organizmy bedace zrodtem cennych zwigzkéw biologicznie
aktywnych (Taofig i in. 2016). Metabolity i ekstrakty grzybow wykazuja dziatanie
przeciwutleniajace, przeciwzmarszczkowe, przeciwbakteryjne, wybielajace skore i nawilzajace
dzigki czemu moglyby by¢ powszechnie stosowane jako naturalne dodatki do produktow
kosmetycznych. Substancje te posiadajg ogromny, ale nie do konca wykorzystany potencjat
pielegnacyjny. Rosnace zapotrzebowanie na kosmetyki naturalne oraz prowadzone w tym kierunku
prace wielu zespotéw badawczych w krotkim czasie moga doprowadzi¢ do rozwoju branzy zwigzanej
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z produkcja biokosmetykdw oraz wzrost swiadomosci spotecznej w aspekcie wykorzystania w tym
kontekscie grzybow.
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Streszczenie

Poszerzenie zyt splotu wiciowatego jest w terminologii medycznej okreslane jako zylaki
powrozka nasiennego. Ze wzgledu na objawy kliniczne takie jak bdl i obrzek worka mosznowego
oraz powiklania do ktorych zalicza si¢ m.in. zaburzenie reprodukcji u mezczyzn istotne jest
przeprowadzenie dokladnej i zarazem szybkiej diagnostyki, a nastgpnie wdrozenie odpowiednio
dobranego leczenia.

Na podstawie dostepnej literatury dokonano przegladu aktualnych metod diagnostycznych,
w tym badania przedmiotowego i technik diagnostyki obrazowej. Podkreslono rowniez korelacje
miedzy obecnoscia zylakow powrdzka nasiennego a problemem bezptodnos$ci u megzczyzn. Ponizsza
prace oparto o aktualne doniesienia naukowe zamieszczone w ogdlnodostepnych bazach naukowych
(PubMed, Google Scholar).

Sposrdéd  dostepnych metod diagnostyki obrazowej warto podkreslic role badania
ultrasonograficznego. USG jest metoda z wyboru, szeroko stosowang w diagnostyce zylakow
powrdzka nasiennego. Stanowi rowniez alternatywe dla powszechnie wykorzystywanych technik
takich jak badanie palpacyjne, ktére w duzym stopniu uzaleznione jest od umiej¢tnosci klinicysty.

1. Wstep

Zylaki powrézka nasiennego to powszechnie spotykana patologia dotyczaca meskiego
uktadu rozrodczego. Aby lepiej zrozumie¢ jej patogenezg, istotna jest znajomo$¢ anatomii
prawidtowej czlowiecka. Mianem powrdzka nasiennego okre§lamy wszystkie elementy, ktore
zardwno wchodzg jak i wychodza z moszny, symetrycznie, po obu jej stronach. Twory te biegng dalej
w kanale pachwinowym, stad wyrdzniony w literaturze podziat powrozka nasiennego na dwie czesci:
mosznowg i pachwinowg. W sktad powrézka nasiennego wchodza m.in. nasieniowo6d oraz naczynia
i nerwy zaopatrujace narzady meskiego uktadu rozrodczego, w tym niezwykle istotne dla meskiej
reprodukcji jadra i najadrze. Wsrod naczyn krwiono$nych warto zwréci¢ uwagge na oplatajacy tetnice,
bogaty splot zylny, okreslany jako splot wiciowaty. W dalszym przebiegu naczynia zylne formuja
zyly jadrowe: prawa i lewa. (Bochenek i Richter 2016; Walocha i in. 2006)

Ponizsza praca oparta jest o przeglad aktualne;j literatury, w potaczeniu z analiza dostgpnego
autorom przypadku klinicznego. Dane dotyczace diagnostyki i leczenia pacjenta pozwola porownaé
informacje uzyskane z najnowszych publikacji z praktyka lekarska. Niezbe¢dna literature wyszukano
gtownie za posrednictwem witryn ,,PubMed” i ,,Google Scholar”. Imponujgca ilos¢ doniesien
naukowych zwigzanych z problematyka zylakéw powrozka nasiennego podkresla, ze jest to nadal
aktualny temat, cho¢ studiowany szeroko od kilkudziesieciu lat. Postgpujacy rozwdj metod
diagnostyki obrazowej pozwala zauwazy¢, ze niegdys$ stosowane techniki obrazowania ustgpujg coraz
doktadniejszym, szybszym i bezpieczniejszym metodom. Celem ponizszej pracy jest ocena aktualnie
wykorzystywanych metod diagnostycznych oraz ich wpltywu na wybor leczenia u pacjentéw ze
stwierdzonymi zylakami powroézka nasiennego.

77|Strona



Nauki medyczne i nauki o zdrowiu — Czes¢ 111

2. Opis zagadnienia

Zylaki powrdzka nasiennego (ang. varicocele) to czesto spotykana patologia, polegajaca na
nieprawidtowym poszerzeniu zyt splotu wiciowatego. Zgodnie z historig medycyny zylaki powrdzka
nasiennego towarzysza cztowiekowi prawdopodobnie od momentu, gdy zdecydowat si¢ on porzuci¢
chod czworonozny na rzecz wyprostowanej pozycji ciata. Miltosnicy sztuki moga zauwazy¢, ze
pewne greckie starozytne rzezby, pochodzace z V wieku p.n.e, przedstawiaja postacie ze zmianami
sugerujacymi zylaki powrozka nasiennego. Wedlug Hotchkissa, historia operacyjnego leczenia
zylakow sigga az 1 stulecia n.e, a przez wieki leczenie stuzyto wylacznie ztagodzeniu bolu
i dyskomfortu. Przypatrujac si¢ historycznym doniesieniom, mozna $miato stwierdzi¢, ze leczenie
zylakow wkroczylo w er¢ nowoczesnej medycyny a chirurgia zylakéw nie shuzy wylacznie
usmierzaniu dolegliwos$ci. (Marte 2018). Zgodnie z badaniami, czesto$¢ wystepowania zylakow
uzalezniona jest od specyfiki badanej populacji. Analizujgc doniesienia epidemiologiczne nalezy
zwroci¢ uwage m.in. na:

e Plodno$¢ badanych mezczyzn (jezeli badania dotycza mezczyzn bezptodnych czy
przyczyna bezptodnosci jest pierwotna czy wtorna)

e Wiek osob badanych

e  Wybrang metode diagnostyczng do oceny zyt (badanie fizykalne/obserwacja/usg).

(Cannarella et al. 2019)

Analiza poréwnawcza danych dotyczacych grupy mezczyzn z pierwotng (35%)
i wtorna(80%) nieptodnoscia, wykazuje ze rdéznica jest znaczaca. (Lorenc i in. 2016). Czestosé
wystepowania zylakow powrozka nasiennego w ogdlnej populacji dorostych mezczyzn wynosi ok.
15%.(Alsaikhan et al. 2016 ) oraz 9-22.6% w grupie mtodych dorostych (Onozawa et al. 2002).
Doniesienia naukowe podkreslajg, ze etiologia zylakdw powrdzka nasiennego jest prawdopodobnie
wieloczynnikowa. (Alsaikhan et al. 2016) Warto podkresli¢, ze migdzy przebiegiem prawej a lewej
zyly jadrowej, da si¢ zauwazyé pewne roznice, ktére moga miec istotny wplyw na czestsze
formowanie zylakow po stronie lewej. Krew prowadzona zyla jadrowa prawg wlewa si¢
bezposrednio do zyly gtownej dolnej, natomiast w przypadku strony lewej, zyta jadrowa uchodzi
najpierw do zyly nerkowej lewej, w dodatku pod katem prostym. Korzystniejsze warunki odptywu
ma krew po stronie prawej. Fakt, ze zyly jadrowe nie posiadajg zastawek zwigksza ryzyko zastoju
krwi w naczyniach, co w potaczeniu z wymienionymi réznicami anatomicznymi moze thumaczyé
zjawisko czestszego wystgpowania zylakow w lewym powrdzku nasiennym. (80-97%). Doniesienia
naukowe podkre$laja rowniez, ze po stronie prawej zylaki sa zazwyczaj mniejsze, a przypadkKi
w ktorych stwierdza si¢ jednostronne poszerzenie zyl prawego splotu wiciowatego sg bardzo rzadkie.
(Geatti et al. 1991; Bochenek i Richter, 2016; Leslie et al. 2020) . Znane sg rowniez przypadki
obustronnego wystepowania zylakow. (Poluha, i in. 2012). Zdecydowana wigkszo$¢ pacjentow nie
odnotowuje znaczacych objawow §wiadczacych o obecnosci zylakow powrozka nasiennego. Wedtug
materiatow zroédlowych dolegliwo$ci bolowe zgtasza od 2 do 10% chorych, opisujac bol jako tepy,
pulsujacy, rzadko ostry lub ktujacy, zlokalizowany w okolicach jadra, moszny lub pachwiny. (Paick
i Choi 2019)

W praktyce, rozpoznanie zylakow powrdzka nasiennego opiera si¢ na metodach takich jak
badanie przedmiotowe i wywiad lekarski. W trakcie badania fizykalnego lekarz obserwuje worek
mosznowy pacjenta W spoczynku i podczas proby Valsalvy. Oprdcz obserwacji, wykonuje sig¢
réwniez badanie palpacyjne, a stopien nasilenia zylakéw powrdzka nasiennego mozna oceni¢
wykorzystujac klasyfikacje opracowang przez Dubina i Amelara lub Swiatowa Organizacje Zdrowia
(WHO).

Jezeli obecnos$¢ zylakow powrodzka nasiennego nie wplyngta negatywnie na jako$¢ nasienia, a chory
nie zgtasza dolegliwos$ci bolowych to leczenie oparte jest zazwyczaj na metodach alternatywnych do
leczenia operacyjnego. (Lorenc i in. 2016) Majac na uwadze, ze powszechnie stosowane metody takie
jak badanie przedmiotowe, sa wysoce subiektywne, poszukuje si¢ alternatywnych technik
0 zadowalajacym stopniu doktadnos$ci i bezpieczenstwa. Cz¢sto wymieniang w literaturze metoda
obrazowania jest ultrasonografia (USG). Doniesienia naukowe podkre$laja role USG w diagnostyce
zylakow powrdzka nasiennego u pacjentéw pediatrycznych, zwlaszcza w kontek$cie czulosci
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i swoistosci tej metody. (Macey et al. 2018). Uzyskany obraz pozwala na ocene m.in. przyblizonej
objetosci jader, ich struktury i przeptywu krwi w naczyniach. (Piechowska i in. 2015). Badanie
przeprowadza si¢ W pozycji lezacej, a nastepnie stojgcej. Jako gtowne zalety USG wymienia sie
nieinwazyjno$¢ oraz wysokg rozdzielczo$¢ uzyskanego obrazu (co zawdziecza sie glownie sondom
0 wysokiej czestotliwosci i technice Dopplerowskiej). (Belay et al. 2016). Przed przystgpieniem do
wykonania USG, worek mosznowy badany jest manualnie, co pozytywnie wpltywa na wlasciwg
interpretacj¢ uzyskanego obrazu. Oprocz ultrasonografii, dostgpnymi technikami obrazowania
w diagnostyce zylakow powrdzka nasiennego , sg termografia i medycyna nuklearna. Sg to jednak
techniki o mniejszym znaczeniu, ze wzgledu na rosnacg popularyzacje¢ i szereg zalet ultrasonografii.
(Lorenciin. 2016)

Obecnos¢ zylakow powrozka nasiennego jest w znacznym stopniu zwigzana z bezptodnoscia
umezezyzn. Wedhug literatury, u m¢zczyzn badanych pod katem nieptodnosci, to wtasnie chorobowe
poszerzenie zyl splotu wiciowatego jest najczesciej stwierdzang patologig. Istnieje Kilka teorii
opracowanych w celu objasnienia zalezno$ci miedzy mgska bezptodnoscia a wystepowaniem
zylakdw powrdzka nasiennego, cho¢ doktadny patomechanizm nie zostal ostatecznie okreslony.
Jedna z hipotez skupia si¢ na roli zastoju krwi w naczyniach. Spermatogeneza jest procesem
wrazliwym na temperaturg, a jej wahania moga zaburzy¢ czynno$¢ jader. U pacjentow z zylakami,
zastoj cieplej krwi podnosi temperatur¢ moszny, co prawdopodobnie niekorzystnie wplywa na
spermatogenezg i jadra. Dostepne badania opisujg przypadki pacjentéw, u ktorych leczenie zylakow
powrdzka nasiennego wyraznie wplyngto na poprawe ptodnosci. I cho¢ podkre§lono negatywny
wplyw zylakow na spermatogeneze, obje¢to$é jader czy jakos$¢ nasienia, to prawidlowe leczenie
patologii naczyn nie bedzie jednoznaczne z usunigciem problemu bezptodno$ci. (Hassanin et al.
2018) Do innych powiktan zwigzanych z obecnoscia zylakéw powrdzka nasiennego zalicza si¢ zanik
jader badz hipogonadyzm. (S6nmez i Haliloglu 2018).

Leczenie zylakow powrdzka nasiennego oparte jest na kilku metodach zabiegowych,
stosowanych zaré6wno u mlodziezy jak i dorostych. Warto podkresli¢, ze temat sposobu oraz
kwalifikacji do leczenia jest wcigz otwarty wsrod klinicystow, a konkretne metody leczenia maja
zarowno zwolennikow jak i przeciwnikow. Do wykorzystywanych obecnie technik naleza m.in.
metoda Palomo (zaotrzewnowe podwiazanie zyty jadrowej metoda otwarta), wariant metody Palomo
wykonywany laparoskopowo oraz przezskdrna wewnatrznaczyniowa embolizacja. (Poluha i in. 2012;
Kowalczyk i in. 2006). Badania podkreslaja liczne zalety embolizacji, w tym niskie ryzyko nawrotow
czy zadowalajacy koszt zabiegu. (Yavetz et al. 1992). Na wybor metody leczenia wptywa réwniez
prawdopodobienstwo wystgpowania powiktan.

Jednym z najczestszych powiktan sg zylaki nawrotowe. Zgodnie z literatura, leczenie
nawrotow jest uzasadnione w przypadku pacjentéw bezptodnych lub dotknigtych innymi objawami
klinicznymi. Badania podkreslaja, ze USG jest przydatng metoda takze na etapie diagnostyki zylakow
nawrotowych. Mimo szerokiego rozpowszechnienia ultrasonografii i nadania jej miana ,.zlotego
standardu” w diagnostyce zylakow nawrotowych, niektore doniesienia sugeruja, ze nie nalezy
polega¢ wylacznie na rozpoznaniu na podstawie USG. (Rotker i Sigman 2016)

g (E b I T 4 " LS N
Rys. 1-4. Chory 1. 30, po nieskutecznym , klipsowaniu” laparoskopowym, typowy sptyw dwoch zyt
jadrowych, zabieg embolizacji.
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Rys. 7. USG wykonane w pozycji stojacej — kolor Doppler.

Rys. 8. USG wyknane w pozycji sto acej z uwdocznionm przepem przz ptologicznie
poszerzone naczynia — dodatnia proba Valsalvy.
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Przyktadem zastosowania nowoczesnych metod diagnostyki obrazowej jest przypadek
trzydziestoletniego pacjenta, cierpigcego na bezptodnosé. W przeszto$ci u mezczyzny wykryto zylaki
powrdzka nasiennego, ktore usunigto laparoskopowo. Po zakonczeniu leczenia, pacjenta skierowano
na badania, w celu wykluczenia lub potwierdzenia zylakéw nawrotowych. Wybrang metoda
diagnostyki obrazowej w tym przypadku byto USG. Badanie wykonano przy uzyciu sondy 6-12 MHz.
Wykorzystano nastepujace opcje: B-mode, kolorowy oraz power Doppler. Podczas badania pacjent
wykonywat prob¢ Valsalvy, a badanie odbyto si¢ zarbwno w pozycji lezacej jak i stojacej. Na
podstawie otrzymanych wynikow, u m¢zczyzny zdiagnozowano zylaki nawrotowe po stronie lewej.
W kolejnym kroku zdecydowano si¢ na wylaczenie poszerzonych naczyn z krazenia droga
embolizacji. Aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ zabiegu dwukrotniezastosowano badanie USG:
W pierwszej dobie oraz w 3 miesigcu po zabiegu. Na podstawie uzyskanego obrazu potwierdzono
skuteczny wynik zabiegu embolizacji.

3. Podsumowanie i wnioski

Majac na uwadze skale problemu, jakim jest wystgpowanie zylakéw powrdzka nasiennego,
warto podkresli¢ role nowoczesnych metod diagnostyki obrazowej. Widoczny w literaturze, staly
rozwdj technik diagnostycznych dostarcza klinicystom nowe mozliwosci pracy. Ze wzgledu na
subiektywny charakter powszechnie stosowanego badania przedmiotowego, czesto preferowang
opcja diagnostyczng jest ultrasonografia. Szybsze i doktadniejsze wykrywanie patologii splotu
wiciowatego pozwala na podj¢cie odpowiedniego leczenia i zminimalizowanie ryzyka powaznych
powiktan, w tym bezptodnosci. Analizujac dostepny przypadek kliniczny mozna zauwazy¢
dominujaca role badania USG. Zastosowanie wybranej techniki obrazowania okazalo si¢
optymalnym wyborem, zaréwno na etapie wykrywania zylakow nawrotowych jak i w trakcie
monitorowania stanu pacjenta po zabiegu. I cho¢ dostepne informacje podkreslaja, ze ocena
ultrasonografii w diagnostyce zylakéw powrozka nasiennego jest wciaz sprawa kontrowersyjng, to
przytoczony przypadek obrazuje szereg korzysci wynikajacych z zastosowania USG. Z pewnoscig
wieloletnie wykorzystanie USG pozwoli na szerszg ocene uzytecznos$ci tej metody. W ostatnich
latach nastgpit tez znaczacy postep w technikach chirurgicznych, stuzgcych do korygowania zmian
W powrdzku nasienny. Ponadto, badania prowadzone w celu pelnego zrozumienia mechanizmu
prowadzacego do nieptodnosci powodowanej przez zylaki przystuza si¢ powszechnej walce
z problemem mgskiej bezptodnosci.
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Streszczenie

Wstep: Wyscidtczak to nowotwor glejowy wywodzacy si¢ z tkanki wyscielajacej swiatto
komoér mézgu i kanatu §rodkowego rdzenia kregowego. Wyscidtczak rdzenia krggowego wystepuje
glownie u dorostych i stanowi 10% guzéw kanatu kr¢gowego.

Materiaty i metody: W oparciu o dostepne materiaty dokonano przegladu najnowszych
metod diagnostyki obrazowej. Na podstawie uzyskanych informacji zapoznano si¢ rdéwniez
z charakterystyka, klasyfikacja oraz aktualnymi mozliwo$ciami leczenia wyscidtczaka rdzenia
kregowego, jednoczesnie skupiajac si¢ przede wszystkim na aspekcie diagnostycznym.
Przeanalizowano rowniez dostgpny autorom przypadek kliniczny, w celu poréwnania wynikow
z badaniami udokumentowanymi w literaturze.

Wyniki: Na podstawie analizy opublikowanych materiatow naukowych podkreslono istotna
role wykorzystania rezonansu magnetycznego w ocenie lokalizacji i morfologii guza.

Whioski: Badanie MR jest metoda z wyboru w diagnostyce zmian nowotworowych w kanale
kregowym. Shuzy do rozpoznawania i monitorowania wielko$ci guza.

1. Wstep

Wysciodtczak rdzenia kregowego (spinal cord ependymoma) jest rzadko wystepujacym
guzem, najczesciej nie ztosliwym. Pelna chirurgiczna resekcja zostala uznana za leczenie pierwszego
stopnia i zazwyczaj konczy si¢ sukcesem. Jednakze, wyscidtczaki maja tendencj¢ do nawrotow, gdy
catkowita resekcja guza nie jest mozliwa. Szacuje si¢, ze prawdopodobienstwo pigcioletniego
przezycia wynosi od 40 do 60 procent, i jest znaczaco wigksze u dorostych niz u dzieci.

Obrazowanie MR wzmocnione kontrastem jest stosowane jako narzg¢dzie diagnostyczne od
1984 r. i zostato po raz pierwszy zastosowane w diagnostyce guzow rdzenia kregowego w 1985 r.
Przez dhugi czas wzmocnienie pokontrastowe zmian wewnatrzrdzeniowych byto uwazane za typowe
dla zmian zto$§liwych. Jednak w kolejnych pracach udowodniono, ze wzmocnienie pokontrastowe
wystepuje we wszystkich rodzajach nowotworéw rdzenia krggowego, niezaleznie od stopnia jego
inwazyjnosci. Powszechnie przyjmuje si¢, ze wyscidlczaki rdzenia kregowego prawie zawsze
intensywnie wzmacniajg si¢ po podaniu dozylnym $§rodka kontrastowego.

Ponizsza praca powstata w oparciu o najnowsze doniesienia naukowe, aktualne publikacje
i inng dostgpna literaturg. Do czgsci opisujacej zagadnienie dotaczono przypadek kliniczny
obrazujacy wykorzystanie nowoczesnej metody diagnostycznej w praktyce. Jako gtowne zrodto
niezb¢dnych materialow wybrano baz¢ danych ,,PubMed

Postepujacy rozwoj metod diagnostyki obrazowej wskazuje, ze niegdys$ stosowane techniki
obrazowania ust¢puja coraz doktadniejszym, szybszym i bezpieczniejszym metodom. Celem
ponizszej pracy jest ocena aktualnie wykorzystywanych metod diagnostycznych oraz ich wptywu na
wybdr leczenia u pacjentow ze stwierdzonym wysScidtczakiem rdzenia krggowego.
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2. Opis zagadnienia

W Stanach Zjednoczonych kazdego roku wyscidlczak rozpoznawany jest u 1000-2000
dorostych; U 75% wystgpuje w kanale kregowym, 25% to guzy rdzenia kregowego
wewnatrzczaszkowe. Wysciolczaki stanowia 2% nowotworow pierwotnych osrodkowego ukladu
nerwowego (OUN) (Chamberlain 2003). Chorzy sg zazwyczaj w wieku 30-40 lat, mezczyzni
i kobiety choruja rownie czesto.

Czynniki prowadzace do rozwoju wysciotczaka nie sa dobrze poznane. Najbardziej
prawdopodobng przyczyna, sg aberracje chromosomowe. Czynniki §rodowiskowe nie maja wptywu
na powstawanie ani rozwoj tego nowotworu.

U chorych na wyscidtczaka rdzenia krggowego zazwyczaj wystepuja niespecyficzne objawy
postepujace przez lata przed rozpoznaniem, chociaz rzadkie przypadki krwawienia $rédsciennego
moga powodowac ostre pogorszenie stanu pacjenta. Czeste objawy to bol plecow, spastycznosé
konczyn dolnych, ataksja chodu, utrata czucia i parestezje. Guzy w czgsci szyjnej rdzenia kregowego
moga powodowac objawy w obrebie koniczyn gornych i dolnych. Guzy ledzwiowe moga powodowac
nietrzymanie moczu, bol plecow i ndg, a nawet asymetryczne ostabienie. (Schwartz i McCormick
2000).

Podtypy histologiczne wyscidtczaka wg WHO podzielone sa na trzy grupy w zaleznosci od
stopnia  ztosliwosci stwierdzonego w obrazie mikroskopowym. Wysciodtczak
Sluzakowobrodawczakowaty i podwysciotczak to zmiany I stopnia, najbardziej tagodne w wygladzie
histologicznym. Zmiany II stopnia obejmuja podtypy klasyczne, komoérkowe, brodawkowate,
jasnokomorkowe 1 tanycytarne, zgrupowane razem z powodu braku cech anaplastycznych
i podobienstw biologicznych. Wysciotczaki anaplastyczne maja III stopien zaawansowania, a co za
tym idzie, charakteryzuja si¢ najbardziej ztosliwym przebiegiem. Stopnie te r6znig si¢ pod wzgledem
najbardziej prawdopodobnego umiejscowienia w obrebie rdzenia kregowego, tatwosci resekeji oraz
tendencji do nawrotow (Perry i Prayson 2012).

II stopien "klasyczny" wyscidtczaka obejmuje 55-75% zmian w rdzeniu krggowym,
najczesciej wystepujacych w okolicy szyjnej lub piersiowej, rzadko w rdzeniu lgdzwiowym.
Wyscidtezaki II stopnia rdzenia kreggowego sg typowo Srodmigzszowe i czgsto torbielowate. Guzy
zbudowane sg z komorek o regularnych, okraglych lub owalnych jadrach z obfita, ziarnistg
chromatyng. Migdzy jadrami jest wiokienkowe tto o zmiennej gestosci. Komorki guza moga
formowac okragte lub wydtuzone struktury (rozety, kanaty), przypominajace zarodkowy kanat
ependymalny, z dlugimi, delikatnymi wyrostkami ciggnacymi si¢ do $wiatta. Cze¢sciej obecne sg
okotonaczyniowe rozety rzekome (pseudorozety), w ktorych komoérki nowotworowe sg
rozmieszczone dookola naczyn, ze strefa zawierajaca wyrostki ependymalne miedzy komoérkami
a naczyniami (Klekamp 2015).

Wysciodtczak komorkowy jest identyfikowany na podstawie zwigkszonej ilosci komorek
i wysokiego stosunku liczby atoméw do liczby cytoplazmy z nielicznymi rozetami, ale brak jest
proliferacji mikronaczyniowej, pleomorfizmu komorkowego lub mitoz, ktére odpowiadaja zmianom
IIT stopnia. Wysciotczak jasnokomorkowy jest rzadkim podtypem, ktéry podobnie jak
oligodendroglioma, zawiera aureole okotojadrowe wraz z pseudorozetami i ostrymi granicami
histologicznymi. Nabtoniak brodawkowaty identyfikowany jest histologicznie na podstawie
rozmieszczenia komoérek nowotworowych wokot rdzenia widknistego naczynia. Wysciotczak
tanycytarny, najmniej rozpowszechniony podtyp II stopnia, wystepuje w rdzeniu kregowym czesciej
niz w moézgu i zawiera komorki o dtugich wyrostkach podobnych do astrocytéw pilocytarnych
(Smirniotopoulos 2013).

Zmiany 1ll stopnia sa najrzadziej spotykanym podtypem wyscidtczaka u dorostych,
charakteryzujacym si¢ histologicznie czgstymi mitozami, proliferacja srodbtonka i pleomorfizmem
jadrowym. W przeciwienstwie do wysciolczakow II stopnia, ependymiaki anaplastyczne maja
tendencj¢ do przenikania do otaczajacych tkanek i tym samym rzadziej pozwalaja na catkowita
resekcje (Oh, Ivan i in. 2013).

Guzy I stopnia obejmuja podwyscidlczaka i wyscidtczaka §luzakowobrodawczakowatego.
Podwysciotczaki rzadko wystgpuja w rdzeniu krggowym i moga si¢ wyrdznia¢ tendencja do
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obwodowego umiejscowienia w obregbie rdzenia, poniewaz inne podtypy zazwyczaj lokalizujg si¢
osrodkowo. Obraz histologiczny podwyS$ciotlczakéw wykazuje mikrocystyczne przestrzenie
i zgrupowane komorki na gestym, widknistym tle. Wysciolczak $luzakowobrodawczakowaty
nazywany jest tak ze wzglgedu na mikroskopijny wyglad komorek o luznej strukturze z wystepujacymi
nagromadzeniami mucyny, czesto z wyraznie zhialinizowanymi naczyniami krwiono$nymi.
U dorostych zmiany §luzakowobrodawczakowate stanowig okoto jednej czwartej przypadkéw
wyScidtczakow rdzenia krggowego. Guzy te wystgpuja niemal wylacznie wokot stozka rdzenia
kregowego, czgsto z udziatem konia ogoniastego lub nici koncowej. Chociaz nie maja one ztosliwych
cech histologicznych, charakteryzuja si¢ wicksza czestoscia nawrotow niz wysciotezaki II stopnia.
Chociaz nawroty moga wystepowaé w 15-33% przypadkow, Smiertelnos$c¢ jest niska - przezywalnosé
szacuje si¢ na 85-100% po 5 latach (Tarapore i in. 2013).

Obrazowanie rezonansem magnetycznym (MR), z kontrastem i bez kontrastu, jest najlepsza
metoda oceny w podejrzeniu nowotworow rdzenia krggowego, jezeli nie wystepuja przeciwskazania
do wykonania badania. Spektroskopia MR oraz perfuzja MRI nie sa zazwyczaj przydatne ze wzgledu
na matg $rednice kanalu kregowego i artefakty zwigzane z przeptywem krwi. Tomografia
komputerowa (TK) jest mato przydatna diagnostycznie poza identyfikacja obszarow zwapnien
i dlatego stanowi alternatywe tylko wtedy, gdy MR jest nicosiagalny. W badaniu PET wysciotczaki
wydaja si¢ zazwyczaj hipometaboliczne ze wzgledu na mala ggsto$§¢ komorek i powolny wzrost
(Mineura i in. 1997).

Ocena zmian rozrostowych sznura rdzenia krggowego jest kluczowe w identyfikacji guzow
srédrdzeniowych; w przypadku prawidtowej wielkoSci sznura nalezy rozwazyé rowniez procesy
nienowotworowe, takie jak choroba demielinizacyjna. W odniesieniu do rdzenia kregowego,
wysciotczaki sg zwykle hipointensywne na obrazach T1-zaleznych, hiperintensywne na obrazach
T2-zaleznych i wzmacniaja si¢ po podaniu kontrastu. Czgsto zawierajg obszary zmian torbielowatych,
krwotoku, martwicy i/lub zwapnien, ktére moga dawacé niejednorodny sygnat (Koeller 2000).

Wysciodtezaki sluzakowobrodawczakowate wystepuja zwykle w okolicy stozka rdzenia
kregowego (conus medullaris). Charakterystyczne w obrazowaniu jest niejednorodne uszkodzenie
z izodensyjnymi sktadnikami komérkowymi i hiperdensyjnymi obszarami wytwarzania mucyny lub
krwotoku (na T1 1 T2). Te dobrze zlokalizowane guzy wzmacniajg si¢ rdwnomiernie (Koeller 2000).

Wyscidtczaki anaplastyczne sg zwykle izointensywne na obrazach T1-zaleznych, izo- lub
hiperdensyjne na obrazach T2-zaleznych i maja zmienne wzmocnienie pokontrastowe. Naciek do
otaczajacej tkanki moze by¢ widoczny, co utrudnia odréznienie ich od glejaka naciekowego.

W pracy omowiono przypadek 25 letniego pacjenta, ktory zglosit z objawami
neurologicznymi i zostat skierowany na badanie MR celem oceny odcinka piersiowego kregostupa
z podejrzeniem zmiany ogniskowej. Na podstawie badania MR na wysokos$ci trzonow Th10, Thll
stwierdzono niewielki guz wypekiajacy centralnie $wiatlo kanatu kregowego powodujacy
hydrosyryngomieli¢ powyzej i ponizej tkanki guza oraz zaburzenia przeptywu krwi przez naczynia
rdzeniowe. W badaniu kontrolnym po roku wielko$¢ guza oraz jego morfologia wykazywaty
charakter stacjonarny w stosunku do badania poprzedniego. Kolejne kontrolne badania MR wykonane
po roku, dwoch oraz trzech latach wykazaly postgpujaca progresj¢ guza. Ostatnie badanie
uwidocznito ponad dwukrotny wzrost masy nowotworowej. Pacjent zostal zakwalifikowany do
operacji.

Jak w przypadku wiekszosci innych guzow, celem operacji jest catkowita resekcja (gross
total resection - GTR) z zachowaniem zdrowej tkanki. Zakres resekcji w przypadku wysciotczaka
rdzenia kregowego zalezy od lokalizacji, wielkosci, histologii i obecnosci torebki lub syrinksa
(zapewniajacego plaszczyzne resekcji) guza. Czestos¢ GTR w przypadku wyscidtczaka rdzenia
kregowego jest wysoka (84-93% przypadkow).

W wielu badaniach retrospektywnych wykazano zwigzek migdzy zakresem resekcji
a przezyciem bez progresji (progression-free survival - PFS) u chorych z wyscidtczakiem rdzenia
kregowego. Brakuje jednak dowodoéw na istnienie ostatecznych zwiazkoéw z PFS lub catkowitym
przezyciem (overall survival - OS) ze wzgledu na rzadko$¢ wystgpowania wysciotczakow. Oceniono
zwiazek migdzy wynikami klinicznymi a oceng histologiczng u 175 dorostych pacjentow
z wyscidtczakiem rdzenia kregowego. Dla catej badanej grupy GTR byl zwigzany z lepszym PFS
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i OS. W przypadku pacjentéw z wyscioltczakiem II stopnia, u ktérych GTR miat znamiennie nizszy
wskaznik nawrotow w pordwnaniu z pacjentami z catkowita resekcja (subtotal resection - STR).
Natomiast w przypadku wyS$cidtczaka §luzakowobrodawczakowatego I stopnia czgsto§¢ nawrotow
nie réznila si¢ istotnie u pacjentow z GTR w poréwnaniu z STR (odpowiednio 4/33 pacjentow
(12,1%) 1 6/23 pacjentow (26,1%), p = 0,705). W przypadku wyscidtczaka III stopnia czgsto$é
nawrotow byla nizsza u pacjentdw, ktérzy uzyskali GTR w poréwnaniu z STR (0/3 pacjentow
W poréwnaniu z 6/8 pacjentow), przy 5 zgonach w grupie STR; jednakze liczba pacjentow byta zbyt
mala, aby wykaza¢ istotng roéznice. Stwierdzono réwniez istotny zwigzek migdzy histologia guza
a zakresem resekcji, przy wyzszym wskazniku GTR u pacjentow ze zmianami Il stopnia (78,8%)
W poréwnaniu z wyscidtczakiem $luzakowobrodawczakowatym I stopnia (58,9%, p<0,001), ktory
byt wigkszy niz wskaznik GTR dla wyscidlczaka 111 stopnia (27,3%, p<0,001) (Oh, Kim i in. 2013).

( ANON

Rys.2. Badanie kontrolne MR krggostupa wykonane po 2 latach. Guz ma $rednice okoto 7,5
centymetra.

86|Strona



Nauki medyczne i nauki o zdrowiu — Czes¢ 111

Rys.3. Badanie kontrolne MR kregostupa wykonane po 3 latach. Guz ma $rednic¢ ponad 11
centymetrow.

Mimo wysitkéw zmierzajacych do zachowania prawidlowej tkanki, pooperacyjne deficyty
neurologiczne s3 niestety powszechne. W poréwnaniu z chorymi z deficytami wyj$ciowymi chorzy
z dobra funkcjonalnoscia neurologiczng przed zabiegiem operacyjnym majg mniejsze szanse na
wystapienie objawow neurologicznych pooperacyjnych, a wigksze prawdopodobienstwo poprawy
w przypadku ich wystapienia. Chorzy z guzami na poziomie klatki piersiowej maja zazwyczaj
wigksze deficyty czynnoSciowe po zabiegu resekcji, prawdopodobnie zwigzane ze stosunkowo
ograniczonym ukrwieniem okolicy i waskim kanatem kr¢gowym. Guzy z wyrazniejszymi torbielami
s3 zwigzane z mniejszg liczba pooperacyjnych deficytow neurologicznych, prawdopodobnie dlatego,
ze tatwiej je oddzieli¢ od prawidlowe] tkanki. Co ciekawe, nie stwierdzono, aby zakres resekcji
korelowat z pooperacyjnag funkcjg neurologiczng. Guzy $luzakowobrodawczakowate, ze wzgledu na
ich typowe potozenie w poblizu rdzenia krggowego, charakteryzujg si¢ najwyzsza czegstoscia
wystepowania objawow pooperacyjnych dotyczacych pecherza moczowego i jelit. W przypadku tych
guzOw wazne jest rozwazenie, czy maksymalna resekcja jest warta potencjalnego ryzyka urazu, gdyz
brak jest obecnie dowodow na korzys¢ z GTR dla tego podtypu wysciotczaka. Niektorzy badacze
sugeruja, ze zachowanie integralnosci torbieli moze by¢ istotne dla zapobiegania nawrotom, jednak
obecnie brak jest ostatecznych dowodow. Potrzebne s dalsze badania w celu okreslenia optymalnych
technik chirurgicznych dla zachowania funkcji neurologicznej i zapobiegania nawrotom
wysciodtczaka sluzakowobrodawczakowatego (Chang i in. 2002).

3. Podsumowanie i wnioski:

Wysciotczaki rdzenia krggowego sa najczestszym guzem wewnatrzrdzeniowym
u dorostych. Objawy pojawiaja si¢ dosy¢ poézno oraz zazwyczaj sa niespecyficzne. Jak najszybsza
diagnostyka obrazowa umozliwia podjecie wezesnej decyzji o interwencji chirurgicznej, co znaczaco
zwigksza rokowanie. Wysciotczaki rdzenia krggowego charakteryzuja torbiele wewnatrz-
i zewnatrzpochodne, ztogi hemosyderyny oraz silne wzmocnienie czgsci litej guza, co pomaga
W ustaleniu diagnozy przedoperacyjnej. Ze wzgledu na specyfike tkanki nerwowej oraz niezwykle
niebezpieczne skutki jej uszkodzenia, podjecie szybkiej interwencji lekarskiej, sprawna diagnoza oraz
wdrozenie odpowiedniego leczenia sg niezwykle istotne. Sposrod dostepnych metod diagnostycznych
rezonans magnetycznych jest metoda z wyboru w diagnostyce wyscidtczaka rdzenia kregowego.
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Streszczenie

Praca ma na celu przedstawienie aktualnych pogladéw dotyczacych epidemiologii,
patogenezy, diagnostyki oraz wytycznych dotyczacych leczenia i prewencji otytosci oraz
towarzyszacej jej cukrzycy u dzieci i mtodziezy. Problem otylo$ci u dzieci znany jest od dawna
i narasta od kilkudziesieciu lat. Wielu rodzicow nie uwaza otytosci za chorobe. Brak dostrzezenia
problemu i trwanie w przekonaniu, ze dziecko jest zdrowe cze¢sto prowadzi do zbagatelizowania
choréb wspotistniejacych. Tymczasem zaawansowana otyto$¢ i nadwaga stanowia zagrozenie dla
zdrowia i nalezg do wspoétczesnych chordb tzw. cywilizacyjnych. Szczegdlnie w ostatnich dwoch
dekadach zauwazono, ze nadwaga i otylo§¢ wsrod dzieci i mlodziezy wystepuje réwnolegle
z cukrzyca lub innymi chorobami, a jej wystgpowanie nieustannie wzrasta w roznych spotecznosciach
na $wiecie, wlaczajac w to Polskg. Otylo§¢ u dzieci i mtodziezy stwarza ryzyko wystgpowania
réwniez innych chorob tj. choréb uktadu oddechowego, endokrynologicznego, sttuszczenia watroby,
nieprawidtlowosci  ortopedycznych 1 zaburzen psychicznych, a w wieku pdzniejszym
zaawansowanych schorzen uktadu sercowo-naczyniowego.

1. Wstep

W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat zaobserwowano gwattowny wzrost otytosci dziecigcej.
Szacuje sig, ze na Swiecie aktualnie okoto 110 milionow dzieci ma nadwagg lub otylos¢. Jednoczesnie
notuje si¢ wzrost liczby dzieci i nastolatkow ze zdiagnozowang cukrzycg typu 2 oraz innych schorzen
polaczonych z otylos$cia. Powigzanie wzrostu diagnoz otyloéci i cukrzycy w widoczny sposob
alarmuje naukowcéw. W wielu panstwach $wiata wskazniki otylo$ci u dzieci i mtodziezy sa
ekstremalnie wysokie 1 pogarszaja si¢ szczegdlnie wirod poéznych nastolatkéw/mtodych dorostych.
Dodatkowo liczba matoletnich 0séb ze znaczacg otytoscig ro$nie w zastraszajagcym tempie. Jest to
jednoczesnie grupa, w ktorej diagnozuje si¢ choroby wspotistniejace, takie jak wspomniana cukrzyca
typu 2. Najbardziej widoczny problem jest w krajach wysoce rozwinigtych np. Stanach
Zjednoczonych. Eksperci Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) od poczatku milenium podaja, Ze
do ponad 300 min dorostych wzrosta liczba zaklasyfikowanych, jako osoby otyle, z czego 132 min
w krajach rozwinigtych i 170 mln w innych regionach $wiata. Sytuacja ta tyczy si¢ proporcjonalnie
dzieci i mtodziezy. Problem narastania otytosci dotyczy rowniez polskich dzieci. W ciaggu ostatnich
kilkudziesigciu lat w naszym kraju dokonaty si¢ zasadnicze zmiany w sposobie zywienia i szeroko
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rozumianym trybie zycia mlodego pokolenia (preferencje i brak dyscypliny w zywieniu, statyczny
sposob spedzania wolnego czasu, ograniczenie aktywnosci fizycznej, zaniedbanie wlasciwego
rozwoju fizycznego) (Fichna i Skowronska 2008).

Procesem pierwotnym przyczyniajacym si¢ do rozwoju otytosci jest nadmierna
i nieumiarkowana konsumpcja pokarmow (otyto$¢ alimentacyjna, czyli otylo§¢ prosta), ktora
prowadzi do magazynowania nadmiaru energii w postaci lipidow w zwickszonej masie tkanki
tluszczowej. Skala zjawiska pozwala mowi¢ o epidemii otylosci wsrod dzieci imtlodziezy.
Jednocze$nie obserwuje si¢ coraz wigksza liczbe zachorowan na cukrzyce typu 2. (Type 2 Diabetes
Mellitus, w skrocie T2DM), ktora przestata by¢ diagnozowana prawie wylacznie w populacji osob
dorostych, a na coraz czgstsza skalg wystepuje wspotistniejaco wraz z otytoscig dzieci. Zwickszong
czgsto$¢ wystepowania tej choroby u dzieci i miodziezy na poczatku dostrzezono w Stanach
Zjednoczonych, gdzie juz w latach 90. ubieglego wicku wsréd nowo ujawnionych przypadkoéw
cukrzycy rozpoznano okoto 3% cukrzycy typu 2. Nie mozna zapomnie¢, ze poza otytoscia (ktora jest
gléwnym czynnikiem predysponujacym do ujawnienia si¢ T2DM), istotny jest roéwniez udziat
czynnikow genetycznych i $rodowiskowych. Jednoczesnie, wraz ze wzrostem czgstosci
wystgpowania otytosci w catej populacji dzieci i mtodziezy, proporcjonalnie zwicksza si¢ liczba
otylych pacjentow zcukrzyca typu 1 (Type 1 Diabetes Mellitus, TIDM). Stanowi to coraz
powazniejszy i bardziej istotny problem diagnostyczny i terapeutyczny w praktyce pediatrycznej.
Lekarze nie maja watpliwosci, ze znaczna otylo$¢ jest przyczyna cukrzycy. Nie jedyna,
ale bezposrednia. Ostrzegaja, ze rosngce wskazniki otylosci nieuchronnie prowadzg do wigkszej
zachorowalnosci na cukrzyce typu 2 (Miko$ i in. 2010).

2. Opis zagadnienia

Otylos¢ jest przewlekla choroba o zlozonym genetycznym i $rodowiskowym podiozu.
Objawia si¢ glownie nadmiernym rozwojem tkanki tluszczowej w organizmie i patologicznym
zwigkszeniem masy ciata powyzej przyjetej normy. Jest jednym z najczgstszych zaburzen w rozwoju
fizycznym dzieci i mlodziezy. Nadwaga jest to rdéznica pomi¢dzy aktualng a nalezng masg ciata
wyrazona w kilogramach lub procentach zgodnie ze wzorem (Miko$ i in. 2010):

aktualna masa ciata — nalezna masa ciata
Nadwaga = - - * 100%
nalezna masa ciata

Otylos¢ jest to zwickszenie ponad miarg masy tkanki thuszczowej w organizmie. Prowadzi
to do uposledzenia funkcji réznych narzadow wewnetrznych i w rezultacie do wzrostu ryzyka
chorobowosci. Pokazuje to, ze stan ten nalezy traktowaé w kryteriach choroby, a nie tylko
w kryteriach defektu kosmetycznego. U dorostych pacjentow otylos¢ rozpoznaje si¢, gdy zawartose
tkanki thuszczowej jest wigksza niz 30% naleznej masy ciata u kobiet i 25% u me¢zczyzn; u dzieci
zawarto$¢ tkanki thuszczowej w organizmie $cisle zalezy od wieku i ptci. Do dokonania oceny stopnia
otyltosci oraz przedstawienia rozkladu danych antropometrycznych wykorzystuje si¢ m.in. wskaznik
BMI, siatki centylowe, wskaznik Cole’a lub pomiary obwodu talii i bioder oraz tzw. fatdomierz.
Podstawe diagnostyki stanowig opracowane siatki centylowe przedstawiajagce w sposdb graficzny
stosunek masy do wieku, wzrost w stosunku do wieku i mas¢ w stosunku do wzrostu. W Polsce
najcze$ciej stosowane sg siatki centylowe opracowane w Instytucie Matki i Dziecka. Dany parametr
jest za ich pomoca porownywany z przyjeta norma. Kolejnym waznym wskaznikiem jest Body Mass
Index (BMI) (Miko$ i in. 2010).

masa rzeczywista .
BMI = > [kg * m™*]
wzrost

Norma wedlug WHO wynosi 19-25 kg*m?2. W przypadku osob dorostych warto$¢
z przedziatu 25 do 30 kg*m jest diagnozowana jako nadwaga, a gdy BMI przekracza 30 kg*m-2
mamy do czynienia z otytoscig. U dzieci warto$¢ otrzymanego z obliczen BMI porownuje si¢
z danymi z siatki centylowej. Metoda ta pozwala na odpowiednig ocen¢ stanu odzywienia dziecka
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i powszechnie uwazana jest za standardowag metode diagnostyki otyto$ci. Praktyka jednak czgsto
sktania nas do stwierdzenia, ze wspominana metoda nie jest czesto stosowana przez pediatrow.
Zdarza sig, ze czeSciej poshuguja si¢ oni siatkami masy ciata i proporcji. Jeszcze rzadziej stosuje si¢
faldomierze, ktoére stuzg do oceny grubosci tkanki thuszczowej podskornej. Alternatywa zwlaszcza
U mlodszych dzieci jest stosowanie tzw. wskaznika Cole’a (Least Mean Square, LMS) (Miko$ i in.
2010).

masa rzeczywista * standardowy wzrost?
LMS = - > *100%
masa standardowa * rzeczywisty wzrost

Korzystajac ze wzoru na wyznaczenie BMI powyzszy wzor mozna sprowadzi¢ do postaci:

LMS aktualne BM] 100%
= *
standardowe BMI 0

Wskaznik Cole’a jest ilorazem aktualnego i standardowego Wskaznika Masy Ciata.
Standardowe parametry przyjete do obliczen zaleza od pici i wieku dziecka. Wartosci LMS
z przedziatu 90-110% uznawane sa za prawidlowe. Wzrost wartosci do >120% S$wiadczy
0 nadwadze, a warto$ci >120% o otytosci (Miko$ i in. 2010).

Pomocnicze znaczenie w ocenie, rozwoju i diagnostyce otylosci moga mie¢ badania
bioimpedancji elektrycznej, ktore pozwalaja w znaczacym przyblizeniu ocenia¢ sktad masy ciata
z rozroznieniem udziatu w niej tkanki thuszczowej i mig$niowej oraz wody. Metoda jest bezinwazyjna
i bezpieczna w stosowaniu. Duzy stopien zautomatyzowania badania sprawia, ze aparatura
pomiarowa jest coraz czg¢sciej dostgpna w naszej przestrzeni zyciowej. Upowszechnienie tej metody
badania daje nam kolejne narzgdzie diagnostyczne mogace w tatwy sposob potwierdzi¢ nasze obawy
zwigzane z pierwszymi fizycznymi objawami nadwagi. Metoda ta nie jest jednak pozbawiona wad.
Najwiekszym problemem sg braki norm populacyjnych i konieczno$¢ utrzymania powtarzalnych
warunkow pomiaru. Mimo tych wad metoda pozwala w rzetelny sposob ujawnia¢ dynamike zmian
u chorych lub porownywac¢ efekty leczenia nadwagi lub otytosci. Istniejg rowniez inne metody badan.
Sa one jednak kosztowne i pracochtonne, dlatego w praktyce stosuje si¢ je rzadko. W badaniach
klinicznych i patofizjologicznych mozna dodatkowo zastosowac pomiar iloéci tkanki thuszczowe;j
metoda absorpcjometrii podwojnej energii promieniowania rentgenowskiego (DEXA, dual energy X-
ray absorptometry), rezonansu magnetycznego, lub zmierzenie catkowitej ilosci wody w ustroju
z wykorzystaniem tomodensytometrii (Fichna i Skowronska 2008).

Amerykanskie Towarzystwo Diabetologiczne (ADA, American Diabetes Association)
klasyfikuje cukrzyce typu 1., jako chorobe¢ autoimmunologiczng zwigzang z destrukcja komorek beta
wysp trzustkowych, prowadzacg do niedoboru lub braku insuliny, ktérej towarzyszy obecnos¢
przeciwcial przeciwwyspowych ICA, przeciw endogennej insulinie IAA, przeciw dekarboksylazie
kwasu glutaminowego GAD 65, oraz przeciwko fosfatazom tyrozyny (I1A-2 i 1A-2b). T2DM jest
W gléwnej mierze zwigzana z otylo$cia, ktorej towarzysza insulinooporno$¢ i wzgledny niedobor
insuliny. Nie cechuje jej autoimmunizacja oraz do niedawna byta zwykle rozpoznawana w populacji
0s0b dorostych. W populacji dzieci i mlodziezy rozpoznaje si¢ ja najczgs$ciej w okresie dojrzewania
plciowego, najczgsciej 13—14 lat (4.-5. stopien w skali Tannera). Stopien dojrzatosci plciowej nie
moze by¢ jednak cecha determinujaca zdiagnozowanie T2DM i T1DM, gdyz ta ostatnia moze si¢
réwniez ujawni¢ w tym samym okresie pokwitania. Cukrzyca stanowi bardzo duzy i stale rosnacy
problem na skalg calego Swiata. Dane szacunkowe podaja, ze okoto 5% populacji choruje na
cukrzyce, w tym okoto 95% stanowi cukrzyca typu 2. Przyjmuje si¢, ze cukrzyca T2DM w nawet
potowie przypadkdéw pozostaje niezdiagnozowana (Antosz i Matecka-Tendera 2012).

3. Przeglad literatury

Problem spoteczny, jakim jest nadmierna masa ciala w §wiadomosci spolecznej funkcjonuje
od co najmniej 1997 roku, kiedy to Swiatowa Organizacja Zdrowia oficjalnie oglosita otytosé
ogo6lno$wiatowa epidemia obejmujacg dzieci i dorostych. Juz ponad dwie dekady temu problem ten
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uznano za jedno z najwiekszych zagrozen dla zdrowia ludzkosci. Liczba osob otylych caty czas
gwaltownie ro$nie, wbrew propagowanego w wielu spoteczno$ciach wizerunku szczuptej sylwetki
(Galal i Hulett, 2005). Wérod mtodziezy otyto§¢ wynika ze zwolnienia szybko$ci wzrastania, co
powoduje zmniejszone zapotrzebowanie energetyczne organizmu. Wzmozony apetyt dziecka jest
W tym czasie do$¢ spory, zatem gromadzenie zapasow tkanki thuszczowej ma na celu magazynowanie
zapasow energii niezbednej do znacznych wydatkéw metabolicznych w fazie dojrzewania.
Dziewczynki bardzo wczesnie, bo juz na poczatku dojrzewania, a chtopcy nieco pdzniej, wchodza
W tzw. skok wzrostowy. Ograniczenie tempa przyrostu masy ciata w stosunku do jego dtugosci moze
skutkowa¢ duzymi szansami ograniczenia wystapienia otylosci. Otylos¢ wtdrna (patologiczna)
wynika ze schorzen endokrynologicznych, uktadu nerwowego, wad genetycznych lub jest skutkiem
przewleklego leczenia. Za przyczyny otytosci wtornej mozna wymieni¢ m.in.: choroby uktadu
wewnatrzwydzielniczego, niedoczynno$é tarczycy lub przytarczyc, chorobe Cushinga, niedobor
hormonu wzrostu, liczne zaburzenia okresu pokwitania, przekwitania, mézgowe porazenie dziecigce,
rdzeniowy zanik mig$ni, guzy osrodkowego uktadu nerwowego, stan po zapaleniu opon mézgowych
i moézgu, stan po urazach osrodkowego uktadu nerwowego (Sikorska-Wisniewska 2007).

Ilo§¢ spozywanego pokarmu ma fundamentalny wpltyw na predyspozycje do otytosci.
Kontrolg nad tym sprawuja osrodki gltodu i sytosci znajdujace si¢ w osrodkowym uktadzie
nerwowym: w podwzgérzu, uktadzie limbicznym, wgchomoézgowiu i w korze mézgu. Zaburzenia
pracy tych osrodkéw moga powodowaé spozywanie obfitszych w energi¢ positkdw, co skutkuje
powolnym odktadaniem si¢ tkanki thuszczowej. Gtowng struktura tego systemu jest jadro lukowate,
obejmujace zardwno neurony wytwarzajace neuroprzekazniki pobudzajace, jak i hamujace apetyt.
Osrodki pokarmowe otrzymuja informacje natury chemicznej na zapotrzebowanie organizmu na
energi¢ poprzez substraty energetyczne (glukoza, wolne kwasy tluszczowe, aminokwasy) i poprzez
neuroprzekazniki (kwas gammaaminomastowy GABA, acetylocholina, adrenalina, dopamina,
serotonina, endorfiny). Informacje te sa nieprzerwanie dostarczane do odpowiednich o$rodkow
regulacyjnych, ktore wptywaja na zuzycie glukozy, uwalnianie insuliny w trzustce, termogeneze¢
i finalnie pobor pozywienia. Na taknienie majg najwickszy wptyw neurotransmitery pobudzajace nasz
apetyt na weglowodany tj. noradrenalina lub tez hamujace ten proces, np. serotonina i dopamina
(hamujaca spozywanie thuszczow). Olbrzymi wplyw na ten proces ma rowniez srodowisko i idace za
tym mozliwo$ci dostepu do sktadnikéw pokarmowych. Za jedng z przyczyn wigkszej czgstosci
wystepowania otylosci u dzieci z biednych regiondw uznaje si¢ nieprawidtlowo zbilansowang dietg,
ktora obfituje w tansze, bogato weglowodanowe i bogato tluszczowe sktadniki oraz nieregularne
spozywanie positkow. Najwickszy wptyw na dobdr pokarméw w domowej diecie dziecka majg matki
i sg one zroédlem podstawowych informacji o zywieniu. Moze by¢ to olbrzymig zaleta w walce
z otytoscig lub w pewnych przypadkach wregez przeciwnie, gdyz najczeéciej otytos¢ u miodziezy
wynika wiasnie z dodatniego bilansu energetycznego. Bilans ten powstaje na skutek nadmiernego
dostarczania energii dla organizmu z pokarmu w stosunku do wydatku na podstawowe funkcje
zyciowe, ruch i termogeneze¢. Najbardziej znaczace negatywne czynniki w procesie odzywiania to
m.in.: spozywanie zbyt duzych ilosci zywnosci (przejadanie si¢), nieprawidlowy sktad positkow
z duzg iloscig cukréw prostych i thuszczow. Duze znaczenie ma takze rola gotowych do spozycia
produktow - mato wartosciowych, kalorycznych, czgsto blednie stanowigca w wielu rodzinach
podstawe zywienia. Dieta dzieci oparta o batony, chipsy, ciastka, produkty wysokokaloryczne
i napoje typu cola, stwarza warunki sprzyjajace rozwojowi otyto$ci. Mlodziez czesto zywi sie
W barach szybkiej obshugi. Zywnos¢ typu ..fast food” zwykle zawiera znaczne ilosci thuszczow
nasyconych, a jednocze$nie sladowg ilo$¢ blonnika pokarmowego (Sikorska-Wisniewska 2007).

Prowadzenie dziatan prewencyjnych i profilaktycznych przeciwko otylosci i cukrzycy
powinno mie¢ na celu zapobieganie lub zmniejszenie szans na ich wystapienie. Do glownych,
rekomendowanych zmian w stylu zycia naleza: zwigkszenie aktywnosci fizycznej, ktora korzystnie
wplywa na insulinowrazliwo$¢, zmniejszenie ilosci spozywanych kalorii, w tym tluszczow
(szczegoblnie nasyconych), niezaleznie od wptywu na BMI, spozywanie w ciaggu doby odpowiedniej
ilosci potraw zawierajacych btonnik, dbanie o gospodark¢ wodna, mikro i makro elementy oraz
konsultowanie swojej diety z dietetykiem. Wedtug aktualnych zalecen kazde dziecko z BMI > 85
powinno by¢ monitorowane pod wzgledem powiklan wspoétistniejacych z nadmierng masg ciata.
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Pod uwage powinny by¢ brane zarowno dane z wywiadu, jak i badanie fizykalne oraz wyniki badan
dodatkowych (Fichna i Skowronska 2008).

Warto wspomnie¢ tez o coraz wigkszej wiedzy z zakresu wplywu czynnikdw genetycznych
na proces powstania otylosci. Podatnos¢ na czynniki genetyczne jest inna u kazdego czlowieka
i najczesciej nierozerwalnie wigze si¢ z czynnikami srodowiskowymi. Przyjmowane leki, tryb zycia
czy stres pozwalaja uwolni¢ predyspozycje genetycznie do rozwoju otylosci lub odwrotnie - sa
hamulcem. Aby w danym $rodowisku rozwingeta si¢ otyto$¢, muszg istnie¢ genetyczne predyspozycje,
ktore pozwalaja czynnikom zewngtrznym zmieni¢ bilans energetyczny. Istnieje wiele genetycznych
cech zwiazanych z otylosciag. Mozna wsrdd nich wymieni¢ zmniejszona podstawowa przemiang
materii, nasilone réznicowanie preadypocytow w komorki thuszczowe, zwigkszona wrazliwo$¢ na
odzywianie wysokottuszczowe czy wrazliwo$¢ na insuling. Dotychczasowe badania pozwolity
zlokalizowa¢ kilkanascie miejsc w ludzkim DNA powigzanych z masa ciala oraz typem
rozmieszczenia tkanki tluszczowej. Nalezy jednak pamigtaé, ze otylosci nie mozna wytlumaczy¢
jedynie czynnikami genetycznymi (Maslanek i in. 2013).

Odzywianie si¢ kobiety w okresie prenatalnym jest niezwykle istotne dla ksztaltowania masy
ciata dziecka po porodzie i w wieku pdzniejszym. Zaburzenia odzywiania moga negatywnie wptywac
na ciagze. Wyniki badan wskazujg, ze nadwaga u matki i nadmierny dowoz energii w okresie
prenatalnym sprzyjaja otylosci dzieciecej. Pokazuje to, ze wptyw na predyspozycje do otylosci
u kazdego z nas moze zacza¢ si¢ juz na wezesnym etapie zycia. Efektem ww. zaburzen moga by¢:
zwigkszone ryzyko zespotu metabolicznego w zwiazku z uszkodzeniem aparatu wyspowego trzustki,
powstanie insulinoopornosci, zmiana w reaktywno$ci naczyn i nadci$nienie t¢tnicze. Uwaza si¢
réwniez, ze wczesne sztuczne karmienie sprzyja nadmiarowi masy ciala u niemowlat z racji
zwigkszonego w stosunku do niemowlat karmionych naturalnie, spozycia biatka. Obserwuje si¢
czgstsze wystepowanie otytosci u dzieci, ktorych rodzice tez maja nadwage. Obecnie wiadomo, ze
prawidlowa masa ciala jest w duzej mierze uwarunkowana wielogenowo, a otylo§¢ moze byc
wynikiem zaburzenia funkcjonowania gendow kontrolujacych masg¢ ciala poprzez wptyw m. in. na
prawidlowa termogenezg, czy gospodarke tluszczy w organizmie. Genetyczne uwarunkowanie
sktonnos$ci do otytosci zalezy od wptywoéw srodowiska. W warunkach prostego i nieskrepowanego
dostepu do pokarmu przy jednoczesnym ograniczeniu wysitku fizycznego, ekspresja genow
warunkujacych przyrost masy ciata doprowadza do otytosci. Wplyw $rodowiska prawdopodobnie jest
najsilniejszy w okresie dziecinstwa, kiedy ksztattujg si¢ nawyki zywieniowe, zazwyczaj zgodne
z rodzicielskimi (Sikorska-Wisniewska 2007).

Poczatki choroby dzieci i mtodziezy najtatwiej uchwyci¢ w formie nadwagi. W przypadku
rozwinigcia si¢ choroby jej czas trwania jest jeszcze wcigz krotki w porownaniu z osobami dorostymi,
u ktérych choroba moze rozwijaé si¢ latami. Mozemy wskaza¢ najbardziej charakterystyczne,
postepujace po sobie, etapy rozwoju otytosci oraz jej komplikacji (Antosz i Matecka-Tendera 2012):

a) Nadwaga.

b)  Otylos¢ prosta.

c) Otyloé¢ z insulinoopornoscia.

d) Otyloé¢ z insulinoopornoscia i uposledzong tolerancja glukozy.

e) Zespot metaboliczny.

f)  Cukrzyca typu 2.

Nieleczona otylo§¢ moze prowadzi¢ do wielu komplikacji i choréb wspdttowarzyszacych.
W poréwnaniu z osobami szczuptymi, u 0séb otyltych moze z wigkszym prawdopodobienstwem
wystgpi¢ (Antosz i Matecka-Tendera 2012):

a) cukrzyca (10—krotnie zwigkszone ryzyko zachorowania na cukrzyce typu 2);

b) nadci$nienie tetnicze (3—krotnie zwickszone ryzyko);

c) dyslipidemia;

d) kamica pecherzyka zotciowego i zespot bezdechu sennego;

e) choroba wiencowa (ponad 2—krotnie wyzsze zagrozenie);

f)  choroba zwyrodnieniowg stawow;

g) nowotwory (rak piersi, macicy, jelita grubego, trzustki).
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Jednym z klasycznych przykladow wykrywania powiklan otytosci jest stwierdzenie
w wywiadzie charakterystycznych objawow cukrzycy (poliuria, polidypsja, spadek masy ciala).
Dodatkowo w badaniu przedmiotowym i podmiotowym oraz w badaniach dodatkowych cech
zaburzenia miesigczkowania, tradzik, hirsutyzm, podwyzszone stgzenie testosteronu we krwi itp.
(Fichna i Skowronska 2008).

Mozliwe do wystapienia powiktania otylosci wieku rozwojowego:

a) Zaburzenia gospodarki wegglowodanowe;.

b)  Zaburzenia gospodarki lipidowej.

C) Zespo6t metaboliczny.

d) Niealkoholowa choroba stluszczeniowa watroby.

e) Szkliwienie ktebuszkow nerkowych.

f)  Obturacyjny bezdech senny.

g) Astma oskrzelowa (ma przebieg ciezszy niz u dzieci szczuptych).

h)  Choroby uktadu kostno-stawowego.

i)  Zaburzenia emocjonalne i konsekwencje psychopoteczne.

j)  Weczesne dojrzewanie piciowe i hiperandrogenizm.

k) W wieku dojrzalym udary i miazdzyca naczyn.
rozpoznania niz u pacjentow z TIDM. Progresja tych schorzen réwniez jest znacznie szybsza.
(Gawlik i in. 2012). Cukrzyca jest skutkiem insulinooporno$ci rozwijajacej si¢ wskutek dtugotrwale
utrzymujacej si¢ popositkowej hyperglikemii. Prowadzi to do spadku ilo$ci receptorow insulinowych
lub istotnej zmiany ich struktury. Ponadto dzieci otyte sg dyskryminowane przez rowie$nikow, maja
niskg samoocen¢. Zauwazono zwigzek, ze depresja (i jej objawy) jest tym silniej wyrazana, im wyzszy
jest wskaznik BMI. Opisano przypadki gdzie cienka granica zdrowia psychicznego dzielita przejscie
z nadwagi do powstawania jadtowstretu psychicznego i bulimii. Wedtug zalecen lekarzy specjalistow
leczeniem powinny by¢ objete dzieci z otytoscia rozpoznang na podstawie wskaznika BMI, ktorego
warto$¢ przekracza 95 (Sikorska-Wisniewska 2007).

Leczenie otylych dzieci chorych na cukrzyce powinno by¢ opracowane przy wspotudziale
wielu specjalistow, w tym pediatry, endokrynologa, diabetologa, dietetyka i psychologa, oraz
indywidualnie dopasowana do kazdego pacjenta. Leczenie ma na celu przede wszystkim eliminacje
objawow cukrzycy (hiperglikemii), a takze stopniowe dazenie do uzyskania prawidtowej masy ciata
oraz utrzymanie normoglikemii. Rozpoczynajac leczenie nalezy pamigta¢ o zrdznicowaniu typu
cukrzycy (T1DM i TIDM). Zgodnie z zaleceniami nalezy stale kontrolowa¢ gospodarke lipidowa
u wszystkich pacjentow w chwili rozpoznania cukrzycy. Kazdorazowo po wyréwnaniu zaburzen
metabolicznych w przebiegu ostrej hiperglikemii i kwasicy ketonowej nalezy ten proces powtarzaé
(Antosz i Matecka-Tendera 2012).

4. Podsumowanie i wnioski

Czasy, kiedy na dziecko z otyloScia prosta rodzice spogladali bezkrytycznie minety
bezpowrotnie. Niemal na catym $wiecie zardbwno w krajach rozwinigtych, jak irozwijajacych si¢
obserwuje si¢ wzrost liczby os6b z nadwaga i otyloscig oraz T2DM. W miare coraz czestszego
wystepowania powaznych przypadkow otylosci srodowisko medyczne zdalo sobie sprawe z jej
powiktan, do ktérych dochodzi juz w okresie dziecinstwa. Szczegdlnie niebezpieczne skutki otytosci
w polaczeniu z towarzyszacg im cukrzyca moga prowadzi¢ do powaznych stanow chorobowych.
Istnieje bardzo pilna potrzeba edukacji zdrowotnej dzieci i mlodziezy, gdyz niemal 30 % populacji
mlodziezy z nadmierng masa ciata objawia cechy zespolu metabolicznego. Na szczgscie nie zawsze
otyte dziecko staje si¢ otylym nastolatkiem. Zarowno lekarze, rodzice, jak i sama mtodziez, powinni
wspolnie dba¢ o uswiadamianie w spotecznosci koniecznos¢ stosowania zbilansowanej, prawidlowej
diety opartej o zasady dobrego zywienia, unikania sytuacji sprzyjajacych tyciu oraz propagowania
aktywnego trybu zycia. Przekaz ten powinien by¢ kierowany nie tylko do 0séb otylych, stanowigcych
grupe podwyzszonego ryzyka, ale do wszystkich. Dbanie o prawidlowa masa ciala w czasie
dziecinstwa, dojrzewania i mlodosci wcale nie chroni przed rozwojem nadwagi w pdzniejszym
okresie. Zréznicowanie T2DM i TIDM w populacji otylych dzieci stanowi istotny problem

94|Strona



Nauki medyczne i nauki o zdrowiu — Czes¢ 111

diagnostyczno-terapeutyczny, zwigzany niejednokrotnie z podobienstwem objawow klinicznych
w obu grupach pacjentow w momencie zdiagnozowania choroby. Nalezy podkresli¢, ze strategia
leczenia dzieci T2DM nie moze by¢ prostym odzwierciedleniem terapii w populacji oso6b dorostych.
W populacji otylych dzieci z T2DM niezbgdne jest przeprowadzenie randomizowanych badan
klinicznych w celu ustalenia wskazan do insulinoterapii oraz optymalnych metod leczenia chorob

wspolistniejacych, takich jak nadci$nienie t¢tnicze czy dyslipidemia.
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15. Narazenie zawodowe na stanowiskach pracy w podmiotach leczniczych
Occupational exposure at workplaces in medical entities

Dorota Szatabska®™, Przemystaw Suchon®, Karolina Jedryszek® Karolina Sobczyk®, Mateusz
Grajek®, Klaudia Alcer®

MOddziat Kliniczny Ginekologii i Potoznictwa, Katedra Zdrowia Kobiety, Wydziat Nauk

0 Zdrowiu w Katowicach, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

@Studenckie Koto Naukowe przy Zakladzie Zdrowia Publicznego, Katedra Polityki Zdrowia
Publicznego, Wydziat Zdrowia Publicznego w Bytomiu, Slaski Uniwersytet Medyczny

w Katowicach

®Zaktad Medycyny Ratunkowej, Katedra Medycyny Ratunkowej i Neurochirurgii Dziecigcej,
Wydzial Zdrowia Publicznego w Bytomiu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
“Zaktad Ekonomiki i Zarzadzania w Ochronie Zdrowia, Wydziat Zdrowia Publicznego w Bytomiu,
Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

®Zaklad Zdrowia Publicznego, Katedra Polityki Zdrowia Publicznego, Wydziat Zdrowia
Publicznego w Bytomiu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Szatabska Dorota: dorotaszalabska@gmail.com
Stowa kluczowe: narazenie zawodowe, choroby zawodowe, personel medyczny

Streszczenie

Narazenie zawodowe jest jednym z wazniejszych czynnikow, ktory odgrywa istotng role
przy rozpoznawaniu choréb zawodowych. Za chorobe zawodowa uwaza si¢ chorobg, wymieniong
w wykazie chorob zawodowych, jezeli w wyniku oceny warunkéw pracy mozna stwierdzié
bezspornie lub z wysokim prawdopodobienstwem, ze zostala ona spowodowana dziataniem
czynnikow szkodliwych dla zdrowia wystepujacych w $rodowisku pracy albo w zwiazku ze
sposobem wykonywania pracy, zwanych narazeniem zawodowym. Choroby zawodowe
pracownikéw podmiotéw leczniczych wywotuja czynniki szkodliwe i ucigzliwe miejsca pracy.
Wsrdéd  czynnikow  szkodliwych wystepuja: czynniki chemiczne oraz pyty, hatas, drgania
mechaniczne, o$wietlenie, promieniowanie elektromagnetyczne i jonizujace oraz czynniki
biologiczne. Z kolei wérdd czynnikow ucigzliwych miejsca pracy znajduja si¢: wymuszona pozycja
ciata, obcigzenie fizyczne wywolane praca, hatas i o§wietlenie, mikroklimat, monotonia i obcigzenie
statyczne, a takze obcigzenie psychiczne. Do okre§lenia czynnikow szkodliwych i ucigzliwych,
wykonywania ich pomiar6w i badan zobowigzany jest pracodawca. Ma on za zadanie okresli¢ co jest
zrodtem emisji szkodliwych czynnikow, jaki jest poziom narazenia pracownikow, a takze ocenié
warunki wykonywania pracy, majace wptyw na poziom natezen i stezen czynnikow szkodliwych.

1. Wstep

Narazenie zawodowe jest jednym z wazniejszych czynnikow, ktory odgrywa istotng role
przy rozpoznawaniu choréb zawodowych. Za chorobg zawodowa uwaza si¢ chorobe, wymieniong
W wykazie choréb zawodowych, jezeli w wyniku oceny warunkoéw pracy mozna stwierdzié
bezspornie lub z wysokim prawdopodobienstwem, ze zostala ona spowodowana dziataniem
czynnikow szkodliwych dla zdrowia wystepujacych w srodowisku pracy albo w zwigzku ze
sposobem wykonywania pracy, zwanych narazeniem zawodowym (Ustawa z dnia 26 czerwca 1974).
Choroba powstata wskutek pracy w warunkach szkodliwych badz w zwiazku z wykonywang praca
musi zosta¢ wymieniona w wykazie. Aktualny wykaz zawarty jest w Rozporzadzeniu Rady
Ministréw z dnia 30 czerwca 2009 roku w sprawie chorob zawodowych. To ustawodawca decyduje
o tym, jakie choroby znajda si¢ w wyzej wymienionym wykazie, jednakze zawsze maja one zwigzek
z wykonywana przez pracownika praca, ktora wykonywana jest w warunkach szkodliwych.

Warunkiem zakwalifikowania powstatej choroby jako zawodowej jest jej wywotanie
poprzez narazenie na czynniki szkodliwe dla pracownika, na ktore byl on narazony podczas
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wykonywania zleconych mu przez pracodawce zadan. Choroba zawodowa moze zosta¢ rozpoznana
zardwno w trakcie trwania stosunku pracy pomiedzy pracodawca a pracownikiem, jak réwniez po
jego ustaniu badz przeniesieniu do innej pracy, ktéra nie naraza pracownika na prac¢ w szkodliwym
srodowisku — nie pozniej jednak niz do czasu, ktdry zostat okreslony w odpowiednim zataczniku, pt.
,,Wykaz choréb zawodowych, wraz z okresem, w ktorym wystgpienie udokumentowanych objawow
chorobowych upowaznia do rozpoznania choroby zawodowej pomimo wczesniejszego zakonczenia
pracy w narazeniu zawodowym” (Kaczocha 2017).

2. Czynniki szkodliwe wystepujace na stanowiskach pracy w podmiotach leczniczych

Do okreslenia czynnikow szkodliwych, wykonywania ich pomiaréw i badan zobowigzany
jest pracodawca. Ma on za zadanie okresli¢ co jest zrodlem emisji szkodliwych czynnikow, jaki jest
poziom narazenia pracownikow, a takze oceni¢ warunki wykonywania pracy, majace wptyw na
poziom natgzen i stezen czynnikow szkodliwych. Po wykonaniu odpowiednich pomiaréw uzyskane
wyniki porownuje si¢ z wartosciami normatywow higienicznych, ktore okreslone sa
W Rozporzadzeniu Ministra Pracy i Polityki Spotecznej z 06.06.2014 r. w sprawie najwyzszych
dopuszczalnych stezen inatgzen czynnikow szkodliwych dla zdrowia w $rodowisku pracy
(Rozporzadzenie z dnia 6 czerwca 2014).

Wspomniane wyzej rozporzadzenie opisuje trzy Kategorie, tj. najwyzsze dopuszczalne
stezenie (NDS), najwyzsze dopuszczalne stgzenie chwilowe (NDSCh) oraz najwyzsze dopuszczalne
stezenie putapowe (NDSP). W zalezno$ci od wymienionej kategorii mowa jest o maksymalnym
dopuszczalnym $rednim stezeniu czynnika w zaleznosci od czasu oddzialywania na pracownika.
W przypadku NDS okresla si¢ to stezenie w odniesieniu do 8—godzinnego dobowego i przecigtnego
tygodniowego wymiaru czasu pracy, jaki okreslony jest w Kodeksie Pracy. W przypadku NDSCh
mowa jest o stezeniu, ktorego dtugos¢ trwania nie moze przekraczaé 15 minut i nie moze wystegpowac
cze$ciej niz 2 razy w trakcie 1 zmiany roboczej w odstgpie minimum godziny czasu. Jezeli spetnione
sg zasady okreslone w NDS oraz NDSCh to wystepowanie czynnikéw szkodliwych nie powinno
spowodowac ujemnych zmian w stanie zdrowia pracownika. NDSP z kolei to warto$¢ stezenia, ktora
nie moze by¢ przekroczona nigdy w czasie trwania pracy (Kujawa 2017).

2.1 Chemiczne czynniki szkodliwe i pyty

Do chemicznych czynnikow szkodliwych, na ktore sa narazeni w szczegdlnosSci pracownicy
szpitali i laboratoriow mozna zaliczy¢ gazy anestetyczne (wykorzystywane na salach zabiegowych
i salach operacyjnych) oraz odczynniki chemiczne, ktore stosuje si¢ do sterylizacji i dezynfekcji (np.
sprzetu medycznego), a takze w pracowniach preparatyki tkankowej. Szkodliwe substancje
chemiczne moga powstawac takze w czasie uzywania palnikow gazowych w laboratoriach. Czynniki
chemiczne mogg wnika¢ do organizmu poprzez wdychanie, czyli drogg oddechows, ale rowniez
poprzez Kontakt ze skorg. Przy stosowaniu $rodkéw chemicznych nalezy korzystaé z karty
charakterystyki danego S$rodku, ktéra okresla jakie czynniki szkodliwe moga wystapi¢. Sg one
stosowane w kazdym pomieszczeniu. Pyly wystepuja na tych stanowiskach pracy, gdzie wykonywane
sa odlewy gipsowe dla protezowanych pacjentow, a takze w czasie obrobki protez. Czgstotliwosé
wykonywania badan i pomiarow czynnikow chemicznych i pytow wykonuje si¢ w okreslonych przez
Ministra Zdrowia odstgpach czasu, ktére moga wynosi¢ od 3 miesi¢cy do 2 lat. Mozliwe jest takze
odstagpienie od wykonywania pomiarow, jezeli pomiary wskazuja na odpowiednio niskie wartosci
NDS (Rozporzadzenie z dnia 2 lutego 2011).

2.2 Hatlas

Pomiary natezenia hatasu wykonuje sie w celu ochrony pracownikéw przed szkodliwym
jego dzialaniem na narzad stuchu. Narazenie pracownikow placowek ochrony zdrowia na hatas jest
powodowane gtéwnie poprzez prace mechanicznej wentylacji, w tych pomieszczeniach, w ktorych
wystepuje wymuszony obieg powietrza (np. laboratoria diagnostyczne) oraz w pracowniach
z hatadliwa aparatura medyczna. Ponadto hatas wywolywany jest przez duza grupe glosno
rozmawiajacych oséb miedzy innymi na korytarzach czy poczekalniach, ale takze przez dzwigk
wydawany przez jadace na sygnale karetki pogotowia ratunkowego. Hatas jako czynnik szkodliwy
wystepuje w przypadku przekroczenia dopuszczalnych, okreslonych w przepisach wartos$ci oraz
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w przypadku narazenia na dlugotrwala prace w narazeniu na ultradzwigki. Badanie najwyzszego
dopuszczalnego nat¢zenia dla hatasu powinno by¢ wykonywane co roku lub co 2 lata lub mozna
odstapi¢ od wykonywania tych pomiardéw, jezeli pomiary wykazuja odpowiednio niskie warto$ci
NDN (Kujawa 2017).
2.3 Drgania mechaniczne

Drgania mechaniczne dzieli si¢ na oddziatywujace na organizm przez konczyny gorne oraz
0 0golnym oddziatywaniu na organizm cztowieka. Na konczyny goérne oddziatuja reczne narzgdzia
wibrujgce. Na ich dziatanie narazeni sg gldwnie stomatolodzy, ktorzy wykorzystujg w trakcie pracy
unity stomatologiczne. Podczas pracy z takim urzadzeniem energia drgajacych elementéw urzadzenia
przenoszona jest na organizm. W przypadku istnienia dtugotrwalego narazenia na drgania moze dojs¢
do powstawania zespolu wibracyjnego, objawiajacego si¢ réznymi zmianami chorobowymi. Badanie
NDN dla drgan mechanicznych oddzialujacych na organizm poprzez konczyny gérne powinno by¢
wykonywane co roku lub co 2 lata lub mozna odstapi¢ od wykonywania tych pomiaréw, jezeli
pomiary wykazuja odpowiednio niskie wartosci NDN. Nalezy jednakze zaznaczy¢, ze wszelkie
zmiany na stanowisku pracy, takie jak zmiana urzadzen czy zmienione warunki pracy moga mieé
wplyw na zmiang¢ poziomu narazenia i pracodawca zobligowany jest do wykonania ponownych
pomiarow i badan. Drgania mechaniczne o ogdlnym oddzialywaniu na organizm czltowieka
to te, ktore przenosza si¢ od drgajacego podioza na organizm, tj. plecy i boki oraz miednicg.
Dolegliwosci jakie wywotywaé moga takie drgania to dolegliwosci roznego rodzaju, takie jak:
dolegliwosci ze strony uktadu nerwowego, kregostupa, przewodu pokarmowego, krazenia czy uktadu
rozrodczego. Na dzialania tego typu drgan sa narazeni przede wszystkim kierowcy karetek (Kujawa
2017).

2.4 Oswietlenie

Zapewnienie odpowiedniego, prawidtowego o$wietlenia stanowisk pracy w placowkach
leczniczych to jeden z waznych elementéw gwarantujgcych warunki pozwalajace na wykonywanie
obowigzkow w sposdb bezpieczny i higieniczny. Ustalone w normie normatywy higieniczne maja
zapewni¢ pracownikom mozliwo$¢ wykonywania swoich obowigzkow w odpowiedni sposob
(wydolno$¢ wzrokowa), a zarazem bezpieczny zaréwno dla personelu jak i pacjentow, jak
i Z odpowiednim komfortem widzenia, ktory wptywa na dobre samopoczucie personelu, a przez to
posrednio na wydajnos¢. Nalezy podkresli¢, ze wlasciwe o$wietlenie jest szczegolnie wazne podczas
wykonywania prac o duzej doktadnosci, czyli podczas zabiegdw czy operacji, gdyz szczeg6lnie
istotne jest tutaj rozroznianie szczegotow. Niezapewnienie odpowiedniego oswietlenia moze
powodowa¢ zmeczenie wzroku, ktore w dalszej kolejnosci prowadzi do ostabienia widzenia, bolow
glowy i podraznienia narzadu wzroku (Kujawa 2017).

2.5 Promieniowanie elektromagnetyczne
Na promieniowanie elektromagnetyczne wsréd pracownikow placowek medycznych
narazone sa osoby, ktore korzystaja z urzadzen stosowanych podczas réznego rodzaju procedur.
Zalicza si¢ do nich: diatermie fizykoterapeutyczne i elektrochirurgiczne, urzadzenia do
magnetoterapii oraz tomografy rezonansu magnetycznego. Nalezy zaznaczy¢, ze na dziatanie tego
pola narazony jest nie tylko personel, ale rOwniez pacjenci i inne osoby czy urzadzenia znajdujace si¢
w poblizu zrodta promieniowania. Pole elektromagnetyczne, ktore oddziatuje na organizm ludzki
powodowaé¢ moze dolegliwos$ci ze strony uktadéw nerwowego i Sercowo—naczyniowego, ale takze,
poprzez pochtanianie energii przez tkanki powodowa¢ moze zmiang ich temperatury, a nawet
obnizenie. Badania i pomiary dla promieniowania elektromagnetycznego wykonuje si¢ przynajmniej
raz w roku lub raz na dwa lata w przypadku spetnienia odpowiednich warunkow lub mozna odstgpic¢
od wykonywania tych pomiardw, jezeli nie stwierdza si¢ wystepowania stref ochronnych w dwoch
ostatnich badaniach i pomiarach (Karpowicz i in. 2013).
2.6 Czynniki biologiczne
Praca w ochronie zdrowia szczegbélnie mocno obarczona jest narazeniem na Czynniki
biologiczne. Do zakazenia takim czynnikiem moze doj$¢ poprzez kontakt bezposredni z zarazong
osoba, poprzez droge pokarmowa czy kropelkowa, jak réwniez skaleczenie czy wszczepienie.
Wedtug Wilczynskiej i wsp. choroby zakazne i pasozytnicze to najczesciej rozpoznawane choroby
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zawodowe wsrod pracownikow ochrony zdrowia ipomocy spotecznej za lata 1994-2008
(Wilczynska i Szeszenia—Dabrowska 2010). Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 22
kwietnia 2005 r. w sprawie szkodliwych czynnikdéw biologicznych dla zdrowia w $rodowisku pracy
oraz ochrony zdrowia pracownikdéw zawodowo narazonych na te czynniki, do czynnikow
biologicznych, ktére moga powodowaé alergie, zatrucia czy zakazenia zalicza si¢ pasozyty
wewnetrzne cztowieka, hodowle komoérkowe, drobnoustroje komorkowe (réwniez zmodyfikowane
genetycznie) oraz jednostki bezkomorkowe, ktore majg zdolno$é do replikowania lub przenoszenia
materiatu genetycznego (rowniez zmodyfikowane genetycznie) (Rozporzadzenie z dnia 22 kwietnia
2005).

Szkodliwe czynniki biologiczne dzieli si¢ na wirusy, priony, bakterie, grzyby i pasozyty
wewnetrzne. Czynniki biologiczne klasyfikuje si¢ na czterostopniowe grupy zagrozenia, sposrod
ktorych grupa 1 to czynniki, przez ktoére wywotanie choroby u cztowieka jest mato prawdopodobne.
Grupa 2 to czynniki, ktérych rozprzestrzenienie w populacji jest malo prawdopodobne, moga
wywota¢ chorobg, z kolei dla pracownikéw moga by¢ niebezpieczne, ale z reguly dajg sie leczy¢
i mozna im zapobiega¢. Grupa 3 reprezentuje czynniki wywotujace ciezkie choroby o duzym
prawdopodobienstwie rozprzestrzenienia si¢ w populacji, jednak zwykle istnieja metody leczenia
i profilaktyki. Grupa 4 rdézni si¢ od 3 brakiem skutecznych metod leczenia i profilaktyki (Garus—
Pakowska 2016). W tabeli 1 przedstawiono niektore choroby wywotywane przez rdzne czynniki
biologiczne.

Tab. 1. Choroby wywotywane przez rozne czynniki biologiczne stanowigce zagrozenie wsrod
personelu ochrony zdrowia (Kujawa 2017).

RODZAJ WYWOLYWANE CZYNNIK WYWOLUJACY

CZYNNIKA SCHORZENIE

WIRUSY WIRUSOWE ZAPALENIE WIRUS HAV
WATROBY TYPU A
WIRUSOWE ZAPALENIE WIRUS HBV
WATROBY TYPU B
WIRUSOWE ZAPALENIE WIRUS HCV
WATROBY TYPU C
ZAKAZENIA WIRUS ROZYCZKI, REOWIRUSY,
GORACZKOWE PNEUMOWIRUSY, ADENOWIRUSY
PRIONY GABCZASTE PRIONY Z LUDZKIEJ TKANKI
ZWYRODNIENIE MOZGU MOZGOWEJ
BAKTERIE | GRUZLICA PRATEK GRUZLICY
SALMONELLOZA SALMONELLA
CZERWONKA SHIGELLA
(DYZENTERIA)
GRZYBY GRZYBICE GRZYBY BYTUJACE NA SKORZE
PASOZYTY | CHOROBY PASOZYTNICZE PASOZYTY

Obowiazkiem pracodawcy jest stosowanie wszelkich dostgpnych srodkoéw, ktore eliminujg
narazenie lub ograniczaja stopien narazenia na ryzyko zawodowe. Przy doborze odpowiednich
srodkoéw zapobiegawczych nalezy w pierwszej kolejnosci dokonaé¢ oceny ryzyka zawodowego
i zaklasyfikowa¢ szkodliwe czynniki biologiczne do odpowiednich grup zagrozenia. W przypadku
czynnikoéw zakwalifikowanych do grupy 3 14 zagrozenia nalezy prowadzi¢ rejestr prac, ktore narazaja
pracownikow na te czynniki. Prace w narazeniu na czynniki 3 i 4 grupy zagrozenia powinny by¢
wykonywane przez personel z odpowiednio duzym doswiadczeniem, z odpowiednim
zabezpieczeniem i odbytymi dostgpnymi szczepieniami ochronnymi (Paruzel i in. 2014).

2.7 Promieniowanie jonizujace

Promieniowanie jonizujace jest czgsto stosowane w procesie leczniczym, m.in.
w procedurach radiologicznych czy medycynie nuklearnej. W medycynie stosuje si¢ przede
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wszystkim promieniowanie alfa, beta, gamma, rentgenowskie (X) oraz neutrony. Maja one zdolnos¢
przenikania przez materi¢ w réznym stopniu, przyktadowo promieniowanie alfa nie przenika przez
kartke papieru, beta przez blache aluminiowa, za§ promieniowanie gamma i neutrony sg zdolne do
przenikania przez ptyte otowiang. Kobiety w cigzy i karmiagce nie moga pracowa¢ w okreslonych
warunkach narazenia na promieniowanie jonizujace. Kazdy z pracownikow, ktory wykonuje swoje
obowigzki w narazeniu ma obowigzek stosowania dozymetréow indywidualnych (Wroblewska
i Kluszczynski 2016).

Wedtug Wilczynskiej i wsp. sposrod wszystkich stwierdzonych w latach 1994-2006
nowotworow spowodowanych promieniowaniem jonizujacym, 34,3% dotyczylo pracownikoéw
placowek ochrony zdrowia. Z kolei w roku 2001 stwierdzono jeden nowotwor u pracownika, ktory
byt wywotany dziataniem opisywanego czynnika szkodliwego (Wilczynska i Szeszenia—Dabrowska
2010).

3. Czynniki ucigzliwe wystepujace na stanowiskach pracy w podmiotach leczniczych

Szczegdlnie narazonym personelem na dolegliwosci ze strony uktadu mig$niowo—
szkieletowego sa pielggniarki oraz sanitariusze. Jest to zwiazane z praca polegajaca czesto na
dzwiganiu otylych pacjentow. Wystepuje tutaj obcigzenie statyczne, zwigzane m.in. z pielggnacja
chorych oraz obcigzenie dynamiczne, zwigzane z przenoszeniem czy dzwiganiem chorych (Kujawa
2017).

3.1 Dolegliwos$ci migsniowo—Szkieletowe

Choroby zawodowe, ktore dotycza narzadu ruchu sg chorobami o przebiegu przewlektym,
ktore dotycza uktadu migéniowo—szkieletowego i wywolane sg ze wzgledu na sposéb wykonywania
przez pracownika pracy zawodowej. W wyniku ciggtego przecigzenia dochodzi do powstawania
uraz6w czy mikrourazow, przez co niektore tkanki s nadmiernie przecigzone i dochodzi do
powstania réznego rodzaju dysfunkcji uktadu ruchu ze wzglgdu na przekroczenie wytrzymatosci tych
tkanek. Przecigzenia tkanek zwane bywaja takze reumatyzmem tkanek migkkich. Powoduja one
schorzenia nadgarstkow, tokci oraz barkow (Kujawa 2017).

Powstanie urazéw uktadu ruchu wywolywane jest wieloma ré6znymi czynnikami, do ktérych
naleza: przenoszenie pacjentéw bez wykorzystania urzadzen pomocniczych, czeste pochylanie si¢
czy klekanie i skrgcanie tutowia, obcigzenie statyczne, mata powierzchnia pracy, sprzet starego typu,
niedostosowany budynek, utrudniajace wykonywanie pracy obuwie i odziez, stres, drgania
mechaniczne, zbyt niska wiedza w zakresie prawidlowego przenoszenia cigzarow i ergonomii
(Kujawa 2017).

3.2 Obcigzenie fizyczne wywotane pracg

Praca fizyczna moze wywotywa¢ nadmierne obciazenie organizmu w przypadku, gdy jest
ona bardzo wymagajaca dla pracownika i zajmuje znaczng czg$¢ jego czasu pracy. Obciagzenie to
powoduje nie tylko opisane powyzej dolegliwosci ze strony uktadu migsniowo—szkieletowego, ale
takze zmiany fizjologiczne, do ktorych naleza: zmiana temperatury wewngtrznej ciata, zmiana
wentylacji ptuc, zwigkszona objeto$¢ powietrza, ktore przeptywa przez ptuca w ciagu minuty, zmiany
w uktadzie krazenia, zmniejszenie oporu obwodowego w migsniach, wzrost pojemnosci minutowe;j
serca, przemiany biochemiczne w mig$niach (Trzcinska 2016).

Przy ocenie obcigzenia fizycznego wykorzystuje sie m.in. metode tabelaryczno-
chronometrazowg oraz wentylacji ptuc. Metoda wentylacji ptuc polega na pomiarze objetosci
powietrza, ktére jest wdychane i wydychane i na tej podstawie obliczana jest wartos¢ wydatku
energetycznego. Metoda tabelaryczno—chronometrazowa to metoda szacunkowa, ktora wykonuje si¢
za pomocg tabel zawierajacych okreslone czynnosci, ktore wypisuje si¢ obserwujac prace personelu
podczas wykonywania przez nich regularnych czynnosci zawodowych. Metoda ta jest niedoktadna
i istnieje ryzyko zawyzenia wydatku energetycznego (Trzcinska 2016).

3.3 Hatas, oswietlenie, mikroklimat jako czynniki ucigzliwe

Hatas, o§wietlenie mogg mie¢ charakter zar6wno czynnikdéw szkodliwych, jak i ucigzliwych.

Zakwalifikowanie do odpowiedniej kategorii zalezy m.in. od sity dziatania danego czynnika. Ponizej
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opisano te czynniki w kontekscie czynnikow ucigzliwych. Hatas odpowiedzialny jest za rozproszenie
uwagi i szybsze zmgczenie pracownika. Powoduje to pogorszenie si¢ wydajnosci pracy i poziomu
skupienia i moze predysponowa¢ do popetienia bledu (Kujawa 2017).

Oswietlenie charakteryzuje si¢ jako czynnik ucigzliwy, gdy wystepuje nadmierne
oswietlenie, ktére powoduje efekt ol$nienia i zaburzenie prawidlowego widzenia lub niedostateczne
oswietlenie stanowiska pracy, wywolujace zmniejszong ostro$¢ widzenia, zdolno$¢ do akomodacji
i widzenia barwnego. Przy projektowaniu o$wietlania w sasiadujacych pomieszczeniach nalezy
unika¢ wystgpowania duzych réznic w nat¢zeniu §wiatla. Ponadto nalezy zapewni¢ odpowiednig
roéwnomierno$¢ oswietlenia w kazdym z pomieszczen, gdyz moze rzutowac to na szybkie meczenie
si¢ oczu z powodu koniecznos$ci czgstego dostosowywania si¢ oka do ciemnosci i §wiatta. Waznym
elementem jest takze zapewnienie odpowiedniego, tj. stabilnego napigcia pradu do urzadzen
emitujacych §wiatto w celu eliminacji zjawiska migotania §wiatta, ktore rozprasza pracownikow
(Kujawa 2017).

Mikroklimat jako czynnik uciazliwy to takie zmiany temperatury, zaroOwno w gore jak
i w dot, ktore powoduja odczuwanie zimna lub goraca (pocenie si¢), co prowadzi w konsekwencji do
zmniejszonej zdolnosci koncentracji i zachowania nalezytej uwagi, niemoznosci wykonywana pracy
umystowej. Konsekwencja mogg by¢ zar6wno wzmozona liczba bledow, jak i wypadkéw w pracy.
Mikroklimat mozemy roéznicowa¢ na goragcy i zimny. Narazeni na niego s pracownicy, ktorzy
pracuja np. w kostnicach czy prosektoriach (mikroklimat zimny) oraz m.in. w sterylizatorniach czy
kuchniach przyszpitalnych (mikroklimat goracy) (Kujawa 2017).

3.4 Monotonia i obcigzenie statyczne

Monotonne wykonywanie pracy, polegajace na wykonywaniu powtarzalnych czynnosci
przez dhuzszy okres czasu jest przyczyng niedocigzenia emocjonalnego, wywotanego przez brak
bodzcoéw, jednostajnos¢ otoczenia, wymaganie stalego skupienia oraz tatwo$é pracy. Praca
monotonna prowadzi, oprécz dyskomfortu psychicznego, do dolegliwosci ze strony uktadu ruchu,
w ramach ktorego najbardziej obcigzone sg zwykle konczyny gorne (staw nadgarstkowy, barkowy,
tokciowy). Praca monotonna wywotuje obnizenia sprawnos$ci fizycznej i psychicznej (Kujawa 2017).

Obcigzenie statyczne wystepuje w przypadku bezruchu i dtugotrwajacego skurczu migénia.
Brak ruchu dynamicznego powoduje brak mozliwo$ci przepompowania krwi przez dang cz¢s$¢ ciata
w odpowiedniej ilosci, co prowadzi do zakwaszenia mig$ni oraz ich zmeczenia. Obcigzenie statyczne
jest powigzane z wykonywaniem pracy monotonnej, np. podczas cigglego stania czy siedzenia, wigc
dotyczy¢ bedzie m.in. lekarzy dentystow czy chirurgdw podczas wielogodzinnych zabiegow (Kujawa
2017).

3.5 Obciazenie psychiczne

Czynnik psychiczny jest czgsto pomijany podczas podejmowania dziatan majacych na celu
ochrong zdrowia pracownikow. Nalezy pamieta¢ jednak o definicji zdrowia wg Swiatowej
Organizacji Zdrowia, gdzie za zdrowie odpowiada m.in. dobrostan psychiczny oraz spoteczny, a nie
tylko fizyczny. Stres jest czynnikiem psychospolecznym ktéry w sposob niekorzystny oddziatuje na
pracownika. Nalezy dazy¢ do identyfikowania, monitorowania wraz z oceng i eliminowania
wszelkich istniejacych zagrozen (Kedra i Nowocien 2015).

Stres w miejscu pracy moze by¢ powodowany poprzez: nadmiar zleconej pracy, ktory
posrednio moze by¢ wywolany zbyt mato liczng kadra, zbyt duza liczba pacjentéw czy praca
W godzinach nadliczbowych. Ponadto stres wywotany moze zosta¢ w wypadku braku odpowiedniego
przygotowania pracownika, np. przy braku odpowiednich szkolen, ale rowniez, gdy pracownik
wykonuje prace proste, ktore sg ponizej ambicji czy umiejetnosci pracownika (np. mtodzi lekarze
wypehiajacy dokumentacj¢). Innymi czynnikami mogg by¢: brak kontroli nad pracg — stale
i niezmienne godziny pracy, brak mozliwo$ci pracy w godzinach nadliczbowych (dyzury), niejasno$¢
roli — brak ustalonych obowigzkdéw czy odpowiedzialnosci lub zatrudnienie na podstawie kontaktu,
konflikt roli — brak mozliwo$ci awansowania i rozwijania sie, otrzymywanie zmiennych
i sprzecznych polecen od przelozonych, wymagana stata dyspozycyjno$¢, brak wsparcia — brak
wspotpracy pomiedzy pracownikami danej jednostki, np. oddziatu, rywalizacja miedzy personelem
i brak wsparcia przetozonych, skargi pacjentdw, przemoc ze strony pacjentow, niewykorzystanie
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potencjatu nowych i mtodych pracownikow, fizyczne warunki pracy — niedostosowanie o$wietlenia
i temperatury, nadmierny hatas, ci¢zka praca fizyczna przy nieodpowiednim wyposazeniu stanowiska
(Najder i Potocka 2015).
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16. Pecherzyki blonowe bakterii Gram-ujemnych - rola oraz mozliwosci
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Streszczenie

Pecherzyki btony zewngtrznej (OMVs) sa zewnatrzkomérkowymi —strukturami,
wytwarzanymi przez bakterie Gram-ujemne. Tworzenie tych sferycznych struktur jest naturalnym,
czesto wystepujacym zjawiskiem szczegolnie u bakterii chorobotwoérczych. Odgrywaja one znaczaca
role w patogenezie wielu chor6b bakteryjnych czy transferze gendw. Zainteresowanie OMVs wérod
badaczy stale rosnie, ze wzgledu na mozliwosci ich wykorzystania w przysztosci. Dziatanie
immunomodulujace tych struktur zostalo juz wykorzystane przy opracowywaniu szczepionek.
Wskazuje si¢, ze pecherzyki btonowe to obiecujgcy nosnik wielu lekéw, moéwi si¢ rowniez o ich
potencjalnym zastosowaniu w leczeniu nowotworow.

1. Wstep

Bakterie Gram-ujemne wykazuja sie zdolnosciag do tworzenia charakterystycznych
zewnatrzkomorkowych struktur, pecherzykow btonowych (OMVs). Pecherzyki blonowe tworza si¢
poprzez uwypuklenie btony zewnetrznej bakterii, ktora nastgpnie zaciska si¢ i zostaje uwolniona
sferyczna struktura o $rednicy 20-400 nm (Haurat i in. 2015). OMVs, ze wzgledu na ich powstawanie
z blony zewngtrznej, zbudowane sg glownie z fosfolipidow, lipopolisacharydu oraz biatek
(Wtodarczyk i Matlakowska 2010). Analiza ich struktury wykazata, ze moga zawiera¢ réwniez
czynniki wirulencji: adhezyny, toksyny, enzymy oraz metabolity bakteryjne. W budowie
pecherzykow blonowych wyrézni€ mozna pewne specyficzne struktury (PAMPs), ktore sa
rozpoznawane przez uklad odpornosciowy gospodarza, co ma istotny wplyw na rozwoj i przebieg
infekcji (Ellis i Kuehn 2010).

Bakterie Gram-dodatnie, archeony oraz komorki eukariotyczne réwniez wytwarzaja
pecherzyki z bton komorkowych. W przypadku bakterii Gram-dodatnich, eukariontow oraz
archeondw, pecherzyki powstajg z blony cytoplazmatycznej wiec nie zawierajg w swoim skladzie
lipopolisacharydu (Nasarabadi i in. 2019).

2. Mechanizmy tworzenia OMVs

Proces powstawania pecherzykoéw blonowych jest $ci$le kontrolowany na poziomie
genetycznym i wymaga od komoérki duzych naktadow energii (Kulkarni i Jagannadham 2014).

Doktadny mechanizm ich tworzenia nie jest jeszcze poznany, natomiast istnieje kilka teorii,
ktore wyjasniajg to zjawisko. Jedna z pierwszych tez twierdzita, ze OMVs tworzone sg
w konsekwencji szybszej syntezy btony zewnetrznej bakterii niz peptydoglikanu. Na skutek tego
btona zewngtrzna komorki uwypukla si¢ a nastgpnie odrywa w postaci pgcherzyka btonowego.
Nastgpnie zaproponowano, ze fragmenty peptydoglikanu tworzone podczas syntezy S$ciany
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komorkowej, zgromadzone w przestrzeni peryplazmatycznej bakterii, moga wywiera¢ cis$nienie
i oddziatywa¢ mechanicznie na komorke, co w konsekwencji prowadzi do wybrzuszenia i produkc;ji
OMV (Kulkarni i Jagannadham 2014; Haurat i in. 2015). Kolejna hipoteza zwiazana jest ze zmiang
sktadu biatek w miejscu powstawania pecherzykow btonowych. Obecno$¢ takich biatek jak OmpA,
TolB, TolA czy Pal wplywa na stopien integracji komdrkowych blon cytoplazmatycznej
i zewng¢trznej. Jak zaobserwowano, zaburzenia wystepowania tych specyficznych biatek sg zwigzane
ze zwigkszong produkcja OMVs.

Warto podkresli¢, ze mechanizmy zwigzane z powstawaniem omawianych struktur nie
wykluczaja si¢ wzajemnie, najprawdopodobniej sa od siebie $cisle zalezne oraz moga dziata¢
wszystkie naraz (Wtodarczyk i Matlakowska 2010; Kulkarni i Jagannadham 2014).

Fosfolipidy

Lipopolisacharyd

Rys. 1. Schemat budowy pecherzyka blonowego bakterii Gram-ujemnej (Hasegawa i in. 2015, zmodyfikowano).

3. Funkcje pecherzykéw blonowych

Sci§le zwiazane z funkcjonowaniem pecherzykow blonowych jest zjawisko ich fuzji
z komoérkami docelowymi. Fuzja OMVs moze przebiega¢ zarowno z komérkami eukariotycznymi
gospodarza, jak i innymi drobnoustrojami Gram-ujemnymi (O’Donoghue i Krachler 2016). Polega
ona na wbudowywaniu si¢ pecherzyka btonowego do blony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnej
(Toyofuku i in. 2015). Jest to powigzane z wiekszo$cig omawianych w dalszej czeéci pracy funkcji,
jakie moga peti¢ pecherzyki, miedzy innymi: transportem czynnikow wirulencji, substancji
antybakteryjnych czy transferem DNA. Obejmuje to rdéwniez przekazywanie sygnalow
komoérkowych oraz jest zwigzane z rozwojem odpowiedzi immunologicznej w komoérkach
gospodarza (Ellis i Kuehn 2010).

Pecherzyki btonowe s uwalniane we wszystkich fazach wzrostu drobnoustrojoéw, jednak ich
ilo$¢ oraz sktad roznig si¢ w zalezno$ci od warunkoéw prowadzenia hodowli (Kulkarni i Jagnnadham
2014). Szybkos¢ ich wytwarzania nie jest jednakowa, nawet w obrebie jednego szczepu bakterii. Na
ich produkcje maja wptyw zaréwno czynniki srodowiskowe, jak i stresowe (Ellis i Kuehn 2010).

Wszystkie mikroorganizmy, a zatem rowniez bakterie Gram-ujemne, oddziatuja
Z otaczajacym je $rodowiskiem. Do tego celu wykorzystywane sa migdzy innymi pegcherzyki
btonowe, ktore umozliwiaja oddzialywanie z otoczeniem poprzez rozprzestrzenianie i przekazywanie
substancji biologicznych (Kulp i Kuehn 2010). Sg wytwarzane zaréwno przez drobnoustroje
patogenne, jak i niechorobotworcze, u ktorych odgrywajg gtéwnie funkcje ochronne (Kuehn i Kesty
2005). Odgrywaja kluczowa role miedzy innymi w patogenezie choréb bakteryjnych, sygnalizacji
quorum sensing, pozyskiwaniu sktadnikow odzywczych, tworzeniu biofilmu czy transferze gendéw
(Kulp i Kuehn 2010). OMVs charakteryzuja si¢ réwniez zdolnoscia do pobudzania uktadu
odpornos$ciowego, co moze stanowi¢ obiecujaca perspektywe do stosowania ich jako szczepionek
(Kulkarni i Jagnnadham 2014).
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3.1 Rolaw patogenezie

Pecherzyki btonowe moga chroni¢ komorke bakteryjna przed odpowiedzig immunologiczna
gospodarza bezposrednio wigzac 1 usuwajac jego czynniki bakteriobdjcze, umozliwiajg przetrwanie
podczas infekcji oraz pomagaja w pozyskiwaniu sktadnikéw odzywczych (Kulp i Kuehn 2010; Ellis
i Kuehn 2010).

Zwiazkami dostarczanymi i wydzielanymi przez OMVs sa czynniki wirulencji, stanowiace
kluczowa role w przebiegu choréb bakteryjnych. Przyktadami toksyn dostarczanych do komorek
gospodarza sg: termostabilna enterotoksyna Escherichia coli, VacA, toksyna Shiga czy cytotoksyna
ClyA wytwarzana przez bakterie E.coli (Kulkarni i Jagnnadham 2014; Haurat i in. 2015).

Bakterie wytwarzaja wigksze ilosci OMVs w odpowiedzi na stres. Do czynnikdéw stresowych
dzialajacych na drobnoustroje zalicza si¢ niedobor sktadnikéw odzywcezych w hodowli bakteryjnej
czy dziatanie antybiotykow. Jak udokumentowano, bakterie bronig si¢ przed efektami ich dziatania.
Moga wylapywac antybiotyk i transportowac takie czasteczki z dala od drobnoustroju. Skutkuje to
zmniejszeniem stezenia czynnika bakteriobojczego, a co za tym idzie, zabezpieczeniem i ochrong
komorki bakteryjnej. Kolejng mozliwoscig jest inaktywacja antybiotykdéw poprzez dziatanie
enzymow hydrolizujacych ich wiazania. Przykladem sa badania nad Pseudomonas aeruginosa,
opornych na dziatanie antybiotykoéw B-laktamowych. Na ich przyktadzie, dowiedziono, ze OMVs
moga dzigki B-laktamazom, znajdujacym si¢ w ich wnetrzu, eliminowa¢ antybiotyki ze $rodowiska
(Wtodarczyk i Matlakowska 2010; Kulkarni i Jagnnadham 2014).

OMVs stanowia rowniez czwarty (po koniugacji, transformacji i transdukcji) sposob
transferu materiatu genetycznego pomigdzy bakteriami, przyczyniajac si¢ do ich réznorodnosci.
Blona pecherzyka chroni zawarty w $rodku kwas nukleinowy przed degradacjg. Jak wskazuja
badania, pgcherzyki P. aeruginosa moga rowniez transportowac¢ enzymy opornosci na antybiotyki do
innych mikroorganizméw (Kuehn i Kesty 2005).

Biofilm to wielokomérkowa struktura zbudowana z DNA, biatek, egzopolisacharydow oraz
wielu innych czasteczek bakteryjnych, w ktorych osadzone sa komoérki mikroorganizméw (Kulkarni
i Jagnnadham 2014). Ma ona zwiazek z licznymi infekcjami bakteryjnymi, w tym chorobami uktadu
moczowego, zakazeniami cewnikow, chorobami zatok, przyzebia czy przewleklymi ranami (Metcalf
i Bowler 2013).

Jak wykazaty badania, pgcherzyki blonowe wielu bakterii Gram-ujemnych umozliwiaja oraz
stymuluja tworzenie biofilméw. Pelnig one rol¢ w sygnalizacji oraz porozumiewaniu si¢ bakterii
poprzez przekazywanie czasteczek sygnatowych. Chronia utworzona blone biologiczng poprzez
wigzanie i inaktywacj¢ szkodliwych czasteczek, na przyktad antybiotykow (Kulp i Kuehn 2010).
Szczegodlnie licznie pecherzyki blonowe sg wytwarzane przez bakterie jamy ustnej: Porphyromonas
gingivalis czy Actinobacillus actinomycetemcomitans. Indukuje to agregacje z innymi bakteriami
i tworzenie biofilmu, co ma istotny wplyw na patogeneze chordb przyzebia (Kuehn i Kesty 2005).
Stanowig istotny sktadnik macierzy biofilmu (Wtodarczyk i Matlakowska 2010).

4. Praktyczne zastosowanie OMVs

Stale rosnie zainteresowanie tematem pegcherzykow btonowych, ich rola w patogenezie
wielu choréb oraz zlozonoscia funkcji, jakie pelnig. Wiele prac dotyczacych tej dziedziny odnosi si¢
do przysziego zastosowania takich struktur. Obecnie juz wykorzystuje si¢ je do tworzenia
skutecznych szczepionek przeciwko Neisseria meningitidis serogrupy B oraz poszukuje sie
skutecznych rozwigzan z ich uzyciem w konstrukcji szczepionek przeciwko: Salmonella enterica,
Vibrio cholerae, Mycobacterium tuberculosis czy P. aeruginosa. Perspektywy w tym obszarze
obejmujg zaprojektowanie bezpiecznych i globalnych szczepionek przeciwko wielu rodzajom
mikroorganizméw, niezawierajacych zywych drobnoustrojow (Klim i Godlewska 2017; Tan i in.
2018). Badania dotyczace tego aspektu, stale dostarczaja obiecujacych danych, jak na przyktad te,
dotyczace szczepionki opartej na oczyszczonych pecherzykach zewnatrzbtonowych V. cholerae.
W badaniach in vivo na myszach potwierdzono juz jej skuteczno$¢ i wykazano zdolno$¢ do
indukowania odpornos$ci swoistej. Co wigcej, udato si¢ uzyskaé szczepionke opartg na pgcherzykach
pieciu  zjadliwych szczepéw V. cholerae, ktora posiada zdolno$¢ pobudzania uktadu
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odporno$ciowego, a myszy nig immunizowane droga oralng wytwarzaly dlugo utrzymujace si¢
przeciwciala klasy IgG, IgA oraz IgM (Sinha i in. 2014).

Bakterie z rodzaju Salmonella wykorzystane zostaty w eksperymencie do produkcji OMVs,
zawierajacych wewnatrz pneumokokowe biatka powierzchniowe PspA (Pneumococcal Surface
protein A) w celu uzyskania donosowej szczepionki, zapewniajacej ochrone przed zakazeniem
Streptococcus pneumoniae (Muralinath i in. 2011). Natomiast pecherzyki blonowe pochodzace
z drobnoustrojow E. coli, zawierajace rekombinowang proteaze serynowag HtrA, wykorzystano do
badan nad rozwojem szczepionki przeciw chlamydiom. Jak si¢ okazato te rekombinowane struktury
aplikowane myszom domig¢$niowo indukujg powstawanie przeciwcial, co jest obiecujaca przestanka
ich wykorzystania do tworzenia skutecznych szczepionek, jednak po ostabieniu obecnej w nich
endotoksyny, ze wzgledu na droge podania (Bartolini i in. 2013).

Pecherzyki blonowe zawieraja w swojej strukturze lipopolisacharyd (LPS), ktory jest silng
toksyna. Podawany wraz z pgcherzykami na btony sluzowe (np. droga doustna czy donosowa, takze
do uktadu moczowego czy pochwy) nie stanowi zagrozenia, gdyz naturalnie wystepuje w tych
miejscach, skolonizowanych w wigkszym czy mniejszym stopniu przez bakterie Gram-ujemne.
Natomiast po dostaniu si¢ do krwi stanowi ryzyko wywotania silnej reakcji zapalnej, a nawet szoku
septycznego. Dlatego wyzwaniem dla badaczy jest uzyskanie bezpiecznej i skutecznej szczepionki
OMV ze zmniejszong iloscig endotoksyny LPS. Jedng z metod jest ekstrakcja detergentem-
najczesciej deoksycholanem (DOC). Jest to efektywna metoda, majaca jednak wiele wad. Skutkuje
ona utratg wielu lipoprotein, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia ogdlnego potencjalu
immunogennego pecherzykow. Mozna tez neutralizowaé¢ LPS z uzyciem aluminum (Bartolini i in.
2013). W wykorzystywanej szczepionce przeciwko N. meningitidis zmniejszono toksyczno$¢ LPS
w pecherzykach poprzez mutacj¢ w genie IpxL1, co skutkowato modyfikacja w regionie LPS
odpowiadajacym za jego toksyczno$¢ - lipidzie A i1 nie wigzalo si¢ z utrata wihasciwosci
adiuwantowych pecherzyka blonowego (Van der Ley i van den Dobbelsteelen 2011; Acevedo 2014).

OMV majg wiele specyficznych cech, ktore czynig je atrakcyjnymi jako potencjalne
szczepionki, adiuwanty, S$rodki immunoterapii czy nosniki umozliwiajace ukierunkowane
dostarczanie lekow lub $rodkoéw antybakteryjnych. Spetniaja wszystkie kluczowe warunki
w wykorzystaniu ich w szczepionkach. Maja bardzo mata wielkos¢, pochodza od bakterii, zawieraja
w swojej budowie PAMPs i antygeny zwigzane z patogenem (rozpoznawane przez uktad
odpornos$ciowy gospodarza) oraz moga zosta¢ sfagocytowane aby nastepnie dotrze¢ do weztdow
chtonnych dzigki komérkom prezentujacym antygen APC (Li i in. 2020).

Doktadne poznanie mechanizméw powstawania oraz funkcjonowania tych struktur moze
by¢ bodzcem do prob zakldcenia interakcji pomiedzy komodrkami gospodarza a czynnikami
wirulencji przenoszonymi przez OMVs. Ingerencja w produkcje pecherzykéw blonowych moze
przynies¢ realne skutki i prowadzi¢ do zmniejszenia chorobotwdrczos$ci czy wptywac na mechanizmy
uktadu odpornosciowego gospodarza.

Wykorzystanie znajomosci zjawiska fuzji pgcherzykow blonowych oraz zastosowanie
pecherzykow jako systemu sekrecji 1 transportu moze by¢ istotne w opracowaniu ukierunkowanego
leczenia. OMVs moglyby umozliwi¢ dostarczanie terapeutykow do konkretnych tkanek czy nawet
nowotworow (Ellis i Kuehn 2010). Wykorzystujac fakt, ze pgcherzyki btonowe moga zamykac
W sobie rdzne substancje przeciwdrobnoustrojowe i dostarczac je do celu w wysokim st¢zeniu, mozna
bytoby wykorzysta¢ je do zabicia wewnatrzkomoérkowych patogendw. OMVs posiadaja wiele
charakterystycznych cech, ktore czynia je potencjalnymi kandydatami na no$niki lekow. Ich wielko$¢
umozliwia pasywne gromadzenie si¢ w nowotworach, zwigzane z efektem EPR (Enhanced
permeability and retention), co umozliwiatoby dostarczanie leku do guza. Ich budowa chroni materiat
oraz zawarte w nich substancje, jak na przyktad $rodki antybakteryjne lub leki przed degradacja, co
sprzyja bezpiecznemu i szybkiemu dotarciu do miejsc lub komoérek docelowych. OMVs indukuja
rowniez odpowiedZz immunologiczng, ktora, kontrolowana, mogtaby by¢ korzystna w leczeniu
nowotworow. Ostatnie badania dotyczace tego zjawiska wskazuja na skutecznos¢ OMVs w terapii
przeciwnowotworowej. W badaniach in vivo wykazano, ze pecherzyki po iniekcji dozylnej
gromadzily si¢ w tkankach nowotworowych i indukowaty trwata odpowiedz immunologiczng (Li i in.
2020).
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5. Podsumowanie

Obecnie prowadzonych jest szereg badan na temat produkcji OMVs przez wiele rodzajow
drobnoustrojéw oraz funkcji czy zastosowan, ktoére moga pelni¢. Wskazuje si¢ na ich ogromnag role
W patogenezie, tworzeniu biofilméw bakteryjnych, quorum sensing, dostarczaniu czynnikow
wirulencji oraz w horyzontalnym transferze genéw. Ich budowa oraz zdolnos¢ fuzji czy transportu
sktadnikow nawet na duza odleglto§¢ czyni je obiecujacymi nosnikami lekoéw, a ich dziatanie
immunomodulujace jest juz wykorzystywane w tworzeniu szczepionek. Nadal pozostaje jednak wiele
kwestii do rozwigzania i zbadania, zanim struktury te beda uzywane w powszechnym leczeniu
klinicznym. Jedna z przeszkod jest bezpieczenstwo ich stosowania, ze wzgledu na obecno$é
endotoksyny w ich budowie. Obecnie prowadzonych jest wiele badan, ktore umozliwityby
zmniejszenie toksyczno$ci LPS, zachowujac przy tym pierwotne cechy pecherzykow, na przyktad ich
wiladciwosci adiuwantowe. Biorac pod uwage ten i wiele innych wzgledow wazne jest coraz lepsze
poznanie wielu aspektow zwigzanych z funkcjonowaniem pgcherzykdéw btonowych (Li i in. 2020).
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17. Wplyw temperatury na wiazanie losartanu do glikowanej albuminy
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The influence of temperature on losartan binding to glycated human serum albumin
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Streszczenie

Albumina surowicy krwi ludzkiej (HSA) wiazac substancje egzogenne, rowniez leki,
wplywa mna ich biologiczng dostepnos¢, dystrybucje, wiasciwosci farmakokinetyczne
i farmakodynamiczne. Na wigzanie si¢ leku z HSA majg wptyw roézne czynniki, do ktérych nalezy
temperatura. Modyfikacje konformacyjne w obrebie albuminy, w tym glikacja HSA, sg przyczyna
utraty jej pierwotnych wilasciwosci oraz petionych przez nig funkcji fizjologicznych. W zwiazku
z tym, celem przedstawionej pracy byto zbadanie powinowactwa losartanu (LOS), leku stosowanego
w leczeniu nadci$nienia tetniczego, do niemodyfikowanej (HSA) i glikowanej (gHSArrc) ludzkiej
albuminy surowicy krwi oraz wykazanie wptywu temperatury na tworzenie kompleksu losartan-
albumina. Jak przedstawiono w pracy, temperatura wptywa na wigzanie LOS zar6wno do albuminy
HSA, jak i gHSArrc. W zakresie temperatury fizjologicznej (36-37°C) zaobserwowano wzrost statej
asocjacji Ki losartanu do makroczasteczek, bedacy konsekwencjg zmniejszenia puli wolnego,
odpowiedzialnego za dziatanie terapeutyczne farmaceutyku. W zwiazku z tym, aby uzyskaé
odpowiedni efekt leczniczy, konieczne jest odpowiednie zwigkszenie dawki losartanu. Z kolei
W temperaturze powyzej 39°C stala asocjacji K, losartanu do albuminy zmniejszyta sie, co wigze si¢
z ryzykiem wystgpienia dziatan niepozadanych i moze by¢ wskazaniem do obnizenia dawki losartanu.
Poniewaz jedynie frakcja wolna leku moze wywota¢ oczekiwany efekt terapeutyczny badz toksyczny,
Znajomos¢ aktywnos$ci wiazacej albuminy w réznych stanach chorobowych, rowniez u pacjentow
w podesztym wieku, pozwoli uzyska¢ satysfakcjonujace rezultaty wybrane;j terapii.

1. Wstep

Albumina nalezy do grupy rozpuszczalnych bialek najliczniej wystepujacych we krwi, gdzie
jej stezenie sigga 580-725 umol/dm3 (Artali i in. 2005), stanowigc 55-65% wszystkich protein
obecnych w osoczu. Czasteczke ludzkiej albuminy surowicy krwi (HSA) tworzy 585 reszt
aminokwasowych, ktére stanowig pofaldowany w strukture IlI-rzedowa tancuch polipeptydowy
(W 67% tworzacy strukture a-helisy, 23% to rozciagnigte fragmenty polipeptydowe, a w 10% zakrety
B) (Peters 1996). Struktura albuminy bezposrednio koreluje z wieloma kluczowymi funkcjami jakie
peini ona w utrzymaniu homeostazy ustroju. HSA decyduje o prawidlowym ci$nieniu onkotycznym
i optymalnym pH osocza krwi (Evans 2002), odpowiada takze za zachowanie réwnowagi
osmotycznej migdzy krwia krazaca, a przestrzeniami tkankowymi, dzigki czemu zapewnia
utrzymanie odpowiedniej hemodynamiki krwi oraz zapobiega obrzgkom (Nicholson i in. 2000).
Posiada wilasciwosci buforujace, antyoksydacyjne i wykazuje aktywno$¢ przeciwzakrzepows,
poprzez bezposrednie hamowanie aktywnosci antytrombiny III. Jedna z najistotniejszych
wiasciwo$ci HSA jest zdolno$¢ transportu do tkanek docelowych wielu zwiazkéw biologicznie
czynnych przez odwracalne wigzanie substancji endo- i egzogennych jak: niezestryfikowane kwasy
tluszczowe, barwniki zétciowe, hormony, witaminy, a takze toksyny, leki oraz jony metali
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przejsciowych (Peters 1996; Ascoli i in. 2006). Transport ligandow zaréwno tych egzo-, jak
i endogennych w kompleksie z albuming, objawia si¢ wzrostem rozpuszczalnoéci tych zwigzkow
W surowicy, zmniejszeniem ich toksycznos$ci oraz ochrong przed ich utlenianiem.

Jedna z wazniejszych przemian biochemicznych, ktéora wywotuje szereg zmian
konformacyjnych w strukturze 11- i Ill-rzgdowej albuminy, a tym samym wptywa na pelnione przez
albumine funkcje fizjologiczne, jest glikacja (Rondeau i Bourdon 2011). Zmniejszenie/zwickszenie
powinowactwa glikowanej albuminy do réznych substancji in vivo i in vitro sugeruje, ze gtowne
miejsca glikacji odgrywaja kluczowa rol¢ w wigzaniu ligandéw. Modyfikacje w strukturze domeny
IT i III HSA powoduja m.in. zmniejszenie powinowactwa glikowanej albuminy do bilirubiny i do
wielonienasyconych kwasow tluszczowych, czy tez zmiany konformacji kieszeni otaczajacej Trp-
214, skutkujace zmniejszeniem jego fluorescencji (Shaklai i in. 1984; Szkudlarek-Hasnik i in. 2015).
Z uwagi na silny charakter nukleofilowy, najbardziej wrazliwymi na glikacje resztami
aminokwasowymi HSA in vivo i in vitro sg reszty lizyny (Lys), argininy (Arg) oraz wolna grupa
tiolowa Cys-34 (Rondeau i Bourdon 2011). Na Rys.1 przedstawiono specyficzne miejsca wigzania
ligandow w strukturze ludzkiej albuminy surowicy krwi (tj. I i II miejsce wedlug nomenklatury
Sudlowa) z rozmieszczeniem gtéwnych miejsc glikacji in vivo HSA — reszt lizynylowych (Rys.1a)
i reszt argininylowych (Rys.1b) (Szkudlarek i in. 2019).

Mechanizm i sita wigzania leku z albuming zalezy od wtasciwos$ci fizykochemicznych
i stezenia danego leku, zdolnos$ci wigzgcych albuminy, a takze wptywu srodowiska. Lek, ktory tworzy
kompleks z HSA jest nieczynny farmakologicznie, poniewaz za dzialanie terapeutyczne
farmaceutyku odpowiedzialne sg jego czasteczki w stanie wolnym (Broderson i in. 1977). Celem
przedstawionej pracy byto zbadanie powinowactwa losartanu (LOS), leku stosowanego w leczeniu
nadcisnienia t¢tniczego, do glikowanej ludzkiej albuminy surowicy krwi (QHSAgrc) i analiza wptywu
temperatury na tworzenie kompleksu losartan-albumina. Do eksperymentu wybrano temperature
36°C i 37°C, ktora odpowiada temperaturze fizjologicznej organizmu oraz temperaturg 39°C i 41°C,
ktora odpowiada stanowi chorobowemu w organizmie. Analize uktadu LOS-HSA i LOS-gHSArrc
przeprowadzono technika wygaszania fluorescencji.

2. Material i metody

W badaniu uzyto: albumine surowicy krwi ludzkiej liofilizowang, nasycong kwasami
thuszczowymi (HSA) — frakcja V (MP Biomedicals™ Inc, LLC, Francja), losartan potasu (LOS)
(BIOFARM, Polska), D(-)-fruktoze (FRC), Tris (hydroksymetylo)aminometan (TRIS), kwas solny
(chlorowodorowy) (0.1 mol/dmé, HCI) (POCH S.A., Polska), azydek sodu (Sigma-Aldrich
Chemistry, Niemcy), metanol do badan spektroskopowych (Merck KGaA, Niemcy).

Roztwory albuminy surowicy krwi ludzkiej (HSA) o stezeniu 5-10% mol/dm?® i fruktozy
(FRC) o stezeniu 1.25 mol/dm? sporzagdzono w 0.05 mol/dm?® buforze TRIS-HCI z 0.015 mol/dm?
azydkiem sodu (pH 7.4). Sporzadzono roztwér albuminy o stezeniu 5-10° mol/dm?® stanowigcy
probke kontrolng (HSA) oraz roztwoér albuminy o stezeniu 5-10°° mol/dm® w obecnosci 0.1 mol/dm?
fruktozy — uktad (HSA-FRC). Przygotowane roztwory przepuszczono przez filtry membranowe
0 $rednicy porow 0.2 um, a nastepnie przez okres 21 dni inkubowano w temperaturze 37°C. Po tym
czasie, roztwor proby kontrolnej (HSA) oraz roztwor albuminy glikowanej (QHSArrc) poddano 24
godzinnej dializie ekstensywnej wobec buforu. Proces ten umozliwit usunigcie reszty niezwigzanej
fruktozy. Nastepnie roztwory HSA i gHSArrc po raz wtorny przesaczono przez filtry membranowe
i tak przygotowane probki poddano pomiarom fluorescencyjnym. Zapasowy roztwor losartanu
o stezeniu 5-10° mol/dm® sporzgdzono na wodzie destylowanej. Pomiary fluorescencyjne
przeprowadzono  spektrofluorymetrem JASCO FP-6500. Analize oddziatywania LOS
z niemodyfikowana (HSA) i glikowang (gHSAFrrc) albuming przeprowadzono technika wygaszania
fluorescencji makroczasteczki. Do pomiaréw w uktadzie LOS-HSA i LOS-gHSAgrc Wykorzystano
roztwory bialek o statym stezeniu 5-10° mol/dm?, bez (0) i w obecnoéci losartanu o rosngcym
stezeniu: 5-10° mol/dm?® (1), 1-10"° mol/dm? (2), 1.5-10"° mol/dm? (3), 2:10° mol/dm? (4), 2.5-10°
mol/dm?(5), 3:10°°> mol/dm? (6), 3.5-10"° mol/dm? (7), 4-10"° mol/dm?3 (8), 4.5-10°> mol/dm?3(9), 5-:10°°
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mol/dm® (10). Stopien wygaszania fluorescencji albuminy przez losartan okre$lono wzgledem
fluorescencji roztworéw bialek niezawierajacych liganda. Ze wzgledu na wystepowanie efektu
wewngtrznego filtra rejestrowang fluorescencje HSA, gHSArrc bez i w obecnoséci LOS korygowano
za pomoca wzoru przedstawionego przez Lakowicza (Lakowicz 2006). Pomiary absorpcyjne
wykonano na spektrofotometrze dwuwigzkowym firmy JASCO (model V-760).

Lys-525  pys199

II miejsce wigzania
Lys-286

wg Sudlowa
(subdomena IIIA) I miei 2 .
miejsce wigzania
wg Sudlowa
(subdomena ITA)

Lys-233 Lys-276

b)

Arg-428

II miejsce wigzania
wg Sudlowa
(subdomena ITTA)

I miejsce wigzania
wg Sudlowa
(subdomena ITA)

Rys.1, Miejsca glikacji in vivo w strukturze HSA dla a) reszt lizyny (Lys) i b) argininy (Arg)
(Szkudlarek i in. 2019).

Zastosowanie techniki wygaszania fluorescencji fluoroforow albuminy niemodyfikowanej
i glikowanej przez losartan, wzbudzonej promieniowaniem o dtugosci fali Aex = 275 nm (wzbudza
reszty tyrozylowe i reszte tryptofanylowa) oraz promieniowaniem o dlugosci fali Aex = 295 nm
(wzbudza prawie wylacznie reszte tryptofanylows) w wybranym zakresie temperatur, tj.
w temperaturze 36°C i 37°C odpowiadajacej temperaturze fizjologicznej organizmu oraz
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w temperaturze 39°C i 41°C odpowiadajacej stanowi chorobowemu w organizmie, umozliwilo
ustalenie mechanizmu wygaszania fluorescencji fluoroforow HSA i gHSArrc przez losartan,
okreslenie charakteru oddziatywania LOS z glikowang i niemodyfikowanag albuming, oszacowanie
warto$ci statych Sterna-Volmera (Ksy) dm®/mol, stalych asocjacji (Ka) dm3mol i liczby klas miejsc
wiazacych (n) dla kompleksu LOS-HSA i LOS-gHSAgrc.

3. Wyniki i dyskusja

Na podstawie analizy emisyjnych widm fluorescencyjnych niemodyfikowanej (HSA)
i glikowanej (gHSArrc) albuminy dla wszystkich wybranych temperatur pomiaru (36°C (Rys.2),
37°C, 39°C i 41°C) zaobserwowano stopniowe zmniejszenie intensywno$ci fluorescencji
makroczgsteczek wraz ze wzrostem stezenia losartanu (LOS) zar6wno po wzbudzeniu dlugoscia fali
dex = 275 nm, jak i po wzbudzeniu diugoscia fali dex = 295 nm. Efekt ten najprawdopodobniej
zwigzany jest z przejmowaniem czgsci energii pochodzacej od wzbudzonych fluoroforow HSA
i gHSArrc przez znajdujacy si¢ w odlegloéci nie wigkszej niz 10 nm losartan (Lakowicz 2006).
W badanym uktadzie LOS-HSA i LOS-gHSArrc Wzbudzonym Xex = 275 nm dla kazdej temperatury
pomiaru w miar¢ wzrostu stezenia LOS nastgpilo przesuniecie pasma emisji fluorescencji (Akmax)
w kierunku krotkofalowym wzgledem maksimum emisji fluorescencji niezwigzanej HSA i gHSArrc.
Przesunigcie hipsochromowe §wiadczy o wzroscie hydrofobowego charakteru otoczenia fluoroforow
na skutek oddziatywania leku z albuming i sugeruje istnienie oddziatywan miedzy pier§cieniem
aromatycznym LOS, a pierscieniami aromatycznymi reszt aminokwasowych zlokalizowanych
w hydrofobowej kieszeni alouminy w obrgbie subdomeny 1A, IB, IIB i IITA.

b)

140

100

350 400 285
Dlugosé fali [nm] Dlugosé fali [nm]
Rys.2 Przyktadowe emisyjne widma fluorescencyjne a) HSA, b) gHSArrc bez (0) i w obecnosci LOS o
rosngcym stezeniu 5-10 mol/dm? (1) — 5-:10-° mol/dm? (10), Aex= 275 nm, [HSA, gHSAFrrc] 5-10°° mol/dm?3, t =
36°C. Strzatka zaznaczono kierunek przesuniecia maksimum fluorescencji (Akmax) albuminy HSA i gHSAFrc.

W zakresie temperatur 36-41°C, dla gHSArrc nastgpuje silniejsze wygaszenie fluorescencji
LOS o rosnagcym stgzeniu niz dla HSA zaréwno po wzbudzeniu fala o dlugosci Aex =275 nm, jak 1 dex
= 295 nm (Tab.1). Silniejsze wygaszanie fluorescencji gHSArrc $wiadczy o wickszej zdolnosci
przejmowania energii przez LOS od wzbudzonych fluoroforéw albuminy glikowanej niz
wzbudzonych fluoroforéw albuminy niemodyfikowanej, co ma zwigzek ze zmniejszeniem odlegtosci
miedzy fluoroforem i ligandem wskutek zmian strukturalnych makroczasteczki.

Mechanizm wygaszania fluorescencji HSA i gHSAgrc W obrebie subdomen, ktore zawierajg
reszty aminokwasowe biorgce udziat w tworzeniu kompleksu LOS-albumina, okreslono na podstawie
przebiegu zaleznosci Sterna-Volmera (Jiang i in. 2013). Ujemne odchylenie od prostoliniowej
zaleznos$ci Fo/lF = f[Cros] dla kompleksu LOS-HSA i LOS-gHSArrc otrzymane dla wszystkich
temperatur pomiaru (danych nie pokazano) wskazuje na zlozony mechanizm wygaszania
fluorescencji albuminy przez losartan, w ktorym obok wygaszania dynamicznego wystepuje takze
wygaszanie statyczne (formowanie si¢ trwatego kompleksu ligand-albumina w stanie
podstawowym). Zgodnie z teorig Eftinka i Ghirona ujemne odchylenie od prostoliniowego przebiegu
krzywej Sterna-Volmera §wiadczy o zajmowaniu przez lek w pierwszej kolejno$ci tatwiej dostgpnych
miejsc wigzania, a dopiero po ich wysyceniu wigzaniu si¢ liganda w obszarach trudniej dostepnych
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w makroczgsteczce (Eftink i Ghiron 1981; Grigoryan i Ghazaryan 2013). State Sterna-Volmera Ksy
wyznaczone ze zmodyfikowanej przez Lehrera zalezno$ci Sterna-Volmera (zalezno$¢ Fo/AF =
f(1/[CLos])) przyjmuja wicksze dla wzbudzenia Aex = 275 nm i mniejsze dla wzbudzenia Aex = 295 nm
wartos$ci dla uktadu LOS-gHSArrc W poréwnaniu ze statymi Ksy otrzymanymi dla uktadu LOS-HSA
(Tab.2). Wigksze warto$ci statej Sterna-Volmera wskazujg o lokowaniu si¢ czgsteczek losartanu
blizej reszty Trp-214 i reszt Tyr glikowanej niz albuminy niemodyfikowane;.

Tab.1. Procentowe warto$ci wygaszenia fluorescencji HSA i gHSArrc prze losartan dla stosunku molowego
LOS:HSA (LOS:gHSAfRc) 10:1, Aex = 275 nm i Aex = 295 nm.

% wygaszenia fluorescencji
t[°C] dex =275 nm s = 295 nm
HSA gHSAyrc HSA gHSAgrc
36 37 45 29 38
37 27 33 22 26
39 32 41 29 38
41 35 42 28 37

Tab.2 State Sterna-Volmera Ksv wyznaczone ze zmodyfikowanej przez Lehrera zalezno$ci Sterna-Volmera oraz
state asocjacji Ka otrzymane metoda Klotza dla kompleksu losartan-albumina (LOS:HSA, LOS:gHSAFrc 10:1),
t = 36-41°C, Aex =275 nm i dex = 295 nm.

Ksv- 104+ SE"[dm?/mol]
t[°C]
hex =275 nm hex =295 nm
LOS-HSA LOS-gHSArrc LOS-HSA LOS-gHSArrc
36 1.53+0.03 3.61+£0.03 1.67 +£0.04 1.23 £0.09
37 2.07+0.09 6.99+0.15 1.70 £0.05 2.16+0.04
39 2.21+0.03 2.40+0.07 1.40+£0.03 1.20 +0.03
41 1.96+£0.05 2.03+£0.08 1.46+0.04 1.160.02
Ka- 104+ SE"[dm*/mol]
t[°C]
hex =275 nm 2ex =295 nm
LOS-HSA LOS-gHSArrc LOS-HSA LOS-gHSArrc
36 1.67+0.08 4.69 = 0.05 1.20+0.05 2.01+0.05
37 2.63+£0.05 10.67+0.14 2.17+0.02 2.56 +0.03
39 2.62+0.02 2.88+0.07 223 +£0.03 2.66+0.02
41 2.28+0.03 2.38+0.09 1.67+£0.04 1.66+ 0.02

* . ), .
) niepewnosc pomiarowa

Na warto$¢ statej Sterna-Volmera Ksy wptywa takze temperatura pomiaru uktadu losartan-
albumina. Najwicksza stala Ksv uzyskano dla ukladu LOS-gHSArrc W temperaturze 37°C
(Rex = 275 nm), z kolei najmniejszg stata Ksv uzyskano w temperaturze 41°C (Aex = 295 nm). Mozna
wigc przypuszczaé, ze w podwyzszonej temperaturze dostep losartanu do fluoroforow albuminy
glikowanej moze by¢ utrudniony. De Oliveira i in. (2016) badajac wigzanie valsartanu (leku z grupy
sartanow) do HSA w temperaturze 39°C otrzymali niemalze 3-krotnie wigksza warto$¢ statej Sterna-
Volmera (Ksy = 5.87-10* dm®/mol) od stalej Ksv uzyskanej dla uktadu losartan-HSA w niniejszej
pracy (Ksy = 2.21:10* dm3mol), co zwiazane jest prawdopodobnie z réznymi warunkami
przechowywania/przygotowania albuminy, bedacej w prezentowanej pracy probg kontrolng dla
albuminy glikowanej.

Ksztalt izoterm wigzania (zalezno$¢ r = f([Ly])) dla kompleksu LOS-HSA i LOS-gHSAfrc
po wzbudzeniu dex = 275 nm i dex = 295 Nm wskazuje na mieszany (specyficzny i niespecyficzny)
charakter oddziatywania losartanu z albuming surowicy krwi. Mozna wigc przyjaé, ze losartan wigze
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si¢ nie tylko w specyficznych dla niego miejscach wigzgcych w czgsteczce niemodyfikowanej
i glikowanej HSA (I i II miejsce wiazace wedlug nomenklatury Sudlowa), ale rowniez
niespecyficznie oddzialuje z hydrofobowymi fragmentami powierzchni makroczasteczek (Taira
i Terada 1985). Skoro LOS wysyca miejsca wigzania niemodyfikowanej i glikowanej HSA, na
podstawie krzywych Klotza wyznaczono state asocjacji K, ktore okreslaja stabilno$¢ utworzonego
kompleksu ligand-biatko (Tab.2). Wyznaczono réwniez liczbe czasteczek LOS tworzacych
kompleks z jedng czasteczka albuminy w stanie rownowagi (n). Stata asocjacji Ka wyznaczona dla
kompleksu LOS-gHSArrc zarowno po wzbudzeniu Aex = 275 nm, jak i dex = 295 nm jest wicksza niz
dla kompleksu LOS-HSA. Natomiast $rednia liczba czasteczek losartanu zwigzana z jedng czasteczka
albuminy glikowanej i niemodyfikowanej (n) jest w przyblizeniu réwna jednosci. Oznacza to, ze
glikacja albuminy zwigksza trwato$¢ (stabilno$¢) wiazania leku przez albuming, ale jednocze$nie nie
ma wplywu na liczb¢ czasteczek LOS wigzaca si¢ do jednej czasteczki albuminy. Ponadto
prostoliniowo$¢ zaleznosci Klotza $wiadczy o wystepowaniu jednej klasy miejsc wigzacych losartan
do makroczasteczek. W catym zakresie badanych temperatur (36-41°C) state Ka kompleksow LOS-
HSA i LOS-gHSA«rrc sa wigksze, gdy uktad wzbudzano dlugoscig fali Aex =275 nm niz dtugoscia fali
dex = 295 nm, co wskazuje na udzial zaré6wno reszt tyrozylowych rozmieszczonych w subdomenie
1A (Tyr-263), IB (Tyr-138, Tyr-140, Tyr-148, Tyr-150, Tyr-161), I1B (Tyr-319, Tyr-332, Tyr-334,
Tyr-341, Tyr-353, Tyr-370) i IH1A (Tyr-401, Tyr-411, Tyr-452, Tyr-497) oraz reszty tryptofanylowej
(Trp-214) ulokowanej w subdomenie IIA w wigzaniu losartanu do niemodyfikowanej i glikowanej
HSA. W swojej pracy Ferdosi Kabir i in. przy uzyciu ranitydyny i diazepamu — znacznikow
odpowiednio I i Il miejsca wigzania ligandow wedhug nomenklatury Sudlowa dowiedli, ze zardwno
subdomena IIA, jak i subdomena IIIA wotowej albuminy surowicy krwi (BSA) jest gtdéwnym
miejscem wigzania losartanu. W przeprowadzonych badaniach Zhou i in. podkreslili, ze wigzaniu
losartanu do albminy towarzyszy obnizenie ilosci powstajacych koncowych produktow
zaawansowanej glikacji (AGEs). Pomimo 76% homologii BSA do HSA, Mingyan i in. dla kompleksu
LOS-BSA badanego w temperaturze 36°C otrzymali stalg asocjacji o rzad wielkosci nizszg (Ka =
3.32-10° dm3/mol) od stalej K, otrzymanej w niniejszej pracy. Opierajac sie na wynikach in vitro
dotyczacych wptywu glikacji i temperatury na wigzanie losartanu do ludzkiej albuminy surowicy krwi
mozna przypuszczaé, ze w warunkach nieprawidlowej gospodarki weglowodanowej oraz
podwyzszonej temperatury w organizmie moze dochodzi¢ do zaburzenia farmakokinetyki
farmaceutyku. W zakresie temperatury fizjologicznej (36-37°C) obserwuje si¢ zwiekszone wigzanie
losartanu do albuminy, tym samym zmniegjsza si¢ pula wolnego leku odpowiedzialnego za dziatanie
lecznicze. Aby uzyskaé¢ odpowiedni efekt terapeutyczny z zastosowaniem losartanu konieczne jest
odpowiednie zwigkszenie dawki leku. W temperaturze powyzej 39°C sita wigzania losartanu do
makroczasteczki zmniejsza si¢, co wigze si¢ z ryzykiem wystapienia dziatan niepozadanych i moze
by¢ wskazaniem do obnizenia dawki farmaceutyku. Poniewaz jedynie frakcja wolna leku moze
wywota¢ oczekiwany efekt terapeutyczny badz toksyczny, znajomos$¢ aktywno$ci wigzacej biatek
wroznych stanach chorobowych oraz u pacjentow w podesztym wieku pozwoli uzyskac
satysfakcjonujace rezultaty wybranej terapii.

4. Wnhnioski

Pomiary spektrofluorymetryczne pozwolily uzyska¢ dane, na podstawie ktorych okreslono

wplyw glikacji i temperatury na wlasciwosci wiagzace albuminy.

a) Udowodniono tworzenie si¢ komplekséw losartanu (LOS) z niemodyfikowang (HSA)
i glikowana (gHSArrc) albuming. Silniejsze wygaszanie gHSArrc przez LOS
w stosunku do HSA $wiadczy o wptywie glikacji na powinowactwo losartanu do
albuminy.

b) Oddziatywanie losartanu z HSA | ¢gHSAgrc nastepuje przy udziale reszty
tryptofanylowej (Trp-214) ulokowanej w subdomenie IIA oraz reszt tyrozylowych
(Tyr) znajdujacych si¢ w subdomenach IB, IIB, IIA, IITA.

c) Na podstawie krzywych Sterna-Volmera dla uktadu LOS-HSA i LOS-gHSAgrc
stwierdzono, ze wygaszanie fluorescencji albuminy przez losartan ma charakter
dynamiczny i statyczny.
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d) Na podstawie statych asocjacji K, losartanu do niemodyfikowanej i glikowanej HSA
wyznaczonych z zaleznosci Klotza potwierdzono wptyw temperatury na wigzanie LOS
zZ HSA i gHSArrc. Wzrost temperatury powyzej fizjologicznej prowadzi do ostabienia
oddziatywania lek-albumina. Podwyzszona temperatura organizmu moze powodowac
wzrost stezenia wolnej frakcji leku i nasila¢ dzialania niepozadane farmaceutyku.

Praca zrealizowana ze S$rodkow finansowych umowy realizowanej przez Mlodego

Naukowca nr KNW-2-014/N/9/K oraz umowy statutowej nr KNW-1-033/N/9/0.
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18. Albumina surowicy krwi i jej funkcje w organizmie
Serum albumin and its functions in the body
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Streszczenie

Biatka odgrywaja decydujaca role w niemal wszystkich procesach biologicznych. Sa
zasadniczymi elementami metabolicznymi i strukturalnymi komorek, tkanek i narzadéw kazdego
zywego organizmu. Albumina surowicy krwi (HSA) nalezy do najwazniejszych sposrod biatek
transportujacych. Wiazac wiele substancji egzo- i endogennych, wptywa na ich biologiczng
dostepnos¢, dystrybucje, wlasciwosci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne. Stany zapalne,
procesy chorobowe moga powodowac strukturalng i funkcjonalng modyfikacje HSA, ktora przejawia
si¢ m.in. zaburzeniem zdolnosci do wigzania i transportu wielu ligandow. Aspekt ten jest istotny
zarowno podczas ustalania dawek leku, jak i podczas sposobu ich podawania, co jest szczegdlnie
istotne w kuracjach wielolekowych. Powszechnie uwaza sig¢, ze zaburzenia w obrebie struktury
przestrzennej makroczasteczki wywotuja indukcje procesow patologicznych, stad badania
pozwalajace na obserwacj¢ zmian konformacyjnych albuminy powodowanych r6znymi czynnikami
sg niezwykle istotne.

1. Wstep

Biatka odgrywaja decydujaca role w niemal wszystkich procesach biologicznych. Sa
zasadniczymi elementami metabolicznymi i strukturalnymi komorek, tkanek i narzadéw kazdego
zywego organizmu. Albuminy sg najliczniej wystepujacymi biatkami osocza krwi o stezeniu
siggajacym 0.58-0.73 mmol/l (40-50 g/l), co stanowi 55-65% catkowitej zawartoéci protein osocza.
Stezenie albuminy to wypadkowa syntezy, rozmieszczenia migdzy osoczem 1 plynem
$rédmigzszowym oraz degradacji. Wedhug roznych zrodel, biologiczny okres pottrwania (T12) HSA
wynosi od 19 do 21 dni (Carter i Ho 1994; Trynda-Lemiesz i in. 2010), natomiast w przestrzeni
wewnatrzkomorkowej 14 h. Albumina surowicy krwi ludzkiej (Human Serum Albumin, HSA)
stanowi silnie hydrofilowe, globularne biatko proste, posiadajace ujemny tadunek elektryczny
w fizjologicznym pH (Kltosowska 2007). Wigkszo$¢ albuminy uwalniana jest do krwiobiegu, tylko
niewielka jej ilos¢ (~ 2 g) magazynowana jest w watrobie. Jako preproproteina syntetyzowana jest
przez komorki watroby w ilosci 10-15 g w ciagu doby, co stanowi okoto 10% ogdlnej syntezy biatek
w tym narzadzie. Ostateczna forma albuminy powstaje w procesie enzymatycznym, po odszczepieniu
heksapeptydu od N-konca proalbuminy (Carter i Ho 1994). Katabolizm HSA zachodzi glownie
w migsniach i skoérze (~ 40-60%) oraz w okoto 10% w nerkach (Gburek i in. 2011). Ze wzglgdu na
dobrze poznang budowe, stabilno$¢ struktury oraz zdolno$¢ do wigzania i transportu wielu endo-
i egzogennych substancji, albumina surowicy krwi ludzkiej jest czesto stosowanym w badaniach
naukowych biatkiem modelowym.

2. Struktura i funkcje fizjologiczne HSA

Wedlug analiz krystalograficznych albumina surowicy krwi (HSA) tworzy pofaldowany
W ksztatcie serca o wymiarach 80 x 80 x 80 x 30A tancuch polipeptydowy (Carter i Ho 1994),
zbudowany z 585 reszt aminokwasowych w 67% tworzacy strukture a-helisy, w 23% rozciagniete
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fragmenty polipeptydowe, a w 10% zakrety B (He i Carter 1992; Peters 1996). W budowie HSA nie
wystepuja struktury B-harmonijki, co zapewnia albuminie wysoka elastyczno$¢ konformacyjna.
Dzigki temu makroczasteczka ta posiada wiele hydrofobowych miejsc wigzacych zardwno
egzogenne, jak i endogenne zwigzki. Sekwencja aminokwasowa zawiera 17 mostkow disulfidowych
oraz jedng wolng grup¢ sulthydrylowa —-SH (Cys-34). HSA zawiera w swym skladzie
aminokwasowym pojedyncza reszt¢ tryptofanylowa w pozycji 214 (Trp-214), co jest bardzo
korzystne w przypadku stosowania metod badawczych z wykorzystaniem sond fluorescencyjnych.
Sktad aminokwasowy albuminy, w odréznieniu od innych biatek, charakteryzuje niewielka zawarto$¢
reszt metioniny, glicyny i izoleucyny, podczas gdy aminokwasy jonowe takie jak kwas glutaminowy,
kwas asparaginowy czy lizyna wystepuja w duzej liczbie. Regiony albuminy bogate w ujemnie
naladowane reszty aminokwasowe powoduja wysoka rozpuszczalno$¢ tego biatka w wodnych
roztworach, fragmenty nie posiadajace tadunku elektrycznego biora udziat w wigzaniu kwasow
ttuszczowych oraz innych substancji hydrofobowych (Peters 1996).

Badania prowadzone przez He i Cartera wykazaly, ze pojedyncza czasteczka albuminy
sktada si¢ z trzech strukturalnie homologicznych domen oznaczonych od aminowego N-konca biatka:
I, I i 111, z ktorych kazda utworzona jest przez dwie mniejsze subdomeny A i B (He i Carter 1992).
Subdomeny przemieszczaja si¢ wzgledem siebie za posrednictwem elastycznych petli zbudowanych
z reszt proliny, co umozliwia dostosowanie budowy czasteczki albuminy do wigzania duzej liczby
roéznorodnych ligandow (Carter i Ho 1994). Sztywno$¢ w obrebie kazdej z subdomen biatka
zapewniaja wewnatrzczasteczkowe wigzania disulfidowe (S-S). Reszty aminokwasowe wchodzace
w sktad tanicucha polipeptydowego od 1 do 195 tworzg domeng I, natomiast aminokwasy od 196 do
383 oraz od 384 do 585 stanowig odpowiednio domeng II i III. W kazdej domenie wyrodznia si¢ 10
helis gtéwnych oznaczonych od hl do h10. Helisom h1-h4 subdomeny A odpowiadajg helisy h7-h10
subdomeny B. Subdomena A posiada dodatkowo wneke disulfidowa, utworzong przez dwie krotkie,
naprzeciwlegle helisy h5 oraz h6, potaczone mostkiem disulfidowym (Carter i He 1990). Subdomeny
IA, IB, IIA s3 §cisle upakowane tworzac glowe albuminy, natomiast subdomeny I1B, IITA, IIIB tworza
wydhuzony ogon czasteczki. Badania nad struktura albumin pochodzacych z réznych gatunkow
ssakow wykazaty wysoki stopien podobienstwa w sekwencjach aminokwaséw oraz umiejscowieniu
mostkow disulfidowych w strukturze I1I-rzgdowej tych protein (Carter i Ho 1994). Rys.1 przedstawia
schemat budowy jednej z domen albuminy surowicy krwi ludzkiej. Na Rys.2 zobrazowano strukture
przestrzenng HSA z zaznaczonymi trzema domenami oraz wyszczeg6Olniong reszta Trp-214

makroczasteczki.
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Rys. 2. Schemat budowy pojedynczej domeny ludzkiej albuminy surowicy krwi z oznaczeniem helis
h1-h10 oraz lokalizacja mostkow disulfidowych (Carter i He 1990).

117|Strona



Nauki medyczne i nauki o zdrowiu — Czes¢ 111

Rys. 3. Trojwymiarowa struktura HSA z wyréznieniem sze$ciu subdomen 1A, 1B, IIA, IIB, IIIA, I1IB
i zaznaczong reszta Trp-214 (He i Carter 1992).

Fizjologicznie albumina ludzka wystepuje w osoczu/surowicy krwi w dwoch formach:
zredukowanej (Human Mercaptalbumin, HMA) jako merkaptoalbumina oraz w formie utlenionej
(Human Nonmercaptalbumin, HNA) jako niemerkaptoalbumina. HMA posiada wolng grupe
sulfhydrylowa —SH (Cys-34), ktora odgrywa istotng role podczas molekularnego starzenia HSA oraz
uczestniczy w tworzeniu wigzan disiarczkowych. HNA, pozbawiona wolnej grupy sulthydrylowej,
stanowi mieszaning zwigzkow disulfidowych powstatych wskutek oddzialywan merkaptoalbuminy
z L-cysteing oraz w mniejszym stopniu z glutationem (Sogami i in. 1985). Obie formy HMA i HNA
moga wzajemnie w siebie przechodzi¢. Forma zredukowana wystepuje w zdecydowanej wigkszosci.
Zawartos¢ frakcji merkaptoalbuminy wyraznie maleje wraz z wiekiem, podczas uprawiania
intensywnych ¢wiczen, w niektorych stanach chorobowych (m.in. w cukrzycy), przy narazeniu na
zwigkszong ilos¢ wolnych rodnikéw lub innych czynnikéw utleniajacych. Jest to niekorzystne dla
organizmu ze wzgledu na zmniejszenie puli antyoksydantow.

Czasteczka albuminy wykazuje wysoki stopien zmiennos$ci konformacyjnej w zaleznosci od
pH srodowiska. Zmiany pH powodujg modyfikacje sieci wigzan wodorowych, lokalne zmiany
konformacyjne zwigzane z protonacja i deprotonacja, ktorym ulegaja np. reszty histydyny (Diaz i in.
2001). Podczas zmian pH, oprocz formy, zmienia si¢ takze budowa helikalna czasteczki. Albumina
przyjmuje roézne formy izomeryczne: N (Normal) — neutralna, F (Fast) — szybka w elektroforezie
zelowej, E (Expanded) — rozciagnigta, B (Basic) — zasadowa oraz A (Aged) — zestarzata (Dockal i in.
2000). Przemiana konformacji N w F albuminy, wymaga rozfaldowania domeny III (Khan 1986).
Forma F charakteryzuje si¢ wzrostem lepko$ci, zmniejszeniem rozpuszczalno$ci oraz znacznie
mniejszym stopniem helikalno$ci. Wedtug Harringtona przy wartosci pH ponizej 4.0 albumina ulega
rozfatldowaniu wskutek rozsuwania si¢ potaczonych ze sobg helis: helisy (10) domeny I potaczone;j
Z helisg (1) domeny II oraz helisy (10) potaczonej z helisg (1) domeny III (Harrington 1956). Taka
konformacja albuminy to jej forma E charakteryzujaca si¢ zwiekszong lepko$cig oraz zwiekszong
hydrodynamika osiowg. W $rodowisku zasadowym (pH = 9.0) albumina przyjmuje form¢ B.
Warunkiem przeksztalcenia formy B w konformacje A jest mala sita jonowa, sSrodowisko zasadowe
i czas 3-4 dni przechowywania roztworu albuminy w temperaturze 3 °C.

Struktura albuminy bezposrednio koreluje z wieloma kluczowymi funkcjami jakie petni ona
w utrzymaniu homeostazy ustroju. Ze wzgledu na mata mas¢ czasteczkowa (66.5-66.9 kDa)
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W pordwnaniu z innymi globulinami osocza, HSA decyduje o utrzymaniu stalego cié$nienia
onkotycznego krwi i optymalnym pH osocza krwi (Evans 2002). Odpowiada takze za zachowanie
rownowagi osmotycznej mi¢dzy krwig krazaca, a przestrzeniami tkankowymi, dzigki czemu
zapewnia utrzymanie odpowiedniej hemodynamiki krwi oraz zapobiega obrzekom. Posiada
wiasciwosci buforujace, antyoksydacyjne oraz wykazuje aktywno$¢ przeciwzakrzepowa, poprzez
bezposrednie hamowanie aktywnosci antytrombiny III. Albumina wykazuje réwniez aktywnosé
enzymatyczng przejawiajacg si¢ m.in. w przeksztalcaniu form nieaktywnych do aktywnych lekow
(Kragh-Hansen i in. 2002). Jedng z najistotniejszych wiasciwosci tego biatka jest zdolnoé¢ transportu
do tkanek docelowych wielu zwiazkow biologicznie czynnych przez odwracalne wigzanie substancji
endo- i egzogennych jak: niezestryfikowane kwasy tluszczowe, barwniki zétciowe, hormony,
witaminy, a takze toksyny, leki oraz jony metali przejsciowych (Peters 1996). HSA wiaze si¢ rowniez
kowalencyjnie i nieodwracalnie z D(+)-glukoza, D(-)-fruktoza i D(+)-galaktoza (Evans 2002).
Transport ligandow zaré6wno tych egzo-, jak i endogennych w kompleksie z albuming, objawia si¢
wzrostem rozpuszczalnosci tych zwigzkéw w surowicy, zmniejszeniem ich toksycznosci oraz
ochrong przed ich utlenianiem. W badaniach in vivo albumina stosowana jest jako parametr
diagnostyczny i prognostyczny w wielu stanach chorobowych, w ktérych obserwowane jest przede
wszystkim zmniejszenie jej stezenia w osoczu (hipoalbuminemia) zwigzane z zaburzong synteza na
tle schorzen watroby (cze¢$ciowa dysfunkcja, marsko$¢ watroby), ze wzrostem zapotrzebowania
(choroby nowotworowe) lub nadmierng utrata z organizmu (enteropatia, zespot nerczycowy, rozlegte
oparzenia) (Miller i Jedrzejczak 2001). Poza tym, w stanach hipoalbuminemii spotggowane jest
dziatanie lekow wigzanych przez albuming na skutek wzrostu frakcji farmakologicznie czynnej.
Hiperalbuminemia jest stanem rzadko spotykanym, ktory nie wigze si¢ z powazniejszymi
zaburzeniami (Gburek i in. 2011). W przypadku niedoboru niezb¢dnych aminokwaséw HSA petni
role rezerwy bialkowej organizmu. Albumina Stosowana jest rowniez jako lek-preparat
krwiozastepczy we wstrzasie krwotocznym, w oparzeniach, hemodializach, a takze w terapii
fotodynamicznej i terapii genowej (Fischer i in. 2001).

3. Miejsca wigzania ligandow oraz wlasciwosci wigzace albuminy surowicy krwi

Techniki  dializy rownowagowej, krystalografii  rentgenowskiej oraz metody
spektroskopowe pozwolity na wskazanie miejsc wigzania wielu waznych fizjologicznie ligandow
W hydrofobowych wnekach albuminy surowicy krwi. W czasteczce HSA wystepuja dwa miejsca
specyficznego wiazania substancji egzo- i endogennych, okres$lane jako miejsce I i II wedlug
nomenklatury Sudlowa (Sudlow i in. 1975). Do | miejsca ulokowanego w subdomenie IIA,
najwicksze powinowactwo wykazuja heterocykliczne zwigzki anionowe z ujemnym ladunkiem
elektrycznym w centralnej pozycji czasteczki, m.in. leki przeciwzakrzepowe (acenokumarol),
przeciwzapalne (indometacyna, fenylbutazon, salicylany), przeciwcukrzycowe (tolbutamid),
sulfonamidy (sulfatiazol), diuretyki (furosemid, piretanid), a takze substancje endogenne (bilirubina,
hemina, eikozanoidy) (Quinlan i in. 2005). Ponadto jest ono miejscem wigzania warfaryny i DNSA,
ktore traktowane sg jako jego selektywne znaczniki. Badania spektroskopowe wykazaty, ze w miejscu
I znajduje si¢ reszta lizyny (Lys-199) i jedyna w calej sekwencji aminokwasowej reszta tryptofanu
(Trp-214). Mutacje tego miejsca majg bardzo duzy wplyw na konformacje i stabilno$¢ termiczng
biatka. Doswiadczenia przeprowadzone przy uzyciu acenokumarolu, dansylo-L-asparaginy i n-
butylo-p-aminobenzoesanu, wykazaty, ze miejsce to sktada si¢ z trzech regionéow: Ia, Ib, Ic, dla
ktorych ligandy te sa odpowiednio markerami (Yamasaki i in. 1996). Regiony te czg§ciowo na siebie
zachodza, stad mozna przyjac, ze miejsce wigzania I jest na tyle duze, ze moze zwiaza¢ dwa z trzech
weczesniej wymienionych ligandow, jednak zbyt mate, aby pomiesci¢ je wszystkie. W II miejscu
wigzania, zwanym miejscem wiazacym indol i benzodiazeping (subdomena IIIA) przylaczaja si¢
mniejsze aromatyczne zwiazki z bardziej obwodowo rozmieszczonym tadunkiem, np. niesteroidowe
leki przeciwzapalne (ketoprofen, ibuprofen, naproksen, diklofenak), benzodiazepiny (diazepam),
tiazydy (chlorotiazyd) i substancje endogenne (L-tryptofan, L-tyroksyna, kwas hipurowy). Miejsce
to wydaje si¢ by¢ mniejsze, a takze mniej elastyczne, gdyz wigzanie w tym regionie HSA silnie zalezy
od stereoselektywnos$ci wigzanych czasteczek. Pomimo tego, ze miejsce Il wiaze wiele ligandow, to
wigzanie w tym miejscu jest bardziej wybidrcze niz wigzanie w I miejscu wigzagcym. Najwicksze
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znaczenie w aktywnosci tego obszaru ma reszta Arg-410 oraz reaktywna grupa hydroksylowa Tyr-
411 wykazujaca aktywno$¢ esterazowa (Kragh-Hansen i in. 2002). Carter i in. opisali sze$¢ miejsc
wigzacych dla réznych pod wzgledem strukturalnym ligandéw: dwa wiazace matle, heterocykliczne
lub aromatyczne kwasy karboksylowe (zlokalizowane w subdomenie IIA oraz IIIA), dwa wigzace
kwasy tluszczowe o dlugim faficuchu i mate zwigzki anionowe (ulokowane w domenie I i Il
w subdomenach B) oraz dwa miejsca wiazace jony metali (subdomena IIIA). Subdomena IA nie
posiada wiasciwosci wiazacych ligandy, pomimo homologii do subdomeny I1A i IIIA, ktore wiaza
wigkszo$¢ lekow (Carter i Ho 1994; He i Carter 1992). Wydtuzony tancuch polipeptydowy od Cys-
62 (h3) w subdomenie IA jest rozwinigty i nie moze tworzy¢ hydrofobowej wneki z helisa h4, tak jak
si¢ to dzieje w domenie I1.

Peyrin i in. wskazali na dwuetapowy przebieg oddziatywania ligand-biatko (Peyrin i in.
1998). W pierwszym etapie czasteczka liganda zbliza si¢ do wneki hydrofobowej albuminy, co jest
spowodowane efektem hydrofobowym. Nastepnie ligand wiaze si¢ do niej za pomoca oddziatywan
krotkiego zasiegu, tj. wiazan wodorowych, sit van der Waalsa, oddziatywan sferycznych
i elektrostatycznych. Ligand moze tez przytaczy¢ si¢ do albuminy kowalencyjnie w sposob
nieodwracalny (Trynda-Lemiesz i in. 2010). Leki wigzg si¢ takze W niespecyficznych miejscach
z hydrofobowa powierzchnig albuminy, co jest zwigzane z ich powinowactwem zaleznym gtéwnie
od ich hydrofobowosci, bez wzgledu na posiadang struktur¢ chemiczng. Specyficzne wigzanie
charakteryzuje bardzo duze powinowactwo i niewielka zdolno$¢ wiazaca, podczas gdy wigzanie
niespecyficzne mate powinowactwo i nieograniczona zdolno$¢ wigzania ligandow (Taira i Terada
1985). W celu ustalenia modelu wigzania liganda do biatka pomocne jest wykreslenie tzw. izotermy
wigzania (Rys.3).

specyficzne i niespecyficzne miejsca wiazania
specyficzne miejsca wiazania
niespecyficzne migjsca wiazania

o

Lf

Rys.4 Okreslenie modelu wigzania leku do biatka na podstawie przebiegu izotermy wigzania (Taira
i Terada 1985).

Oddziatywanie lekdéw z biatkiem transportujacym stanowi wazny element terapii, poniewaz
HSA wptywa na dystrybucje substancji leczniczej w organizmie, na jej wlasnosci farmakokinetyczne
i farmakodynamiczne. Mechanizm wigzania lek-albumina zalezy od wtasciwosci fizykochemicznych
1 stezenia danego leku, zdolnosci czasteczek biatka do wigzania leku, a takze wplywu $rodowiska.
W polipragmazji, ligandy moga konkurowac ze sobg o miejsce wigzania i wzajemnie wypierac si¢
z polaczenia z biatkami osocza. Lek, ktory tworzy kompleks z bialkiem nie podlega biotransformacji
i eliminacji — stanowi nieczynna farmakologicznie pul¢ zapasowa, bowiem za dziatanie terapeutyczne
farmaceutyku odpowiedzialne sg jego czgsteczki w stanie wolnym. Zwigzanie liganda do albuminy
moze spowodowaé zmiang jej konformacji przestrzennej, ktora uniemozliwi zwigzanie si¢ innych
ligandéw, badz wzmocni wigzanie juz istniejace. Ponadto zwigzanie leku do jednego miejsca
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wigzacego moze zmieni¢ strukture innych miejsc wigzacych lub ich liczby w czasteczce albuminy
(Broderson i in. 1977).

Stany zapalne, procesy chorobowe moga powodowaé strukturalng i funkcjonalng
modyfikacje HSA, ktora przejawia si¢ m.in. zaburzeniem zdolnosci do wigzania i transportu wielu
endo- i egzogennych ligandow. Ma to kluczowe znaczenie w planowaniu terapii, gdyz charakter i sita
oddzialywania lekéw z gtéwnym ich dystrybutorem moze ulec zmianie przy wspolistniejacej np.
cukrzycy. Aspekt ten jest istotny zaro6wno podczas ustalania dawek leku, jak rowniez podczas
sposobu ich podawania, co jest szczegélnie istotne w kuracjach wielolekowych. Do procesow
powodujacych utratg pierwotnych wilasciwosci albuminy oraz zaburzenie pelnionych przez nig
funkecji fizjologicznych nalezy m,in, glikacja i oksydacja. Zwiazki powstate podczas tych procesow,
odpowiedzialne sg za uszkodzenia struktur komorkowych i tkankowych, a tym samym do wystapienia
szeregu konsekwencji zdrowotnych oraz przedwczesnego starzenia si¢ organizmu.

4. Podsumowanie

Biatka sa zwigzkami wielkoczasteczkowymi, réznorodnymi strukturalnie i funkcjonalnie.
Pelnig bardzo istotne funkcje w organizmach zywych poczynajac od funkcji mechaniczno-
strukturalnych, poprzez budowanie enzyméw, ochrong immunologiczna, transport wielu czasteczek,
odbieranie, wytwarzanie i przekazywanie sygnatow, az do koordynowania funkcjami biologicznymi
komorek. Do najliczniej wystepujacych bialek osocza krwi naleza albuminy. Pomimo stabilizacji
struktury albuminy m.in. przez 17 mostkéw disulfidowych, ulega ona reakcjom prowadzacym do
zmian konformacyjnych, ktére odpowiedzialne sa za utrate pelnienia przez nig funkcji
fizjologicznych. Szereg strukturalnych modyfikacji, zwtaszcza w Il-rzgdowej i Ill-rzgdowe;j
konformacji ludzkiej albuminy surowicy krwi, przypisuje si¢ procesom m.in. glikacji i oksydacji.
Modyfikowana HSA nie funkcjonuje poprawnie, co prowadzi do indukcji procesow patologicznych
w organizmie. Albuminy o zmodyfikowanej strukturze wykryto we krwi osob z niewydolnoscia
i marsko$cig watroby, cukrzyca, chorobami nerek, a takze niektorymi chorobami nowotworowymi.
Wobec powyzszego badania pozwalajace na obserwacje zmian konformacyjnych biatek
powodowanych ré6znymi czynnikami sg niezwykle istotne.
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